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Resumo As doenças cardiovasculares representam a principal causa de mortalidade 

nos países desenvolvidos. Na sua génese encontra-se frequentemente a 

aterosclerose, um processo inflamatório crónico de origem multifatorial 

caracterizado pela acumulação e oxidação de lipoproteínas e recrutamento 

de macrófagos para o subendotélio arterial. A progressão da patologia 

encontra-se intimamente ligada à disfunção e morte dos macrófagos após 

fagocitose de lipoproteínas oxidadas. Embora não totalmente conhecido 

sabe-se que este processo envolve o desenvolvimento de stress do reticulo 

e ativação dos vários ramos da unfolded protein response (UPR). Neste 

contexto definiram-se dois objetivos a serem desenvolvidos no presente 

trabalho. No primeiro pretendeu-se compreender a influência do stress do 

retículo no metabolismo lipídico de macrófagos e as suas possíveis relações 

com a progressão da aterosclerose. Para tal foi usada como modelo 

experimental a linha celular de macrófagos de murganho RAW 264.7 

estimulada com os indutores de stress Tunicamicina e 7-Cetocolesterol. 

Através de uma abordagem lipidómica determinou-se o efeito do stress do 

retículo no perfil lipídico do macrófago e através de qPCR foi avaliado o seu 

efeito num painel de genes envolvidos no metabolismo lipídico. 

Sucintamente, verificou-se o aumento da percentagem relativa das classes 

de fosfolípidos PI, LPC, PS, CL e PG, sendo em contrapartida observada uma 

diminuição de PC, SM e PE, consistente para ambos os estímulos. Ao nível 

dos ácidos gordos, verificou-se a alteração no rácio de saturados/insaturados, 

com aumento relativo dos primeiros. A diminuição observada na percentagem 

de ácidos gordos insaturados, a qual sugere a oxidação dos mesmos, foi 

corroborada pelo aumento detetado na percentagem de hidroperóxidos 

lipídicos e pela formação de espécies reativas de oxigénio para ambos os 

estímulos. A análise do efeito do stress do retículo na transcrição de genes 

envolvidos no metabolismo lipídico mostrou existirem diferenças substanciais 

no perfil obtido para cada um dos estímulos usados. A segunda parte do 

trabalho prendeu-se no estudo da capacidade dos fosfolípidos oxidados em 

induzir stress do retículo endoplasmático. Para tal tratou-se as células RAW 

264.7 com o fosfolípido 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PLPC) 

oxidado em condições de Fenton. No entanto os resultados preliminares 

alcançados não permitiram inferir conclusões no que respeita à capacidade 

do fosfolípido PLPC oxidado em ativar os diversos ramos da UPR.    
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Abstract Cardiovascular diseases are the main cause of mortality in developed 

countries. In its origin is often atherosclerosis, a multifactorial inflammatory 

process characterized by the accumulation and oxidation of lipoproteins and 

recruitment of macrophages to the endothelium space. The progression of the 

pathology is intimately linked to dysfunction and dead of macrophages after 

phagocytosis of oxidized lipoproteins. Although not fully disclosed, this 

process evolves the development of endoplasmic reticulum stress and 

activation of the diverse branches of the unfolded protein response (UPR). In 

this context we established two main objectives for the present work. In the 

first we intended to understand the influence of endoplasmic reticulum stress 

in the lipid metabolism of macrophages and its possible relations to 

atherosclerosis progression. For this, murine macrophage cellular line RAW 

264.7 stimulated with the stress inductors Tunicamycin and 7-Ketocholesterol 

was used as experimental model. Through a lipidomic approach it was 

determined the effect of reticulum stress on macrophage lipid profile and by 

qPCR it was estimated the effect in a panel of genes related with lipid 

metabolism. Briefly, it was observed an increase in the relative percentage of 

PI, LPC PS, CL and PG, phospholipid classes, while PC, SM and PE were 

decreased, consistent for both stimulus. In fatty acids analysis, we observed 

an alteration in saturated/unsaturated ratio, being the first only slightly 

increased. The observed decrease in the percentage of unsaturated fatty 

acids suggested their oxidation, and this hypothesis was supported by an 

observed increase of lipid hydroperoxide percentage and reactive oxygen 

species formation for both stimulus. The analysis of the effect of endoplasmic 

reticulum stress in the transcription of genes related with lipid metabolism 

showed substantial differences in the profile obtained for each stimulus used. 

The second part of the work it was based in the study of the ability of oxidized 

phospholipids to induce stress in endoplasmic reticulum. RAW 264.7 cells 

were treated with the phospholipid 1-palmitoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (PLPC) oxidized under Fenton reaction. Nevertheless the 

preliminary results do not allowed to conclude about the ability of oxidized 

PLPC in activating the diverse branches of UPR.            
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Linoleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine 
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PPAR Recetor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma, do inglês Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor 

PPRs  Recetores de Reconhecimento de Padrões, do inglês Pattern Recognition Receptors 

PS  Fosfatidilserina, do inglês Phosphatidylserine 

PUFAs Ácidos Gordos Poli-insaturados, do inglês Polyunsaturaded Fatty Acids 

ROS  Espécies Reativas de Oxigénio, do inglês Reactive Oxygen Species 

SM  Esfingomielina, do inglês Sphingomyelin 

TLC  Cromatografia em Camada Fina, do inglês Thin Layer Chromatography 

TLRs  Recetores do Tipo Toll, do inglês Toll-Like Receptors 

TNF  Fator de Necrose Tumoral, do inglês Tumor Necrosis Factor 

UPR  Resposta a Proteínas Não-Enoveladas, do inglês Unfolded Protein Response 

UPREs Elementos da UPR, do inglês UPR Elements 

VEGF Fator de Crescimento Endotelial Vascular, do inglês Vascular Endothelial Growth 

Factor 

XBP1 Proteína 1 de Ligação à X-Box, do inglês X-Box Binding Protein 1 
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Capítulo 1 

Introdução 

Pretende-se neste capítulo introdutório dar a conhecer o estado atual do conhecimento no 

que respeita à temática da presente tese inserida no âmbito da doença aterosclerótica. Deste 

modo, é feita uma breve introdução que se inicia com dados epidemiológicos referentes à 

incidência das doenças cardiovasculares e aos principais fatores de risco que se sabe estarem na 

sua gênese. Num segundo ponto são abordados os processos fisiopatológicos envolvidos na 

formação da lesão aterosclerótica, assim como as complicações resultantes da mesma. 

Posteriormente é analisado em maior detalhe o papel dos macrófagos na aterogénese enquanto 

principal tipo de célula interveniente no processo aterosclerótico. Por fim, após uma breve 

descrição do conceito de stress do retículo endoplasmático, é abordado o seu envolvimento no 

processo aterosclerótico.  

1.1 Epidemiologia da doença aterosclerótica 

As doenças cardiovasculares representam a principal causa de mortalidade nos países 

desenvolvidos, sendo a doença cardíaca coronária e a doença cerebrovascular as que apresentam, 

globalmente, o maior número de mortes por ano de acordo com a Organização Mundial de Saúde 

(OMS). Segundo a OMS, a doença cardíaca coronária mata mais de 7 milhões de pessoas em 

cada ano, e a doença cerebrovascular apresenta taxas de mortalidade superiores a 6 milhões 

(Figura 1.1) [1, 2]. Só em Portugal a taxa de mortalidade devida a doenças cardiovasculares no 

ano 2011 foi superior a 40 mil pessoas, de acordo com a Direção-Geral da Saúde [3]. A nível 

mundial, em 2020 prevêem-se taxas de mortalidade anuais superiores a 20 milhões, as quais 

poderão atingir valores na ordem dos 24 milhões em 2030 [1, 2]. Caso esta tendência atual não 

seja interrompida ou revertida, prevê-se que o número de mortes devido a doenças 

cardiovasculares atinja proporções épicas nos próximos anos. 
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Figura 1.1: Distribuição em percentagem das principais causas de mortalidade a nível mundial no ano 2008, 

segundo a OMS. As doenças cardiovasculares representam um terço da totalidade de mortes, sendo a doença 

cardíaca coronária e a doença cerebrovascular as principais responsáveis pela taxa de mortalidade evidenciada. 

(Dados obtidos em [1]) 

Na gênese da grande maioria das doenças cardiovasculares encontra-se a doença 

aterosclerótica, documentada pela primeira vez no século XVI por Leonardo Da Vinci em 

consequência da observação pós-morte da degeneração do sistema vascular num homem idoso. 

Da Vinci especificou que “os vasos dos idosos restringem o trânsito do sangue através do 

espessamento da túnica”, atribuindo este espessamento aos nutrientes presentes no sangue e 

relacionando a degeneração dos vasos sanguíneos com o processo de envelhecimento. Somente 

em 1833, Jean Lobstein propôs o termo arteriosclerose para a descrição do espessamento das 

artérias, o qual foi posteriormente modificado para aterosclerose por Felix Marchand, em 1904, 

que sugeriu a doença aterosclerótica enquanto responsável pela maioria dos processos 

obstrutivos nas artérias [4]. Atualmente é reconhecida como uma doença sistémica capaz de 

afetar todas as artérias do organismo, apesar de se manifestar localmente em determinadas 

artérias nas quais as lesões são primariamente estabelecidas [5]. Dependendo da localização das 

artérias afetadas no organismo, a doença aterosclerótica pode culminar em diversos tipos de 

doenças cardiovasculares. A doença cardíaca coronária e a doença cerebrovascular são as mais 

predominantes, seguidas da doença arterial periférica, com as artérias coronárias, cerebrais e 

periféricas a serem, respetivamente, afetadas. A lesão aterosclerótica evolui lentamente ao longo 

de décadas progredindo frequentemente de forma assintomática ou originando eventualmente 

sintomas estáveis relacionados com o suprimento do fluxo sanguíneo como a angina de peito e 

a claudicação intermitente. A progressão da lesão aterosclerótica pode ser contrariada através de 

mecanismos compensatórios na artéria como a remodelação vascular e a formação de vasos 

colaterais a fim de manter um fluxo sanguíneo adequado, com possibilidade de regressão. No 
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entanto, e na maioria dos casos, a presença de lesões ateroscleróticas pode resultar em 

manifestações clínicas de maior severidade, nomeadamente em enfarte agudo do miocárdio, 

acidente vascular cerebral ou isquemia crítica do membro inferior [1, 6].   

O fator desencadeador da doença aterosclerótica foi alvo de controvérsia até ao início do 

século XX, período no qual viria a ser reconhecido o papel da dieta rica em colesterol na gênese 

da aterosclerose. Em 1908, Alexander Ignatowski descreveu a relação existente entre uma dieta 

rica em colesterol e a aterosclerose (revisto em [7]). Por sua vez, Adolf Windaus, em 1910, 

caraterizou o colesterol presente nas lesões ateroscleróticas afirmando existir 6 vezes mais 

colesterol livre e 20 vezes mais colesterol esterificado nas lesões ateroscleróticas em comparação 

com a parede arterial normal (revisto em [7]). Mas foi em 1913 que Nikolai Anichov demonstrou 

em definitivo o papel do colesterol enquanto responsável pela doença aterosclerótica através de 

um estudo no qual modulou a dieta de coelhos a fim de produzir lesões compostas por gorduras 

nas artérias dos mesmos [8]. Tais observações, em conjunto com a caraterização das partículas 

de lipoproteínas humanas, permitiram estabelecer a acumulação de lípidos como uma das 

principais causas da doença aterosclerótica [5]. Na atualidade a aterosclerose é vista como uma 

doença multifatorial, na qual a idade de início assim como a progressão parecem ser fortemente 

influenciadas por fatores de risco tanto inatos como adquiridos. Entre os principais fatores de 

risco identificados encontra-se idade, sexo masculino, história familiar de doença 

aterosclerótica, tabagismo, diabetes mellitus, hipertensão, hipercolesterolemia, 

hipertrigliceridemia, níveis baixos de lipoproteína de alta densidade (HDL, do inglês High 

Density Lipoprotein) e níveis elevados de lipoproteína de baixa densidade (LDL, do inglês Low 

Density Liproprotein). Estes fatores de risco clássicos são utilizados no cálculo de algoritmos 

com o intuito de estimar o risco de cada indivíduo de sofrer um evento cardiovascular ou, 

eventualmente, morrer em consequência do mesmo [9].  

A obesidade bem como a dieta e o comportamento alimentar desempenham um papel 

importante na patogénese da doença aterosclerótica, sendo igualmente importantes enquanto 

alvos para a intervenção clínica. Apesar de não se tratarem de fatores de risco estatisticamente 

independentes, a par com álcoolismo, inatividade física e fatores psicossociais representam 

fatores de estilo de vida associados a uma maior incidência de doenças cardiovasculares. 

Segundo estudos epidemiológicos, estes fatores afetam a patogénese da doença aterosclerótica 

e, consequentemente, devem ser considerados enquanto alvos para a prevenção [9, 10]. O 

desenvolvimento económico a par com a urbanização promoveram hábitos de sedentarismo e 

alimentação deficiente, o que levou a um aumento exponencial das doenças cardiovasculares, 

chegando mesmo nas últimas décadas a atingirem proporções epidémicas [5].  
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1.2 Histologia da artéria 

De forma a compreender a patogénese da doença aterosclerótica torna-se necessário, numa 

primeira instância, conhecer a estrutura e a biologia da artéria normal assim como os tipos de 

células dela constituinte. As células endoteliais e as células do músculo liso representam os 

principais tipos de células constituintes da artéria normal. As primeiras apresentam na sua 

superfície moléculas envolvidas em mecanismos anticoagulantes bem como pró-coagulantes de 

forma a manter o balanço trombótico, o que se revela fundamental uma vez que as células 

endoteliais estabelecem um contacto crucial à superfície com o sangue. Tais mecanismos 

revelam-se importantes na homeostasia vascular, e, frequentemente tornam-se incorretos no 

decorrer da patogénese de doenças arteriais como a aterosclerose. Em respeito às células do 

músculo liso constituem o segundo tipo principal de células da artéria, na qual desempenham 

funções importantes na homeostasia vascular apesar de se encontrarem igualmente envolvidas 

na patogénese da doença aterosclerótica. As suas atividades de contração e relaxamento 

controlam o fluxo sanguíneo no entanto, em artérias ateroscleróticas, a sua contração anormal 

mostra-se responsável pelo agravamento da perturbação do fluxo sanguíneo [5].  

A artéria normal apresenta uma estrutura trilaminar composta por três camadas: 

  Túnica íntima - camada mais interna (Figura 1.2), carateriza-se por uma espessura fina no 

início de vida dos humanos que se torna mais complexa com o envelhecimento. Apresenta uma 

monocamada de células endoteliais residentes na membrana basal através de variados tipos de 

colagénio não-fibrilar como colagénio tipo IV, laminina, fibronectina, entre outras moléculas da 

matriz extracelular. Com o tempo as artérias normais apresentam maior complexidade na sua 

íntima, a qual apresenta formas fibrilares de colagénio intersticial do tipo I e III assim como 

células do músculo liso responsáveis pela produção dos constituintes da matriz extracelular na 

íntima. A túnica íntima apresenta algumas diferenças consoante o facto de se tratar de artérias 

elásticas ou musculares, sendo a espessura e a quantidade de tecido conectivo subendotelial as 

mais consideráveis e que tomam maiores proporções nas artérias musculares. A acumulação de 

lípidos resulta no espessamento da túnica íntima, sendo que certos locais da artéria tendem a 

desenvolver uma íntima mais espessa em detrimento de outros; 

  Túnica média – camada média (Figura 1.2), situa-se após a íntima e a lâmina elástica 

interna e apresenta composição variável consoante o tipo de artéria. Nas artérias elásticas são 

visíveis camadas bem desenvolvidas de células do músculo liso intercaladas com matriz 

extracelular rica em elastina. Em oposição, a túnica média das artérias musculares aparenta 

menor complexidade, na qual as células do músculo liso não se encontram dispostas de forma 

lamelar entre camadas elásticas mas sim incorporadas na matriz circundante; 

 Túnica adventícia – camada externa (Figura 1.2), composta por fibrilas de colagénio, 

fibroblastos e mastócitos. As células constituintes da túnica adventícia apresentam maior 
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dispersão quando comparadas com as restantes camadas, e encontram-se delimitadas pela lâmina 

elástica externa. 

 

Figura 1.2: Composição da artéria evidenciando uma estrutura trilaminar composta pelas camadas túnica 

íntima, média e adventícia, da mais interna para a mais externa, as quais encontram-se delimitadas entre si 

pelas lâminas elásticas interna e externa, respetivamente. (Adaptado de Medical Servier)

1.3 Fisiopatologia da lesão aterosclerótica 

No final do século XVIII duas teorias dominavam a discussão sobre a patogénese da 

doença aterosclerótica. Carl Von Rokitansky defendia a teoria trombogênica enquanto Rudolf 

Virchow era um acérrimo defensor da teoria inflamatória. Ao passo que o primeiro considerava 

as alterações inflamatórias nas paredes das artérias ateroscleróticas de natureza secundária, 

Virchow defendia o seu papel primário na doença aterosclerótica [11]. Segundo Rokitansky os 

depósitos observados na camada interna da parede arterial derivavam essencialmente de 

componentes presentes no sangue, como a fibrina e outros, os quais sofrem degradação e 

promovem a formação de uma massa. Virchow via a formação do ateroma enquanto 

consequência de um processo inflamatório, o qual culminava no espessamento da íntima devido 

à proliferação das células do tecido conjuntivo aí presentes. Posteriormente, o conceito de lesão 

na íntima de Virchow serviu de base à hipótese da resposta à lesão defendida por Russel Ross, 

na qual sugeria o despoletar das lesões ateroscleróticas como resultado da lesão endotelial devida 

a lesão mecânica, toxinas e radicais livres [12]. Contudo, cedo se percebeu que a camada 

endotelial permanecia intacta durante a maioria dos estádios de progressão da doença 

aterosclerótica sucedendo apenas algumas modificações, insuficientes para causar denudação 

endotelial mas capazes de aumentar a permeabilidade do endotélio, particularmente a 

lipoproteínas aterogênicas. Deste modo, postulou-se a hipótese da retenção de LDL, a qual 

sugere um papel de iniciação para a partícula de LDL após constatação da sua migração para a 

íntima através do endotélio onde sofre modificações oxidativas e fica retida. O século XX 

testemunhou uma evolução notável no que diz respeito ao conhecimento da patogénese da 
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doença aterosclerótica, sendo atualmente reconhecido o papel de todos esses elementos enquanto 

participantes na aterogénese [13]. 

1.3.1 Iniciação do processo aterosclerótico 

Os passos iniciais do processo aterosclerótico permanecem em debate apesar de 

observações pós-morte de tecidos humanos em conjunto com resultados de estudos 

experimentais de aterogénese em modelos animais e de estudos in vitro em culturas de células 

fornecerem uma descrição detalhada da doença aterosclerótica. No início do processo 

aterosclerótico verifica-se a acumulação de partículas de LDL na túnica íntima em áreas 

suscetíveis, mas ainda pré-lesionais, da parede arterial. De facto, a retenção subendotelial de 

lipoproteínas LDL é vista como o processo patogénico central na doença aterosclerótica [14]. A 

interação da apolipoproteína B de carga positiva, presente nas partículas de LDL, com os 

proteoglicanos carregados negativamente, constituintes da matriz extracelular da íntima, resulta 

na retenção das LDL na parede arterial, tornando-as suscetíveis de sofrerem modificação por 

oxidação, clivagem enzimática e não enzimática, ou agregação. A oxidação dos resíduos de 

ácidos gordos de fosfolípidos, ésteres de colesterol e triglicerídeos das LDL encontra-se na 

origem de partículas de LDL oxidadas (oxLDL) capazes de desencadear uma resposta 

inflamatória [15]. Em consequência da oxidação das partículas de LDL é desencadeada, num 

primeiro ponto, uma resposta por parte do sistema imunitário inato através da ativação das 

células endoteliais da íntima, o que induz a expressão de moléculas de adesão e quimiocinas 

resultando no recrutamento, migração e adesão de monócitos, linfócitos e neutrófilos, para a 

íntima. A aderência dos leucócitos ao endotélio deve-se à expressão de moléculas de adesão na 

superfície das células endoteliais (revisto em [16, 17]).  

Os monócitos representam o principal percursor das células intervenientes na imunidade 

inata. A penetração da camada endotelial, e consequente migração dos monócitos para a íntima, 

é promovida por quimiocinas, nomeadamente a proteína quimiotática de monócitos-1. Na 

íntima, devido à influência de estímulos como o fator estimulador de colónias de macrófagos 

MCSF, os monócitos diferenciam-se em macrófagos e passam a expressar recetores scavenger 

responsáveis pela captação de partículas de oxLDL. Os macrófagos assim modificados tomam 

a designação de células espumosas em consequência da “aparência espumosa” dada pela 

acumulação de lípidos quando vista ao microscópio [18]. Os recetores scavenger representam 

recetores de reconhecimento de padrões (PRRs, do inglês Pattern Recognition Receptors) 

capazes de reconhecer epítopos específicos da oxidação das LDL. Paralelamente, a família de 

recetores do tipo Toll (TLRs, do inglês Toll-Like Receptors) constitui outra classe de PRRs 

expressa em macrófagos, podendo mediar o reconhecimento de partículas de oxLDL enquanto 

antigénios e, consequentemente, ativar vias intracelulares como a via do fator nuclear kB (NF-

kB, do inglês Nuclear Factor Kappa B) e a via das cinases ativadas por mitogénios MAPK, com 
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produção de citocinas pró-inflamatórias [15, 16]. Uma vez que as células espumosas apresentam 

potencial imunogénico, induzem o recrutamento e a ativação de células do sistema imunitário 

contribuindo para o desenvolvimento das lesões iniciais da doença aterosclerótica como o 

espessamento assimétrico da íntima. Neste ponto do desenvolvimento da lesão aterosclerótica é 

possível a regressão, pelo menos em alguma extensão, ou por outro lado a progressão para lesões 

de maior complexidade [5]. 

1.3.2 Evolução do ateroma 

Num estado mais avançado do processo aterosclerótico verifica-se o desencadear da 

resposta imunitária adquirida através da deteção de anticorpos circulantes dirigidos contra 

epítopos específicos da oxidação das LDL nas lesões ateroscleróticas [15]. Os macrófagos e as 

células dendríticas captam as partículas de oxLDL através dos seus recetores scavenger não 

somente com o intuito de degradação como também para o processamento e apresentação de 

antigénios aos linfócitos T. A ativação de células T nos nódulos linfáticos pelas células 

dendríticas resulta em células T efetoras, as quais são recrutadas para a placa aterosclerótica. As 

células T presentes nas placas ateroscleróticas subdividem-se em células Th1 e Th2, pró-

aterogênicas, e células Treguladoras, anti-aterogênicas (revisto em [16, 17]). As células B 

encontram-se igualmente presentes nas lesões ateroscleróticas, nomeadamente no tecido linfoide 

da túnica adventícia. No caso das células B1 participam na imunidade sistémica através da 

produção de imunoglobulina M (IgM), ao passo que as células B2 representam as células B 

convencionais responsáveis pela produção de imunoglobulina G (IgG) após a ativação por 

antigénios específicos. Têm sido descritos anticorpos IgM e IgG dirigidos contra as oxLDL, com 

evidências de um papel protetor mas também pró-aterogênico (revisto em [16, 17]).  

Nesta fase do processo aterosclerótico verifica-se igualmente o envolvimento das células 

do músculo liso na aterogénese, as quais migram a partir da túnica média até à íntima, em 

resposta a citocinas pró-inflamatórias, onde sofrem divisão e produzem matriz extracelular em 

quantidades excessivas. Consequentemente, o excesso de matriz extracelular resulta na formação 

da lesão aterosclerótica típica designada de ateroma e que consiste num núcleo de lípidos, 

incluindo cristais de colesterol, e de células, algumas das quais apoptóticas e/ou necróticas, 

revestido e separado do lúmen por uma cápsula fibrosa (Figura 1.3). As células do músculo liso 

presentes na íntima são responsáveis pela formação do tecido fibrótico que compõe a cápsula 

fibrosa bem como pela síntese da matriz de colagénio que confere resistência à mesma. Por um 

lado a acumulação de tecido fibrótico contribui para a formação do núcleo necrótico ao suprimir 

o fornecimento de nutrientes nas camadas mais profundas da parede arterial, contudo previne 

igualmente o contacto da corrente sanguínea com o conteúdo trombogênico presente nesse 

núcleo necrótico [5, 19]. O ateroma desenvolve-se na camada mais interna da artéria, a íntima, 

no entanto, por vezes, verifica-se igualmente a acumulação de células do sistema imunitário, 
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nomeadamente macrófagos, células dendríticas e linfócitos, na adventícia onde evoluem para 

estruturas linfoides terciárias (Figura 1.3) (revisto em [16]). 

 

Figura 1.3: O ateroma forma-se na íntima em consequência da retenção subendotelial de partículas de LDL e 

oxLDL e apresenta um núcleo de lípidos, incluindo cristais de colesterol, e de células da resposta imunitária, 

vivas e apoptóticas, revestido por uma cápsula fibrosa constituída por tecido fibrótico e uma matriz de 

colagénio. Na adventícia verifica-se a acumulação de células do sistema imunitário com, consequente, 

formação de uma estrutura linfoide terciária. (Adaptado de [16]) 

1.3.3 Complicações da doença aterosclerótica 

A deposição excessiva de matriz de colagénio na placa aterosclerótica contribui 

significativamente para o estreitamento do lúmen da parede arterial, o que pode resultar em 

eventos isquémicos em consequência do suprimento do fluxo sanguíneo. No entanto, a 

complicação mais gravosa da doença aterosclerótica relaciona-se com o enfraquecimento da 

matriz devido à secreção de proteases em certas áreas da placa aterosclerótica uma vez que pode 

culminar na rutura da cápsula fibrosa, num estado já vulnerável, com formação de um trombo e, 

consequente, ocorrência de eventos trombogênicos [19]. A morte apoptótica das células 

constituintes da placa aterosclerótica, na sua maioria macrófagos mas também células endoteliais 

e do músculo liso, aumenta igualmente o risco de rutura. Deste modo, a disrupção da placa deve-

se ao decréscimo do número de células do músculo liso viáveis necessárias para a produção de 

colagénio e estabilização da cápsula fibrosa, assim como ao aumento do número de células 

apoptóticas ricas em fatores teciduais presentes na lesão aterosclerótica [20]. Num estado 
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avançado da doença aterosclerótica, o endotélio desempenha um papel crítico ao atuar como 

uma barreira final de separação entre a placa aterosclerótica e o lúmen da artéria, o que mostra 

os efeitos nefastos da apoptose em células endoteliais uma vez que culmina na rutura da placa e 

torna-as pró-coagulantes com consequente aumento da adesão de plaquetas (revisto em [21]).  

O trombo pode ocluir a artéria no local da sua formação ou destacar-se e bloquear o lúmen 

arterial noutro local distante. A causa mais frequente da sua formação deve-se à exposição do 

núcleo altamente trombogênico do ateroma à corrente sanguínea por rutura na placa, uma vez 

que desencadeia a agregação de plaquetas e a ativação da cascata de coagulação. No entanto, a 

sua formação pode dever-se igualmente à erosão da camada endotelial, o que expõe a matriz de 

colagénio subendotelial da íntima à corrente sanguínea, ou mesmo ainda à presença de pequenas 

regiões de mineralização denominadas de nódulos calcificados que sobressaem a partir da íntima 

para a corrente sanguínea originando a formação de trombos nesses locais. Nas duas últimas 

situações a oclusão trombótica ocorre sem que haja rutura na placa. A calcificação constitui uma 

caraterística comum do ateroma nascente, sendo indicativa da presença de placa aterosclerótica, 

maioritariamente na artéria coronária [5, 19]. 

 

1.4 O papel dos macrófagos na placa aterosclerótica 

1.4.1  Recrutamento e consequente diferenciação  

As placas ateroscleróticas não se encontram aleatoriamente distribuídas, mas tendem antes 

a formar-se nos pontos de ramificação e curvatura de artérias de grande e médio calibre nos quais 

o fluxo laminar sofre distúrbios ou é insuficiente para manter o estado normal do endotélio. 

Como tal, ocorre a ativação do endotélio, o que aumenta a permeabilidade da camada endotelial 

a lipoproteínas aterogênicas e a acumulação de proteínas da matriz extracelular. Este processo 

culmina na retenção de lipoproteínas e no espessamento da íntima, e promove o recrutamento 

de monócitos em circulação (revisto em [22, 23]). O recrutamento dos monócitos para áreas 

predispostas das artérias constitui um dos principais eventos patogénicos envolvidos na 

aterogénese, e requer a integração de três processos distintos, nomeadamente a captura, o 

rolamento e a transmigração dos monócitos, sendo cada passo regulado por múltiplos fatores 

moleculares, por vezes sobreponíveis (Figura 1.4) (revisto em [24]).  

Em murganhos Apoe-/- hipercolesterolêmicos o número de monócitos em circulação é, 

aproximadamente, 50% superior ao observado em murganhos wild-type. Tal incremento é 

devido ao aumento da monocitose dominada por monócitos LY6Chi, os quais representam a 

maioria das células recrutadas para as placas ateroscleróticas enquanto percursores dos 

macrófagos inflamatórios M1 [25]. A captura e o rolamento dos monócitos na camada endotelial 
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depende da imobilização de quimiocinas, particularmente CCL5 e CXCL1, nos 

glicosaminoglicanos das células endoteliais, e da sua interação com os recetores de monócitos 

CCR5 e CXCR1, respetivamente. As seletinas desempenham igualmente um papel fundamental 

no recrutamento dos monócitos, nomeadamente a interação entre a P-seletina expressa pelas 

células endoteliais e o seu ligando PSGL1. Por sua vez, a ligação das moléculas de adesão 

VCAM-1 e ICAM-1 aos recetores VLA4 e LFA1, respetivamente, dirige a adesão firme dos 

monócitos à superfície do endotélio (revisto em [26]). A transmigração dos monócitos através 

do endotélio para a íntima é mediada por quimiocinas, sendo CCL2, CX3C e CCL5 as três 

principais implicadas na aterogénese a par com os seus respetivos recetores CCR2, CX3CR1 e 

CCR5 [27]. Mallat e seus colaboradores mostraram que a inibição combinada das três 

quimiocinas supra citadas reduz em 90% a aterosclerose em murganhos Apoe-/- [28].  

A migração dos monócitos culmina na sua diferenciação em macrófagos, os quais, à 

semelhança dos seus percursores monocíticos, apresentam heterogeneidade em termos de 

fenótipo. Nas lesões ateroscleróticas humanas predominam macrófagos de fenótipo M1, de 

ativação clássica por ligandos de TLRs e pelo interferão-, e M2, de ativação alternativa pelas 

interleucinas IL-4 e IL-13. Os macrófagos M1, designados de inflamatórios, encontram-se 

bastante presentes nas placas ateroscleróticas em progressão e derivam dos percursores 

monocíticos LY6Chi, de rato, correspondentes aos monócitos de fenótipo CD14+CD16- em 

humanos. Secretam citocinas pró-inflamatórias como interleucinas IL-1 e IL-12 e fator de 

necrose tumoral (TNF, do inglês Tumor Necrosis Factor), produzindo igualmente níveis 

elevados de óxido nítrico. Adicionalmente, os macrófagos M1 expressam fatores de transcrição 

pró-inflamatórios, nomeadamente NF-kB, AP-1 e HIF-1, assim como moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade de classe II e moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 

envolvidas na ativação de células Th1. Por sua vez, os macrófagos anti-inflamatórios de fenótipo 

M2, derivados de percursores monócitos LY6Clow, de rato, correspondentes aos monócitos 

humanos CD14-CD16+, compõem as placas ateroscleróticas em regressão uma vez que secretam 

citocinas anti-inflamatórias como interleucinas IL-1RA e IL-10, expressam níveis elevados de 

arginase 1 e secretam colagénio responsável pela promoção da reparação tecidual 

desempenhando, assim, um papel crítico para a resolução da lesão inflamatória (revisto em [17, 

24]). Em lesões ateroscleróticas avançadas, o comprometimento da resolução da inflamação 

pode resultar do desequilíbrio no rácio entre macrófagos M1 e M2. No entanto são vários os 

fatores capazes de modificar o balanço a favor da diferenciação em macrófagos M2, 

nomeadamente o aumento de moléculas secretadas pelas células Th2 (revisto em [29]).  

Os macrófagos presentes nas lesões ateroscleróticas caracterizam-se pela captação de 

lipoproteínas aterogênicas, um dos eventos patogénicos iniciais da aterogénese e que resulta na 

formação de células espumosas que compõem as estrias gordurosas, numa primeira fase da 

aterosclerose, e o núcleo do ateroma, mais tardiamente (Figura 1.4) (revisto em [17]). Devido ao 

aumento do ambiente oxidativo verificado na parede arterial, as LDL sofrem modificações 
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oxidativas e são reconhecidas por PRRs presentes em células do sistema inato, 

fundamentalmente macrófagos, os quais reconhecem epítopos específicos da oxidação das LDL. 

Mecanismos oxidativos mediados por enzimas, como lipoxigenase 12/15 e mieloperoxidase, 

bem como radicais livres, nomeadamente superóxido, radical hidroxilo e óxido nítrico, são 

capazes de promover a oxidação das partículas de LDL na íntima arterial [15]. Os recetores 

scavenger desempenham um papel fundamental na aterogénese enquanto PRRs expressos pelos 

macrófagos devido à sua capacidade para reconhecer e processar as partículas de oxLDL (Figura 

1.4) [18]. Numerosos recetores scavenger têm sido descritos na formação de células espumosas, 

nomeadamente SR-A1, MARCO, CD36, SR-B1, SREC1, LOX1 e SR-PSOX [15]. No entanto, 

estudos in vitro mostram os recetores scavenger SR-A1 e CD36 enquanto responsáveis por 75-

90% da degradação das partículas de LDL modificadas por acetilação ou oxidação [30]. 

 

Figura 1.4: Os monócitos LY6Chi representam o principal tipo de monócitos em circulação recrutado para a 

placa aterosclerótica (80%) ao passo que os monócitos LY6Clow (20%) representam monócitos em patrulha. O 

recrutamento dos monócitos envolve vários passos, nomeadamente captura, rolamento, adesão e 

transmigração, nos quais intervêm inúmeros fatores, e culmina na sua diferenciação em macrófagos. A 

captação de oxLDL pelos recetores scavenger dos macrófagos, e de LDL nativa em menor extensão, resulta na 

formação de células espumosas caraterísticas dos vários estádios da placa aterosclerótica. (Adaptado de [24]) 

1.4.2 Apoptose e subsequente eferocitose 

Apesar da acumulação dos macrófagos na placa aterosclerótica e a formação das células 

espumosas serem centrais na fisiopatologia da doença aterosclerótica, alguns estudos têm 
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mostrado que a retenção dos macrófagos pode ser revertida, com regressão da placa 

aterosclerótica e resolução da inflamação (Figura 1.5) (revisto em [24]). Para que a resolução do 

processo inflamatório seja bem-sucedida torna-se necessário que ocorra a inibição do 

recrutamento de novas células do sistema imunitário assim como a promoção do egresso das 

células do local da inflamação. Contudo, verifica-se o aumento da acumulação de monócitos 

durante a formação do ateroma em lesões ateroscleróticas de murganhos Apoe-/-, sendo essa 

acumulação proporcional à área da lesão e aumentada com a ocorrência de hipercolesterolemia 

[31]. Deste modo, a supressão do influxo de células inflamatórias mostra-se deficiente 

contribuindo para a resolução deficiente da inflamação na lesão aterosclerótica. Os macrófagos 

anti-inflamatórios M2 predominam nas lesões ateroscleróticas iniciais, no entanto a progressão 

das placas ateroscleróticas em lesões inflamatórias avançadas e mais complexas resulta no 

aumento da frequência do fenótipo inflamatório M1. As placas em regressão apresentam 

igualmente um declínio no número de macrófagos presentes acompanhado de alteração das suas 

caraterísticas fenotípicas com enriquecimento em macrófagos de fenótipo M2 [32]. A deleção 

do fator KLF4 em murganhos Apoe-/-, capaz de promover a polarização dos macrófagos para o 

fenótipo M2 e inibir o fenótipo M1, aumenta a ativação pró-inflamatória dos macrófagos M1 e 

a formação de células espumosas, além de acelerar a apoptose [33].  

O egresso das células inflamatórias, fundamentalmente macrófagos, da placa 

aterosclerótica sucede-se por transmigração reversa através do endotélio para o lúmen, ou pela 

migração através da íntima até aos vasos linfáticos na adventícia (Figura 1.5). No entanto, a 

captura de colesterol pelos macrófagos aumenta a expressão de neutrina 1 e semaforina 3E, 

enquanto moléculas inibidoras da migração, pelos mesmos [34, 35]. De facto, a deficiência de 

neutrina 1 em murganhos Ldlr-/- reduz a progressão da lesão aterosclerótica e aumenta a 

emigração de macrófagos a partir da mesma [34]. Trogan e seus colaboradores mostraram que o 

transplante de segmentos da aorta de murganhos Apoe-/- contendo a placa aterosclerótica em 

murganhos wild-type com níveis baixos de colesterol resulta no decréscimo do tamanho da placa 

e do número de células espumosas devido à migração de células inflamatórias para os vasos 

linfáticos adventícios. Mais, a egressão das células inflamatórias mostrou ser fortemente 

dependente do recetor de quimiocinas CCR7, um fator essencial para a migração, uma vez que 

se observou um aumento dos respetivos níveis de mRNA e de proteína nas células espumosas 

isoladas dos murganhos wild-type, além que o tratamento in vivo com anticorpos dirigidos contra 

os ligandos do recetor CCR7 resulta na preservação, e não na diminuição, do tamanho da lesão 

e do número de células espumosas [36]. 

As partículas de oxLDL têm sido amplamente estudadas enquanto ligandos presentes nas 

placas ateroscleróticas para os PRRs, e a sua internalização, apesar de puder ser considerada 

benéfica no início da resposta imunitária, resulta num excesso de macrófagos carregados de 

lípidos devido à ausência de controlo negativo, o que compromete as funções do sistema 

imunitário (revisto em [24]). A captação das lipoproteínas pelos macrófagos é procedida pelo 
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seu transporte para o lisossoma onde os ésteres de colesterol constituintes das mesmas são 

hidrolisados a colesterol livre e ácidos gordos. O transporte do colesterol livre para o retículo 

endoplasmático dos macrófagos resulta na sua reesterificação pela enzima acil-coenzima 

A:colesterol aciltransferase e, subsequente, armazenamento em gotas lipídicas no citosol, o que 

confere a “aparência espumosa” caraterística das células espumosas. Deste modo, o colesterol 

presente nas lipoproteínas aterogênicas internalizadas pelos macrófagos encontra-se, na sua 

maioria, esterificado, sendo reduzido o conteúdo de colesterol livre nos macrófagos das lesões 

ateroscleróticas iniciais (revisto em [37]). No entanto, devido à captura excessiva de partículas 

de oxLDL pelos macrófagos, o metabolismo de colesterol pode ficar sobrecarregado e resultar 

em processos patogénicos, nomeadamente através do armazenamento de colesterol na forma 

livre, tóxica para a célula. De facto, a deficiência combinada dos recetores scavenger SR-A1 e 

CD36 reduz a formação de células espumosas e a área da lesão aterosclerótica em murganhos 

Apoe-/-. Adicionalmente atenua a inflamação e a apoptose de macrófagos e, consequentemente, 

a progressão para lesões necróticas mais avançadas [38]. O enriquecimento das membranas do 

retículo endoplasmático com colesterol livre mostra-se responsável pela reesterificação 

deficiente do colesterol e promove o aumento de colesterol não-esterificado. Deste modo, a 

desregulação do metabolismo lipídico e, consequente, acumulação de colesterol livre contribui 

para a ocorrência de stress do retículo endoplasmático em macrófagos, o qual, se prolongado e 

combinado com outros estímulos, resulta na morte apoptótica dos mesmos (Figura 1.5) (revisto 

em [24, 29]). 



1.4 O papel dos macrófagos na placa aterosclerótica                                                  Introdução 

 
 

12 
 

Figura 1.5: O recrutamento persistente de monócitos em circulação em conjunto com a captação excessiva de 

lipoproteínas aterogênicas, LDL e oxLDL, pelos macrófagos e a desregulação do metabolismo lipídico culmina 

na retenção de macrófagos em consequência da expressão de fatores de retenção, como neutrina 1 e semaforina 

3E, pelas células espumosas. Os macrófagos acumulados na placa em progressão entram em stress do retículo 

endoplasmático, o qual, se prolongado, resulta na apoptose dos macrófagos. O efluxo de lípidos das células 

espumosas a par com o egresso dos macrófagos por transmigração reversa ou através dos vasos linfáticos 

adventícios permite a regressão da placa aterosclerótica. (Adaptado de [24]) 

A morte de células por apoptose encontra-se presente em diferentes estádios do 

desenvolvimento de placas ateroscleróticas [20]. É presumível que, pelo menos, alguns dos 

indutores de apoptose em macrófagos variem consoante o estádio da lesão aterosclerótica, sendo 

diferentes nas lesões iniciais em comparação com as lesões mais avançadas. Vários fatores pró-

apoptóticos em macrófagos têm sido sugeridos com base em modelos de lesões ateroscleróticas, 

entre os quais se encontram elevadas concentrações de oxLDL, oxiesteróis, TNF, proteína pró-

apoptótica Bax, ligando Fas, óxido nítrico, hipoxia, acumulação intracelular de colesterol livre 

não-esterificado, entre outros (revisto em [39]).  

Na fase inicial do processo aterogênico, a apoptose ocorre em regiões ricas em macrófagos 

e resulta numa menor progressão da placa. Sinensky e seus colaboradores mostraram que a 

redução da atividade apoptótica em macrófagos devido à deficiência na proteína pró-apoptótica 

Bax estimula a aterosclerose em murganhos Ldlr-/-, o que suporta a hipótese da apoptose dos 
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macrófagos suprimir o processo aterosclerótico na sua fase inicial [40]. A explicação pode residir 

no facto dos macrófagos M2 apoptóticos serem removidos de forma eficiente no estádio inicial 

da aterosclerose por macrófagos M1 vizinhos, num processo designado de eferocitose. Deste 

modo, as lesões ateroscleróticas iniciais apresentam poucas células inflamatórias e necróticas 

pós-apoptóticas assim como maior predominância de mediadores anti-inflamatórios. Haskard e 

seus colaboradores demonstraram que a deleção do complemento C1q, um mediador da 

eferocitose, resulta no aumento acentuado de macrófagos apoptóticos na fase inicial da lesão 

aterosclerótica em murganhos Ldlr-/- como consequência de uma eferocitose ineficiente [41]. Por 

outro lado, em estádios avançados da aterosclerose verifica-se um aumento da apoptose 

associado a necrose da placa em consequência de uma eferocitose deficiente (revisto em [29]). 

Um estudo comparativo, em humanos, de placas ateroscleróticas avançadas com tecidos 

controlo, no qual se avaliou a eferocitose in situ por quantificação de células apoptóticas livres 

ou associadas a macrófagos fagocíticos vizinhos, mostrou que a eferocitose é deficiente em 

estádios avançados da doença aterosclerótica [42]. A eferocitose das células apoptóticas pelos 

macrófagos vizinhos constitui, deste modo, um passo fundamental na resolução da inflamação, 

e a sua eficiência requer o metabolismo de colesterol intacto, nomeadamente a esterificação e o 

efluxo [39, 43]. Caso contrário, a capacidade fagocítica dos macrófagos é comprometida e as 

células apoptóticas progridem para necrose secundária. Adicionalmente, verifica-se o 

estreitamento e enfraquecimento, com consequente rutura, da cápsula fibrosa, o que, a par com 

a necrose secundária, resulta na libertação de componentes celulares, nomeadamente fatores 

teciduais e lipídicos constituintes do núcleo necrótico e trombogênico caraterístico da placa 

aterosclerótica instável e vulnerável (Figura 1.6) (revisto em [39]) 

 

Figura 1.6: O influxo persistente de monócitos a par com o egresso deficiente resulta na acumulação das células 

espumosas na íntima ondem sofrem morte por apoptose. A eferocitose deficiente dos macrófagos apoptóticos 
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resulta na necrose secundária pós-apoptótica dos mesmos contribuindo para a formação do núcleo necrótico e 

promovendo a disrupção da placa aterosclerótica. (Adaptado de [29])  

1.5 O stress do retículo endoplasmático na aterogénese 

1.5.1 O papel da UPR no stress do retículo endoplasmático 

O retículo endoplasmático encontra-se presente em todas as células eucarióticas nas quais 

é maioritariamente reconhecido pelo seu papel no enovelamento e na modificação pós-

traducional de proteínas recém-sintetizadas. Todos os polipeptídeos destinados à secreção são 

importados para o lúmen do retículo de modo a adquirir a estrutura terciária adequada assim 

como as modificações pós-traducionais necessárias, entre as quais se inclui a formação de pontes 

dissulfureto e a glicosilação. Adicionalmente, o retículo encontra-se igualmente envolvido na 

síntese dos fosfolípidos que compõem a bicamada lipídica, a qual é expandida no retículo e 

posteriormente mobilizada para as membranas dos organelos em necessidade. O retículo 

participa ainda no metabolismo de xenobióticos uma vez que as principais enzimas 

metabolizadoras, nas quais se inclui a grande família do citocromo P450, tem a sua localização 

no retículo endoplasmático. Por fim, representa um dos principais reservatórios de cálcio na 

célula (revisto em [44, 45]). Cerca de um terço das proteínas sintetizadas são transportadas para 

o lúmen do retículo endoplasmático, através do canal SEC61 localizado na membrana do 

retículo, onde adquirem uma conformação tridimensional como resultado do enovelamento e de 

modificações pós-traducionais sendo, posteriormente, transportadas para a superfície da célula 

ou para vários organelos celulares (revisto em [46]). Somente as proteínas corretamente 

enoveladas são libertadas do retículo endoplasmático para outros organelos intracelulares ou 

para a superfície da célula. Assim sendo, as proteínas mal/não-enoveladas são retidas no lúmen 

do retículo em associação com chaperones moleculares ou dirigidas para degradação pelo 

sistema ubiquitina-proteassoma [47]. O aumento da exigência pelo enovelamento de proteínas 

ou a ocorrência de estímulos (perturbações no estado redox ou na regulação do cálcio, mutação 

genética, privação de glucose, isquemia, infeção viral, entre outros) resulta na acumulação de 

proteínas não-enoveladas que, pela sua tendência a agregar, são extremamente citotóxicas. Este 

processo desencadeia a ocorrência de stress do retículo endoplasmático e, consequentemente, a 

ativação da resposta a proteínas não-enoveladas (UPR, do inglês Unfolded Protein Response) 

pelas células eucarióticas. A UPR consiste, assim, numa via de sinalização adaptativa iniciada 

face à ocorrência de stress do retículo a fim de reestabelecer o enovelamento das proteínas e o 

estado de homeostasia no retículo endoplasmático (revisto em [48]).  

Em organismos eucarióticos superiores a UPR é mediada por três proteínas localizadas na 

membrana do retículo endoplasmático, nomeadamente a enzima dependente de inositol 1 (IRE1, 
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do inglês Inositol-Requiring Enzyme 1), a cinase do retículo endoplasmático semelhante à PKR 

(PERK, do inglês PKR-Like Endoplasmic Reticulum Kinase) e o fator ativador da transcrição 6 

(ATF6, do inglês Activating Transcription Factor 6), as quais, na ausência de stress, se 

encontram num estado inativo complexadas com a proteína de ligação a imunoglobulina 

(GRP78/BIP, do inglês Binding Immunoglobulin Protein), uma chaperona residente no retículo 

endoplasmático. Perante a acumulação de proteínas não-enoveladas, a proteína GRP78/BIP é 

recrutada para se associar a estas dissociando-se, assim, das proteínas supra mencionadas. A 

ativação dos três sensores de stress supra mencionados culmina na transcrição de genes que 

codificam para enzimas envolvidas em diversos processos metabólicos a fim de contrariar o 

estado de stress a que a célula se encontra exposta. 

Em respeito ao ATF6, a dissociação da proteína GRP78/BIP expõe a sequência de 

localização do Golgi (GLS, do inglês Golgi-Localization Signal) presente no domínio luminal 

da proteína ATF6, o que desencadeia a sua mobilização para o complexo de Golgi onde é 

sequencialmente clivada pelas proteases S1P e S2P com libertação do domínio citoplasmático 

(revisto em [46, 48]). A clivagem resulta na libertação do fragmento ATF6f que é transportado 

para o núcleo onde se liga a elementos de resposta ao stress do retículo endoplasmático (ERSEs, 

do inglês Endoplasmic Reticulum-Stress Response Elements) e, consequentemente, induz a 

transcrição de vários genes, incluindo GRP78/BIP, proteína 1 de ligação à X-box (XBP1, do 

inglês X-Box Binding Protein 1) e proteína homóloga da C/EBP (CHOP, do inglês C/EBP 

Homologous Protein) [48, 49].  

No caso da proteína IRE1, a dissociação da GRP78/BIP induz a sua homodimerização e 

ativação por auto-fosforilação. Quando fosforilada a IRE1 apresenta atividade de 

endoribonuclease sendo capaz de excisar um fragmento de 26 pares de bases a partir do mRNA 

da XBP1 que passa, assim, a designar-se de XPB1s (s advém do inglês spliced). A indução da 

transcrição do gene XBP1 pode ser mediada pelo ATF6f, o que mostra a interação entre as 

diferentes vias da UPR [49]. A tradução do mRNA origina a proteína XBP1s que transloca para 

o núcleo onde se liga a elementos da UPR (UPREs, do inglês UPR Elements) e ativa vários genes 

cruciais para a função secretória (revisto em [48]). Alguns dos genes transcritos originam 

produtos envolvidos na síntese de proteínas, na glicosilação e na formação de pontes 

dissulfureto, a fim de favorecer o enovelamento de proteínas, assim como na degradação 

associada ao retículo endoplasmático (ERAD, do inglês Endoplasmic Reticulum-Associated 

Degradation), e na biogénese do retículo endoplasmático através do aumento da síntese de 

lípidos [50]. Um dos genes alvo da XBP1s é o p58IPK capaz de regular negativamente a atividade 

da PERK evidenciando, uma vez mais, o cruzamento entre as diversas vias. Adicionalmente, a 

IRE1 fosforilada apresenta atividade de cinase que se evidencia pela ativação da cinase JNK, 

através das proteínas TRAF-2 e ASK1. A ativação da JNK, por sua vez, promove a adaptação 

da célula perante a ocorrência de stress e a sobrevivência ao induzir autofagia. No entanto, níveis 
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elevados e continuados de stress podem culminar na morte programada da célula através da via 

da apoptose mediada pela caspase-12 (revisto em [48]).  

Em semelhança à proteína IRE1, a PERK é igualmente ativada por auto-fosforilação em 

consequência da dissociação da GRP78/BIP uma vez que o seu domínio citoplasmático possui 

atividade de cinase sendo capaz de, quando ativado, iniciar a fosforilação de outras moléculas 

PERK e promover, assim, a sua oligomerização. A PERK fosforilada é, assim, capaz de 

fosforilar, e consequentemente inativar, o fator de iniciação eucariótico 2 (eIF2, do inglês 

Eukaryotic Initiation Factor 2), o que inibe a tradução da maioria das proteínas com 

subsequente indução do bloqueio do ciclo celular na fase G1 e, portanto, do crescimento, de 

modo a evitar fontes adicionais de stress do retículo endoplasmático [51, 52]. No entanto, devido 

à presença de ORF, a tradução do mRNA do fator ativador da transcrição 4 (ATF4, do inglês 

Activating Transcription Factor 4) não é suprimida resultando na formação da proteína ATF4 

capaz de induzir a transcrição de genes alvo da UPR [53]. Alguns exemplos incluem os genes 

GADD34, que, por sua vez inibe a via da PERK ao promover a desfosforilação do p-eIF2, e a 

CHOP, capaz de induzir a apoptose quando a célula é exposta a níveis de stress irreparáveis. 

Verifica-se, ainda, a indução da transcrição de genes envolvidos no metabolismo de ácidos 

gordos e na resposta ao stress oxidativo (revisto em [48]).  

Apesar dos diferentes sensores serem ativados simultaneamente em consequência da 

dissociação da chaperone GRP78/BIP, as vias induzidas pelos mesmos parecem apresentar 

espaçamentos temporais entre si. De facto, a ocorrência de stress manifesta-se primariamente 

pela ativação da via da PERK, sendo que a fosforilação do fator eIF2 a par da inibição da 

síntese de novas proteínas encontram-se completas 30 minutos após a exposição ao estímulo 

responsável pela ocorrência de stress [54]. Numa segunda fase da UPR sucede-se a ativação da 

via do sensor ATF6 e segue-se novamente a via da PERK na medida em que se verifica a 

transcrição do ATF4 pelo fator p-eIF2 [55]. Tal acontecimento mostra a existência de um 

cruzamento temporal entre as diferentes vias da UPR. Numa fase posterior da UPR verifica-se a 

ativação da via da IRE1, a qual ocorre tardiamente às duas outras vias. A razão de tal atraso 

deve-se ao facto do substrato direto da IRE1, o mRNA da XBP1, ser expresso em baixos níveis 

quando as células se encontram no seu estado normal, sem stress, e a sua expressão ser 

dependente do ATF6. Deste modo, a sua expressão ocorre maioritariamente após a ativação e 

clivagem do ATF6, o que mostra, uma vez mais, a interação entre as diferentes vias da UPR 

[56]. 

Em jeito de resumo, a ativação da UPR visa a degradação das proteínas não-enoveladas, 

através da indução de vias de degradação associada ao retículo endoplasmático, assim como a 

inibição da síntese de novas proteínas, em consequência da fosforilação da eIF2mediada pela 

PERK, a expansão do retículo endoplasmático, pela indução da síntese de lípidos, e o 

favorecimento do enovelamento pela XPB1s. 
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Figura 1.7: Em condições normais, sem stress, as proteínas IRE1, PERK e ATF6, situadas na membrana do 

retículo endoplasmático, encontram-se num estado inativo por associação com a proteína GRP78/BIP. As 

proteínas recém-sintetizadas transitam para o lúmen do retículo endoplasmático através do canal SEC61 onde 

sofrem um enovelamento adequado, no entanto, em condições de stress, a acumulação de proteínas não-

enoveladas resulta na sua ligação à proteína GRP78/BIP que, assim, se dissocia das proteínas 

transmembranares anteriormente referidas. Consequentemente sucede-se a auto-fosforilação das proteínas 

IRE1 e PERK, assim como a mobilização do ATF6 para o complexo de Golgi com subsequente ativação. A 

ativação das proteínas ATF6, IRE1 e PERK induz a transcrição de vários genes alvo no núcleo, ainda que de 

forma diferente para cada uma das vias da UPR. De um modo geral, verifica-se a inibição da síntese de novas 

proteínas através da inibição temporária da tradução com subsequente indução do bloqueio do ciclo celular na 

fase G1 e, portanto, do crescimento, assim como o aumento da capacidade secretória da célula e da degradação 

associada ao retículo endoplasmático. Quando a célula atinge níveis de stress irrecuperáveis verifica-se a 

transcrição do gene codificante da proteína CHOP capaz de induzir a apoptose da célula. (Adaptado de [48]) 
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1.5.2 Ativação da UPR na doença aterosclerótica 

O stress do retículo endoplasmático verifica-se ao nível da placa aterosclerótica, 

particularmente em estádios avanços da doença aterosclerótica, como é possível constatar pelo 

estudo de modelos animais de aterosclerose e, mais importante, através da análise de lesões 

ateroscleróticas humanas (revisto em [21]). Embora existam evidências da sua contribuição para 

a apoptose em células do músculo liso e endoteliais, os macrófagos representam o principal tipo 

de célula afetada pelo stress do retículo endoplasmático (revisto em [21]). Em condições 

normais, sem stress, os macrófagos fagocitam partículas de oxLDL e transportam o colesterol 

constituinte das mesmas para o retículo endoplasmático a fim de sofrer reesterificação e formar 

gotas lipídicas inertes. Em condições de stress, o transporte ineficiente de colesterol livre não-

esterificado para o retículo endoplasmático resulta na sua acumulação intracelular, o que 

representa o passo-chave de sinalização para a indução da apoptose em macrófagos. Uma vez 

que a quantidade de colesterol presente na membrana do retículo endoplasmático é 

particularmente baixa, o organelo é bastante sensível ao enriquecimento em colesterol livre, o 

que acarreta alterações da fluidez normal da membrana e disfunção de proteínas integrais 

membranares com, consequente, ativação da UPR (revisto em [37]). Tabas e seus colaboradores 

mostraram que a ocorrência de uma mutação heterozigótica na proteína NPC1, envolvida no 

tráfego de colesterol, inibe o transporte do colesterol derivado das lipoproteínas para o retículo 

endoplasmático. Este bloqueio impede a ativação da UPR e a indução da apoptose pelo colesterol 

livre não-esterificado em macrófagos [57]. Adicionalmente, foi demonstrado que em lesões 

ateroscleróticas avançadas de murganhos Apoe-/-; Ncp1+/- esta alteração no tráfego de colesterol 

resultou num decréscimo acentuado da apoptose em macrófagos e, consequentemente, da 

necrose da placa aterosclerótica [57]. Posto isto, os autores realizaram outro estudo no qual 

demonstraram que o excesso de colesterol livre nos macrófagos resulta na ativação da UPR por 

depleção do cálcio armazenado. Caso o transporte de colesterol não-esterificado para o retículo 

seja inibido, a depleção de cálcio e a ativação da UPR, da caspase-3 e da apoptose são igualmente 

inibidas. Adicionalmente, esse mesmo estudo mostrou que os macrófagos Chop-/- se 

encontravam protegidos da apoptose induzida pelo colesterol [43].  

A ativação da UPR verifica-se em todos os estádios de desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica, como mostra o estudo de Austin e seus colaboradores por recurso a seções da 

aorta de murganhos Apoe-/- com 9 (lesões iniciais) e 23 (lesões avançadas) semanas de idade 

[58]. No entanto, apesar de se ter verificado a acumulação de colesterol livre e a ativação da 

UPR em macrófagos derivados de lesões ateroscleróticas iniciais, não foi evidente a ocorrência 

de morte apoptótica exceto nas lesões mais avançadas, o que sugere a necessidade pela ativação 

de mediadores e/ou vias adicionais [58]. De facto, a acumulação intracelular de quantidades 

elevadas de colesterol livre é considerada um indutor da apoptose de macrófagos exclusivo das 

lesões ateroscleróticas avançadas, presumivelmente devido a defeitos na esterificação e no 

efluxo de colesterol. A progressão da lesão aterosclerótica correlaciona-se com o decréscimo no 
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conteúdo de ésteres de colesterol a par com o aumento no conteúdo de colesterol livre presente 

nos macrófagos (revisto em [21, 37]). Adicionalmente, denota-se a presença de 7-cetocolesterol, 

o principal oxisterol resultante da oxidação do colesterol presente nas partículas de oxLDL e 

frequentemente detetado em níveis elevados na placa aterosclerótica, capaz de, por si só, 

desencadear a apoptose dos macrófagos através da indução de stress do retículo endoplasmático 

(revisto em [21]). Um crescente número de evidências in vitro e in vivo sugerem a contribuição 

significativa do stress do retículo endoplasmático para a morte dos macrófagos num estádio 

avançado da doença aterosclerótica através da ativação de vias da UPR responsáveis pelo 

aumento da expressão da proteína CHOP [58, 59]. De facto, a expressão de marcadores de stress 

do retículo endoplasmático como a CHOP correlaciona-se com a apoptose dos macrófagos e a 

vulnerabilidade da placa aterosclerótica [59]. Tabas e seus colaboradores mostraram que a 

CHOP promove a apoptose dos macrófagos e a progressão do núcleo necrótico em lesões 

avançadas. Este facto foi demonstrado in vivo uma vez que a deficiência na proteína CHOP em 

murganhos Apoe-/- e Ldlr-/- resultou na diminuição da área lesional, da apoptose e da necrose do 

ateroma [60].  

Adicionalmente ao stress do retículo endoplasmático, a apoptose desencadeada pelo 

excesso de colesterol livre em macrófagos pode ser igualmente proporcionada pela via 

apoptótica dependente da mitocôndria através do decréscimo do potencial da membrana 

mitocondrial, do aumento da proteína pró-apoptótica Bax ou da libertação de citocromo c [61]. 

A via apoptótica Fas, independente da mitocôndria, mostra-se igualmente envolvida na indução 

da apoptose em macrófagos com acumulação intracelular de colesterol livre. Os macrófagos de 

murganhos com mutações no recetor ou no ligando Fas apresentam resistência substancial à 

indução da apoptose [62]. Adicionalmente, a indução de morte em macrófagos wild-type pelo 

colesterol livre foi bloqueada pela utilização de um anticorpo dirigido contra o ligando Fas [62].  

Apesar dos macrófagos representarem o principal tipo de célula afetada pelo stress do 

retículo endoplasmático, como já mencionado, as células do músculo liso mostram igualmente 

evidências de apoptose induzida por esse mecanismo (revisto em [21]). De facto, o tratamento 

de células do músculo liso com indutores de stress do retículo endoplasmático como 7-

cetocolesterol [63] ou colesterol não-esterificado [64] correlaciona-se com o aumento na 

expressão da CHOP. Adicionalmente, a ativação da UPR tem sido identificada em células 

endoteliais tanto in vitro como in vivo como mostra o estudo de Karabina e seus colaboradores 

no qual formas modificadas de LDL, nomeadamente por fosforilação, mostraram ser capazes de 

induzir stress do retículo endoplasmático e ativar as vias da IRE1 e da PERK [65]. 

Em situações mais subtis de stress do retículo endoplasmático, além da acumulação 

excessiva de colesterol derivado das partículas de oxLDL na membrana do retículo [43], é 

necessário um segundo sinal. Este segundo sinal é, muitas das vezes, mediado por PRRs, 

nomeadamente pelos TLRs e recetores scavenger, levando à apoptose [66]. Entre os ligandos de 

PRRs capazes de desencadear a apoptose em macrófagos sob stress do retículo endoplasmático 
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encontram-se os fosfolípidos oxidados, componentes das partículas de oxLDL e frequentemente 

encontrados em lesões ateroscleróticas. De facto, o estudo de Tabas e seus colaboradores, mostra 

a indução da apoptose em macrófagos em stress pelos fosfolípidos oxidados através da ativação 

da via CD36-TLR2 uma vez que a deleção dos genes Cd36 ou Tlr2 em murganhos resulta na 

indução deficiente da apoptose em macrófagos [66]. A indução de stress do retículo 

endoplasmático pelos fosfolípidos oxidados verifica-se igualmente em células endoteliais. Lusis 

e seus colaboradores mostraram que o fosfolípido 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-

fosfocolina oxidado (oxPAPC, do inglês oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine), componente reativo primário resultante da oxidação das partículas de LDL, 

ativa a UPR em células endoteliais da aorta humana de uma forma dependente dos fatores de 

transcrição ATF4 e XBP1 [67]. Assim sendo, é possível que os fosfolípidos oxidados (oxPLs, 

do inglês oxidized phospholipids) constituintes das partículas de oxLDL possam desempenhar 

um papel na ativação da UPR observada nos macrófagos residentes no ateroma. 

Os oxPLs parecem estar igualmente envolvidos na apoptose de macrófagos a nível da 

placa de ateroma. De facto, o processo apoptótico requer a oxidação de dois fosfolípidos 

carregados negativamente, a cardiolipina (CL, do inglês cardiolipin), na mitocôndria, e a 

fosfatidilserina (PS, do inglês phosphatidylserine), na membrana plasmática. A CL oxidada 

possui um papel importante no processo iniciador da apoptose através da formação do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial necessário para a libertação de citocromo c para o 

citosol. Por sua vez, a oxidação da PS permite a sua externalização e o seu reconhecimento na 

superfície da célula pelos fagócitos (revisto em [68]). A oxidação destes fosfolípidos traduz-se 

no decréscimo da sua percentagem relativa assim como na alteração do perfil de fosfolípidos da 

célula. Curiosamente, existem estudos que mostram que a alteração no perfil de fosfolípidos se 

encontra associada a diversas situações de stress [69]. Posto isto, pondera-se a hipótese do stress 

do retículo endoplasmático poder induzir alterações no perfil lipídico da célula, notavelmente ao 

nível dos fosfolípidos.  
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Capítulo 2 

Efeito do stress do retículo endoplasmático 

no perfil lipídico do macrófago  

No presente capítulo abordam-se as possíveis repercussões da ocorrência de stress do 

retículo endoplasmático ao nível do metabolismo lipídico do macrófago. Considerando o estado 

atual do conhecimento, elucidado com uma breve introdução teórica, propôs-se avaliar os efeitos 

da indução de stress do retículo no perfil lipídico do macrófago numa primeira fase do trabalho. 

Neste capítulo encontra-se descrita a metodologia empregue assim como os resultados obtidos. 

Após a interpretação crítica dos mesmos, propõe-se algumas diretrizes futuras com base no 

compêndio de resultados alcançados.  

2.1 Introdução 

2.1.1 O stress do retículo na modelação do metabolismo lipídico 

O stress do retículo endoplasmático e a disrupção do metabolismo lipídico têm sido 

intimamente ligados a variadas doenças como dislipidémia, esteatose hepática, obesidade, 

diabetes mellitus e doença cardiovascular. Evidências crescentes têm sugerido a importância da 

UPR na modelação do metabolismo lipídico em diversas células metabolicamente importantes, 

nomeadamente macrófagos, hepatócitos, adipócitos e células-beta (revisto em [70, 71]) A 

regulação do metabolismo lipídico face à ocorrência de stress do retículo parece envolver os três 

ramos de sinalização da UPR: PERK, IRE1e ATF6 [44, 50, 72-74]. Devido ao papel central 

do fígado na síntese, oxidação, transporte e excreção de lípidos [75], este tem sido alvo de 

inúmeros estudos no que respeita à modelação do metabolismo lipídico pela UPR (revisto em 

[44]), alguns dos quais serão apresentados na presente seção.  

A importância da via mediada pela PERK na regulação do metabolismo lipídico foi 

demonstrada pelo estudo de Ron e seus colaboradores no qual forçaram a expressão da fosfatase 

GADD34 de modo a promover a desfosforilação e comprometer a sinalização mediada pelo fator 
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p-eIF2 no fígado de ratos transgénicos [76]. Como resultado verificaram a diminuição da 

expressão do recetor PPARe dos fatores de transcrição C/EBP e C/EBPnos ratos 

transgénicos quando suplementados com dieta rica em gorduras, o que se traduziu na redução 

da lipogénese e da produção de glucose hepática, respetivamente. Tais resultados sugerem a 

relevância da via PERK-p-eIF2-ATF4 na tradução de importantes reguladores transcricionais 

hepáticos e na promoção da lipogénese. Através de uma abordagem semelhante, Kaufman e seus 

colaboradores mostraram que a inativação do fator eIF2 resulta na supressão da expressão do 

fator hepático C/EBPPor sua vez Guo e seus colaboradores mostraram o decréscimo da 

expressão de genes lipogénicos assim como o aumento da -oxidação de ácidos gordos em ratos 

deficientes em ATF4 [77]. Tendo em consideração os estudos supra mencionados é possível 

inferir da importância da via PERK-p-eIF2 na promoção da lipogénese. 

A via de sinalização mediada pelo sensor IRE1 tem sido igualmente alvo de estudo no 

que respeita à sua função na regulação do metabolismo lipídico face à ocorrência de stress do 

retículo. Kaufman e seus colaboradores demonstraram a importância deste sensor na prevenção 

da esteatose hepática induzida pelo stress do retículo endoplasmático, uma vez que o tratamento 

de ratos Ire1Hepfe/- com tunicamicina resultou em alterações ao nível do metabolismo lipídico, 

nomeadamente no aumento da expressão dos fatores de transcrição lipogénicos PPAR, 

C/EBP e LXRassim como dos genes codificantes para as enzimas lipogénicas SCD1, 

DGAT2, DGAT1 e ACC1 [74]. Tais resultados sugerem a importância do IRE1 na supressão 

da acumulação hepática de lípidos face à ocorrência de stress do retículo. Curiosamente a 

deleção do fator de transcrição XBP1, ativado pela via da IRE1resultou na redução da 

transcrição de genes codificantes para enzimas lipogénicas assim como em níveis de 

triglicerídeos e colesterol acentuadamente baixos, o que demonstra a necessidade pelo fator 

XBP1 para a síntese de novo de lípidos [78]. O fator XBP1 mostra-se igualmente responsável 

pela síntese de fosfolípidos na expansão do retículo face à ocorrência de stress, sendo este seu 

papel explorado em maior detalhe na seção que se segue (Subcapítulo 2.1.2).  

O fator ATF6 mostrou ser igualmente importante na regulação do metabolismo lipídico. 

De facto, a inativação do gene Atf6 em ratos resultou na formação de gotas lipídicas face à 

redução da -oxidação de ácidos gordos e à atenuação da formação de VLDL e da expressão do 

fator PPAR, favorecendo a acumulação de lípidos no fígado e a ocorrência de esteatose 

hepática. Contudo a acumulação de gotas lipídicas no fígado dos ratos não se deveu à lipogénese 

de novo uma vez que o tratamento com tunicamicina suprime a expressão de genes lipogénicos 

como Scd1, Dgat2 e Fasn [72]. No estudo supra mencionado de Kaufman e seus colaboradores 

o tratamento de ratos deficientes para um dos componentes da UPR com tunicamicina resultou 

no aumento dos níveis do fator pró-apoptótico CHOP e no decréscimo da transcrição do gene 

C/ebp[74]. A regulação negativa do fator C/EBP pela expressão prolongada do CHOP 
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mostrou-se responsável pela disrupção do metabolismo lipídico e, consequente, ocorrência de 

esteatose hepática em condições severas de stress do reticulo [74].  

Assim sendo, os três ramos de sinalização componentes da UPR mostram-se capazes de 

modelar o metabolismo lipídico em resposta à ocorrência de stress do retículo, ainda que de 

forma distinta. A via da IRE1mostra-se protetiva no que respeita à lipogénese pelo stress do 

retículo ao passo que o mediador XBP1 promove a transcrição de genes envolvidos na síntese 

de ácidos gordos e colesterol. De forma semelhante, o fator ATF6 parece impedir a formação de 

gotas lipídicas face à ocorrência de stress do retículo, além de atenuar a lipogénese mediada pelo 

fator SREBP2. Por sua vez a fosforilação do fator eIF2interfere com a atividade transcricional 

dos fatores C/EBPs, PPAR e SREBP-1c favorecendo a acumulação de lípidos (revisto em [70]).  

2.1.2 O papel da UPR na biogénese do retículo endoplasmático 

Face ao mencionado nos capítulos precedentes, a ocorrência de stress ao nível do retículo 

endoplasmático induz um programa de resposta adaptativa a fim de manter o estado de 

homeostasia celular. Na sua fase inicial, de sobrevivência da célula, a UPR promove o correto 

enovelamento das proteínas através da indução de chaperones e da inibição de programas 

transcricionais e traducionais. No entanto contribui igualmente para a expansão do retículo 

endoplasmático a fim de atender às elevadas exigências de processamento de proteínas, 

superiores às suas capacidades. A biogénese do retículo passa pela síntese lipídica, 

nomeadamente dos componentes lipídicos presentes na membrana, uma vez que o retículo 

endoplasmático representa o principal local de síntese de fosfolípidos e de produção de 

membranas celulares (revisto em [79, 80]). De facto, diversas evidências sugerem o papel da 

UPR na regulação da síntese lipídica e da biogénese da membrana [50, 81]. Surpreendentemente, 

a expansão da membrana do retículo parece ser conseguida somente através da síntese de 

fosfolípidos, em detrimento do colesterol, favorecendo a síntese de membranas pobres em 

esteróis e com rácio colesterol livre:fosfolípido relativamente baixo [50].  

O fator XBP1 mostra-se responsável pela síntese de fosfolípidos e, consequentemente, 

pela expansão da membrana em células de mamíferos [50, 81, 82]. O papel do fator XBP1 na 

síntese de fosfolípidos foi revelado no contexto da diferenciação das células B em células 

secretoras de anticorpos uma vez que a produção de anticorpos é conseguida no retículo 

endoplasmático e demanda a expansão do retículo mediada por este fator (revisto em [83]). A 

fosfatidilcolina (PC, do inglês Phosphatidylcholine), sendo o fosfolípido mais abundante 

constituinte das membranas, vê a sua síntese ser aumentada face à ocorrência de stress do 

retículo e à indução da UPR [50, 82, 84]. O tratamento de células B deficientes em XBP1 com 

LPS resultou no aumento da síntese de PC, esfingomielina (SM, do inglês Sphingomyelin) e 

fosfatidilinositol (PI, do inglês Phosphatidylinositol), e na expansão do retículo mas em menor 

extensão comparativamente às células wild-type [85]. No estudo de Brewer e seus colaboradores 
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o aumento da expressão do fator XBP1 em células NIH-3T3 mostrou ser suficiente para induzir 

a síntese de PC, por aumento da atividade das enzimas CCT e CPT, e desencadear a expansão 

da membrana do retículo endoplasmático [50]. Tais resultados foram confirmados num estudo 

posterior dos autores [82].    

Apesar do fator XBP1 representar o principal responsável pela expansão do retículo em 

condições de stress, tem sido igualmente sugerida a participação do sensor ATF6 na expansão 

da membrana do retículo endoplasmático por indução da síntese de PC [84]. Curiosamente a 

regulação da síntese de fosfolípidos e da expansão do retículo apresenta diferenças entre os dois 

mediadores da UPR [84]. No entanto, no estudo de Brewer e seus colaboradores mencionado 

anteriormente, o aumento do fator ATF6não mostrou ser capaz de induzir a síntese de PC em 

oposição ao verificado pelos autores para o fator XBP1 [82].  

2.2 Objetivo 

O retículo endoplasmático mostra-se responsável pela síntese, enovelamento e 

modificação pós-traducional de proteínas recém-sintetizadas. O comprometimento destes 

processos devido a fatores bioquímicos ou fisiológicos conduz a um estado de stress. Uma vez 

que a preservação do estado de homeostasia é fundamental para a sobrevivência da célula, é 

desencadeado um programa de adaptação celular denominado de UPR. Várias linhas de 

evidência têm relacionado o stress do retículo endoplasmático a inúmeros processos patológicos, 

entre os quais à progressão do fenómeno aterosclerótico. No entanto a importância da UPR na 

modelação do metabolismo lipídico representa um tema ainda pouco explorado. Assim sendo, 

propõe-se como um dos objetivos do presente trabalho:  

Avaliar os efeitos da indução de stress do retículo no perfil lipídico do macrófago. 

2.3 Metodologia 

Previamente à descrição dos procedimentos efetuados para o cumprimento do objetivo 

proposto, apresenta-se um fluxograma geral do protocolo seguido. Desta forma é possível obter 

uma ideia das diferentes etapas empregues nesta primeira fase do presente trabalho.  
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Esquema 2.1: Fluxograma do trabalho. As células RAW 264.7 foram estimuladas com os indutores de stress do retículo: Tunicamicina e 7-Cetocolesterol. Prepararam-se pellets celulares 

de cada condição e obtiveram-se os respetivos extratos lipídicos totais, os quais foram utilizados para a análise de hidroperóxidos por FOX II, de classes de fosfolípidos por TLC, de 

ácidos gordos por GC-MS, e do perfil de classes por HPLC-MS. Simultaneamente foi analisada a expressão de marcadores de stress do retículo endoplasmático (RE) por Western Blot e 

qPCR, e recorreu-se à microscopia de fluorescência para a análise da formação ROS e do nível de apoptose.  
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2.3.1 Reagentes 

O Meio de cultura Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, do inglês 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) foi adquirido na Sigma Chemical Co à semelhança da 

penicilina e da estreptomicina. No caso do soro fetal bovino e do reagente TRizol foram 

adquiridos na Invitrogen ao passo que o corante Hoechst 33258 foi adquirido na Molecular 

Probes. O kit de deteção de apoptose FITC-Annexin V 7-AAD e o anticorpo anti-GRP78 foi 

adquirido na Biolegend, o kit de síntese de cDNA iScript Select e a sonda SYBR Green provêm 

da Bio-Rad. As membranas de fluoreto de polivinilideno foram adquiridas na Milipore 

Corporation, a solução de armazenamento para RNA na Ambion, e os primers na MWG Biotech. 

Os cocktails de inibidores de protease e fosfatase foram obtidos na Roche, os anticorpos anti-

ATF4 e anti-CHOP na Cell Signaling Technologies e o anticorpo anti--tubulina na Santa Cruz. 

Os anticorpos secundários conjugados com fosfatase alcalina foram adquiridos na GE 

Healthcare, assim como o reagente ECF. 

O éter metil-terc-butílico foi adquirido na VWR Chemicals à semelhança do clorofórmio 

e do n-hexano. No caso do metanol e do etanol absoluto foram adquiridos na Fisher Chemical 

ao passo que a acetona e o acetonitrilo foram adquiridos na Sigma-aldrich. Adicionalmente, 

obteve-se a trietilamina na Acros Organics, o ácido perclórico (60%, v/v) na Panreac, e o ácido 

sulfúrico (96%, v/v) na Farmitalia Carlo Erba. Os solventes mencionados possuem qualidade 

indicada para análise em HPLC. O acetato de amónio, o hidroxitolueno butilado, a primulina e 

o peróxido de hidrogénio foram adquiridos na Sigma-aldrich, o sulfato de ferro na Merck, o 

laranja de xilenol na Fluka, o ácido bórico na BDH Chemicals, o cloreto de sódio na Absolve, o 

hidróxido de potássio na EKA Chemicals, o ácido ascórbico na Fagron, o molibdato de amónio 

na Panreac, e o dihidrogenofosfato de sódio dihidratado na Riedel-deHaën. Os padrões de 

fosfolípidos foram adquiridos na Avanti Polar Lipids.  

2.3.2 Cultura de células 

A linha celular de macrófagos de murganho RAW 264.7 (número ATCC: TIB-71) foi 

cultivada em meio DMEM suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino não-ativado, 

penicilina 100 U/mL, e estreptomicina, e mantida em incubadora a 37ºC numa atmosfera húmida 

contendo 95% de ar e 5% de CO2. 

2.3.3 Ensaio de viabilidade celular 

A viabilidade das células foi monitorizada por recurso ao ensaio de redução de resazurina. 

Abreviadamente, plaquearam-se 0.5x106 células/poço numa microplaca de 96 poços tendo 

posteriormente sido expostas a diferentes concentrações de Tunicamicina (de 0.25 g/mL a 2 
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g/mL) e 7-Cetocolesterol (de 5 g/mL a 20 g/mL) durante 24 horas. Posteriormente, nas três 

horas anteriores ao término da exposição, adicionou-se solução de resaruzina a cada poço para 

uma concentração final de 50 M. Por fim foi lida a absorvância a 570 nm e 600 nm com o 

auxílio de um leitor de microplacas (Thermo Scientific Multisckan Go). 

2.3.4 Tratamento químico 

As células RAW 264.7 foram plaqueadas numa densidade de 2x106/poço em microplacas 

de 6 poços para a preparação de lisados celulares totais assim como para a extração de RNA. 

Para a obtenção dos pellets celulares para a extração lipídica cultivaram-se as células RAW 264.7 

em frascos de cultura T75. Após a estabilização das células durante a noite o meio de cultura foi 

substituído na totalidade. Posteriormente adicionou-se Tunicamicina e 7-Cetocolesterol, ficando 

as células expostas aos estímulos durante 1, 2, 4, 8 ou 24 horas. 

2.3.5 Preparação de lisados celulares totais 

Para obtenção de lisados celulares totais as células foram lavadas com 1mL de PBS gelado, 

seguindo-se a obtenção de pellet por centrifugação durante 5 minutos a 370g. O pellet foi 

ressuspendido em tampão de lise RIPA (Tris-HCl 50 mM (pH 8.0), Nonidet P-40 1% (v/v), NaCl 

150 mM, desoxicolato de sódio 0.5% (m/v), SDS 0.1% (m/v), EDTA 2mM e DTT 1mM) 

suplementado com cocktails de inibidores de protease e fosfatase. Em seguida procedeu-se à 

remoção do núcleo e dos detritos celulares insolúveis por centrifugação a 4ºC durante 10 minutos 

a 12,000 g. Por fim recolheram-se os extratos pós-nucleares, os quais foram utilizados como 

lisados celulares totais. 

2.3.6 Análise de proteínas por Western Blot 

A análise da expressão das proteínas ATF4, GRP78 e CHOP foi efetuada por recurso à 

técnica de Western Blot. Sucintamente, 30 g de proteína foram separadas por eletroforese em 

gel de poliacrilamida-SDS 12% (v/v) e transferidas para membranas de fluoreto de 

polivinilideno. Posteriormente as membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% (m/v) 

em tampão salino Tris contendo Tween-20 0.1% (v/v) (TBS-T), durante 1 hora à temperatura 

ambiente. De seguida incubaram-se as membranas durante a noite a 4ºC com anticorpos 

primários dirigidos contra ATF4, GRP78 e CHOP, diluídos na proporção 1:1000 com leite 

desnatado 1% (m/v) em TBS-T. As membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas durante 

1 hora à temperatura ambiente com anticorpos anti-coelho ou anti-rato conjugados com fosfatase 

alcalina, diluídos na proporção de 1:20,000 com leite desnatado 1% (m/v) em TBS-T. A deteção 

dos complexos imunes foi conseguida por exposição das membranas ao reagente ECF durante 5 
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minutos, seguido pela deteção de fluorescência azul no sistema de imagem Typhoon (GE 

Healthcare). Os sinais gerados foram analisados por recurso ao software Total Lab 2009 

(TotalLab Ltd). De forma a demonstrar o carregamento de igual quantidade de proteína entre as 

diversas condições removeram-se os anticorpos previamente utilizados e as membranas foram 

incubadas com anticorpo anti--tubulina. Seguiu-se a incubação com anticorpos secundários 

conjugados com fosfatase alcalina e a visualização por quimiofluorescência como descrito 

anteriormente.  

2.3.7 Análise da expressão génica por qPCR 

Após o tratamento das células com os estímulos em estudo pelos tempos indicados, seguiu-

se o isolamento do RNA total com o reagente TRIzol de acordo com as instruções do fabricante. 

A determinação da concentração de RNA e a averiguação de possíveis contaminações foi 

efetuada por monitorização da absorvância a 260 nm com auxílio de um espetrofotómetro 

NanoDrop (ThermoScientific), e as amostras foram armazenadas em solução de armazenamento 

para RNA a -80ºC até posterior uso. Previamente à análise por PCR quantitativo em tempo real 

(qPCR), 1 g de RNA foi retrotranscrito por recurso ao kit de síntese de cDNA iScript Select. 

Seguidamente efetuou-se as reações de PCR utilizando a sonda SYBR Green e recorrendo ao 

sistema de deteção CFX Connect (Bio-Rad). Após a amplificação recorreu-se ao software CFX 

Connect System de modo a determinar o valor limiar (threshold) para cada gene em análise e 

normalizou-se os resultados usando o gene Hprt1 como gene de referência, o qual foi 

determinado experimentalmente por recurso ao software Genex (MultiD Analyss AB) como o 

mais estável para as condições de tratamento utilizadas. A comparação final dos rácios de 

transcrição entre amostras foi calculada pelo método de quantificação relativa corrigido para a 

eficiência de primers específicos. As sequências dos primers foram delineadas através do 

software Beacon Designer v7.7 (Premier Biosoft International) e exaustivamente testados. 

2.3.8 Ensaio de produção de ROS 

Para a visualização da formação de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglês Reactive 

Oxygen Species) induzida pelos estímulos em estudo Tunicamicina e 7-Cetocolesterol 

plaquearam-se células RAW 264.7 numa densidade de 0.5x105/poço em câmaras -slide de 8 

poços (IBIDI GmbH), deixando-se estabilizar durante a noite. Posteriormente as células foram 

estimuladas com Tunicamicina (0.5 g/mL) ou 7-Cetocolesterol (15 g/mL). Após o tempo de 

exposição indicado as células formam lavadas com PBS, tendo este passo sido realizado por 

duas vezes, e finalmente tratadas com os reagentes CellROX Green 5 M e Hoechst 33258 1 

g/mL em meio DMEM completo durante 30 minutos. Seguiu-se um novo passo de lavagem 

com PBS previamente à análise por microscopia de fluorescência (Nikon Corporation) com 
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ampliação de 630X. A captação das imagens foi efetuada com o auxílio de uma câmara digital 

de alta definição DS-Fi2, e a sua análise por recurso ao software NIS-Elements Imaging (Nikon 

Corporation).  

2.3.9 Avaliação da externalização de PS/apoptose 

A monitorização da externalização de PS após o tratamento com Tunicamicina ou 7-

Cetocolesterol foi conseguida por recurso a microscopia de fluorescência utilizando um kit de 

deteção de apoptose FITC-Annexin V e 7-AAD. Sucintamente plaquearam-se 0.5x105 células em 

cada poço de uma câmara -slide de 8 poços (IBIDI GmbH), e permitiu-se a sua estabilização 

durante a noite. Posteriormente as células foram tratadas com Tunicamicina (0.5 g/mL) ou 7-

Cetocolesterol (15 g/mL) durante 24 horas, ou com estaurosporina 1 M durante 4 horas de 

forma a obter um controlo positivo para a indução de apoptose. De seguida, as células foram 

lavadas com PBS estéril e incubadas durante 20 minutos em meio de cultura fresco contendo 

Hoechst 33258 1 g/mL. Terminado o tempo, removeu-se o meio e lavaram-se os poços com 

PBS, tendo este passo sido realizado em duplicado, seguido de incubação durante 15 minutos no 

escuro com a solução FITC-Annexin V e 7-AAD. Após três lavagens, as câmaras foram 

analisadas por microscopia de fluorescência (Nikon Corporation) com ampliação de 630X. A 

captação das imagens foi conseguida com o auxílio de uma câmara digital de alta definição DS-

Fi2, e a sua análise por recurso ao software NIS-Elements Imaging (Nikon Corporation).  

2.3.10 Extração de lípidos  

O extrato lipídico total do pellet celular correspondente a cada condição experimental foi 

obtido por recurso a um método de extração mais recente e eficaz proposto por Schwudke e seus 

colaboradores [86], o qual surgiu como adaptação do método mais corrente Bligh-Dyer [87]. 

Neste método de extração utilizou-se como solvente o éter metil-terc-butílico (MTBE, do inglês 

Methyl Tert-Butyl Ether) em substituição do usual clorofórmio utilizado no método de Bligh-

Dyer. Uma vez que o MTBE possui menor densidade comparativamente ao clorofórmio, a fase 

orgânica contendo os lípidos corresponde à fase superior, em oposição à inferior no que respeita 

ao outro método de extração mencionado, o que, além de facilitar o processo de recolha da fase 

orgânica, diminui a possibilidade de extrair compostos não lipídicos, nomeadamente proteínas, 

e, em consequência, aumenta a rentabilidade da extração. Iniciou-se o processo de extração com 

a ressuspensão do pellet celular contido num eppendorf em 750 L de metanol, transferindo-se 

a suspensão obtida para um tubo e lavando novamente o eppendorf com mais 750 L de metanol 

de forma a completar 1.5 mL de metanol e certificar que todo o pellet é transferido para o tubo. 

Após agitação em vórtex, adicionaram-se 5 mL de MTBE, seguido de nova agitação em vórtex, 

e incubaram-se as amostras durante 1 hora à temperatura ambiente num agitador de placas (Bibby 
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Stuart Platform Rocker STR6). Completado o tempo, adicionaram-se 1.25 mL de água miliQ a 

cada tubo, as amostras foram agitadas em vórtex e novamente incubadas nas mesmas condições 

durante 10 minutos. Seguiu-se a centrifugação (Mixtasel P-Selecta) dos tubos durante 10 

minutos a 1500 rpm a fim de formar duas fases: fase inferior – aquosa – e fase superior – 

orgânica, contendo os lípidos. Após a transferência da fase superior para um novo tubo, 

adicionou-se uma mistura de solventes constituída por MTBE/metanol/água miliQ em proporção 

10:3:2.5 (v/v/v) ao tubo inicial contendo a fase aquosa de forma a aumentar ainda mais a 

rentabilidade do processo de extração e extrair a maior quantidade possível de lípidos. Seguiu-

se uma segunda centrifugação (Mixtasel P-Selecta) nas mesmas condições da anterior e 

transferiu-se a nova fase orgânica para o respetivo tubo contendo a fase orgânica obtida na 

primeira centrifugação, combinando, assim, ambas as fases. Posteriormente secou-se o extrato 

lipídico total de cada amostra num concentrador a vácuo (Reagente 5 Químicos e Eletrónica, 

Centrífuga Univapo 100H, Trampa Refrigerada Unicryo MC-2L-60ºC). Após a evaporação 

completa do solvente, seguiu-se a redissolução do extrato lipídico de cada tubo em 300 L de 

clorofórmio e a transferência do resultado para um vial, repetindo esse passo de lavagem por 

mais 2 vezes num total de 3. Por fim, secou-se, no vial, o extrato lipídico total de cada condição 

experimental na corrente de azoto e armazenou-se a -4ºC para posterior análise.  

2.3.11 Quantificação de fosfolípidos 

De forma a determinar a quantidade total de fosfolípidos presente no extrato lipídico total 

de cada condição experimental assim como comparar a quantidade existente em cada classe de 

fosfolípido fracionada por cromatografia em camada fina (TLC, do inglês Thin Layer 

Chromatography), efetuou-se um ensaio de quantificação espetrofotométrica de fosfato de 

acordo com Yamamoto e seus colaboradores, com ligeiras adaptações [88]. A quantificação do 

extrato lipídico total teve como ponto de partida a amostra seca em azoto após o passo de 

extração lipídica, e iniciou-se com a redissolução da mesma em 300 L de clorofórmio seguida 

de agitação em vórtex. Seguiu-se a transferência de 10 L de cada amostra para tubos de vidro, 

os quais foram previamente submetidos a lavagem em água acidificada com ácido nítrico a 5% 

durante, pelo menos, 12 horas, a fim de eliminar vestígios de quantificações precedentes, tendo 

este passo sido realizado em duplicado. Posteriormente, secou-se cada tubo na corrente de azoto 

de modo a evaporar completamente o clorofórmio adicionado. Para a quantificação das classes 

de fosfolípidos previamente separadas por TLC, os spots obtidos após a separação 

cromatográfica foram raspados da placa de sílica para tubos de vidro. Em ambos os casos, 

seguiu-se a adição de 650 L de ácido perclórico (60%, v/v), procedida pela incubação dos tubos 

durante 1 hora a 200ºC num bloco de aquecimento (Stuart Block Heater SBH200D), e posterior 

arrefecimento. Simultaneamente foram preparadas soluções padrão com concentração variável 

entre 0.1 e 2 g de fósforo, para o cálculo da reta de calibração, a partir de uma solução padrão 
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de dihidrogenofosfato de sódio dihidratado com 100 g/mL de fósforo, além do branco. No caso 

dos padrões o passo de adição de ácido perclórico não foi procedido por incubação no bloco de 

aquecimento. Em seguida adicionaram-se 3.3 mL de água miliQ, 500 L de molibdato de sódio 

(2.5%, m/v) e 500 L de ácido ascórbico (10%, m/v), aos tubos das amostras bem como aos dos 

padrões, com agitação em vórtex após cada adição. De notar que as soluções referidas foram 

preparadas no momento, utilizando água miliQ para o efeito. Seguidamente incubou-se os tubos 

durante 5 minutos a 100ºC num banho de água (Precisterm P-Selecta), deixando-se arrefecer 

após terminado. No caso da quantificação das classes de fosfolípidos separadas por TLC torna-

se um necessário um passo adicional, o qual consiste em transferir 1 mL de solução de cada tubo 

para um eppendorf seguido de centrifugação (Sigma Laborzentrifugen) durante 5 minutos a 4000 

rpm a fim de separar e depositar a sílica e, deste modo, permitir a quantificação 

espetrofotométrica do fosfato. Por fim, foram transferidos 200 L de cada solução para uma 

microplaca de 96 poços, em duplicado, cuja leitura de absorvância a 800 nm foi efetuada com o 

auxílio de um leitor de microplacas (Thermo Scientific Multisckan Go). A determinação da 

quantidade de fósforo presente em cada amostra assim como em cada classe de fosfolípido 

fracionada por cromatografia em camada fina foi calculada por regressão linear através da 

representação gráfica da absorvância média dos duplicados de cada padrão, no eixo Y, em função 

da quantidade de fósforo presente em cada padrão, no eixo X. A partir da equação da reta e da 

leitura de absorvância das amostras foi possível determinar a quantidade de fósforo, sendo 

necessário multiplicar o resultado por 25 assim como pelo fator de diluição 30 no caso do extrato 

lipídico total. Em respeito às classes de fosfolípidos, calculou-se a percentagem de cada classe 

em função da quantidade total de fosfolípido recuperada da placa de TLC.  

2.3.12 Separação de classes de fosfolípidos por TLC 

O fracionamento de diferentes classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico total de 

cada condição experimental foi efetuado por TLC utilizando, para tal, placas de sílica gel 60 

(Merck) com zona de concentração de 2,5x20 cm. Num passo prévio à separação, as placas de 

sílica foram lavadas numa câmara contendo uma solução de clorofórmio/metanol (1:1, v/v), 

seguida de secagem na hotte durante 10-15 minutos. Posteriormente borrifou-se a placa de sílica 

com uma solução de ácido bórico em etanol (2.3% m/v), tendo-se deixado repousar na hotte 

durante alguns minutos, sendo de seguida colocada a secar numa estufa (Heraeus) durante 15 

minutos a 100ºC. Após o arrefecimento, seguiu-se a aplicação dos extratos lípidos totais. Para 

tal aplicaram-se 20 L do extrato lipídico obtido de cada condição experimental, 

correspondentes a 30 g de fosfolípidos (solução inicial com concentração de 150 g de 

fosfolípido por 100 l de solução). A aplicação na placa de TLC foi realizada em duplicado para 

cada amostra. Simultaneamente aplicaram-se 10 l de vários padrões a fim de identificar as 

classes de fosfolípidos presentes em cada condição experimental, nomeadamente 
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lisofosfatidilcolina (LPC, do inglês Lysophosphatidylcholine) SM, PC, PI, PS, fosfatidilglicerol 

(PG, do inglês Phosphatidylglicerol), fosfatidiletanolamina (PE, do inglês 

Phosphatidylethanolamine), ácido fosfatídico (PA, do inglês Phosphatidic Acid) e CL. Secou-

se brevemente os spots de aplicação na corrente de azoto e eluiu-se os fosfolípidos aplicados na 

placa de sílica numa câmara contendo uma mistura de solventes constituída por 

clorofórmio/etanol/água miliQ/trietilamina em proporção 30:35:7:35 (v/v/v/v). Terminada a 

eluição deixou-se a placa de sílica repousar na hotte de modo a permitir a evaporação completa 

dos eluentes. Seguiu-se revelação dos spots através da pulverização da placa de sílica com uma 

solução de primulina (50 g/100 mL), dissolvida numa mistura de acetona/água miliQ (80:20, 

v/v), e posterior visualização com uma lâmpada de luz ultravioleta (Lamag, =254 nm). 

Identificadas as principais classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico total de cada 

condição experimental, por comparação com os spots dos padrões de fosfolípidos aplicados na 

placa de sílica, selecionou-se a área apropriada de cada spot para raspagem e posterior 

quantificação através de um ensaio de quantificação de fosfato. 

2.3.13 Quantificação de hidroperóxidos lipídicos por FOX II 

De modo a avaliar a peroxidação lipídica, indicativa da ocorrência de stress oxidativo, 

procedeu-se à quantificação de hidroperóxidos lipídicos como produtos que se formam em 

primeira instância durante a oxidação de lípidos. Para tal recorreu-se ao ensaio de FOX (do 

inglês, Ferric-Xylenol Orange), o qual foi descrito pela primeira vez por Gupta [89] e consiste 

na oxidação de ferro em laranja de xilenol na presença de hidroperóxidos. Como resultado 

forma-se um complexo colorido – amarelo-acastanhado – com máximo de absorvância a 560 

nm. Neste caso aplicou-se o método FOX II, de Wolff e seus colaboradores [90], uma vez que 

consiste numa ligeira adaptação do método inicial – FOX I – de forma a permitir a medição de 

hidroperóxidos em fases lipídicas. A quantificação de hidroperóxidos inicia-se com a preparação 

do reagente de FOX: laranja de xilenol (100 M), sulfato de ferro (250 M), hidroxitolueno 

butilado (4mM) e ácido sulfúrico (25 mM) em metanol (90%, v/v) e água miliQ (10%, v/v). De 

forma breve, para 100 mL de reagente de FOX pesou-se 9.8 mg de sulfato de ferro e transferiu-

se para um copo isolado com papel de alumínio por sensibilidade à luz visível. Dissolveu-se em 

139 L de ácido sulfúrico e 5 mL de água miliQ e procedeu-se à agitação com o auxílio de um 

agitador magnético. Seguiu-se a pesagem de 88.2 mg de hidroxitolueno butilado e 7.2 mg de 

laranja de xilenol, os quais foram adicionados à solução existente. Por fim, adicionaram-se 45 

mL de metanol, 5 mL de água miliQ e os restantes 45 mL de metanol. Simultaneamente foram 

preparadas soluções padrão de concentração variável entre 0.0025 e 0.4 mM de peróxido de 

hidrogénio (30%, m/v), em duplicado, para o cálculo da reta de calibração, a partir de uma 

solução padrão de peróxido de hidrogénio de concentração 1 mM, as quais foram adicionadas a 

950 L de reagente de FOX. Para a quantificação de hidroperóxidos lipídicos nas diversas 
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amostras adicionou-se 25 L do extrato lipídico obtido de cada condição experimental, 

correspondentes a 37.5 g de fosfolípidos (solução inicial com concentração de 150 g de 

fosfolípido por 100 l de solução), a 475 L de reagente de FOX, tendo esse passo sido realizado 

em duplicado para cada amostra. Após incubação das amostras e dos padrões no escuro durante 

30 minutos, foram transferidos 200 L de cada solução para uma microplaca de 96 poços, em 

duplicado, cuja leitura de absorvância a 560 nm foi efetuada com o auxílio de um leitor de 

microplacas (Thermo Scientific Multisckan GO). A determinação da quantidade de 

hidroperóxidos presente em cada amostra foi calculada por regressão linear através da 

representação gráfica da absorvância média dos duplicados de cada padrão, no eixo Y, em função 

da respetiva concentração, no eixo X. A partir da equação da reta e da leitura de absorvância das 

amostras foi possível determinar a concentração de hidroperóxidos em cada condição 

experimental, a qual pode ser convertida em g de hidroperóxido por g de fosfolípido dividindo 

o resultado por 1000 e multiplicado o resultante por 34000 antes de dividir pela quantidade total 

de fosfolípido utilizada (37.5 g).  

2.3.14 Quantificação de ácidos gordos por GC-MS 

A análise de ácidos gordos constituintes do extrato lipídico total de cada condição 

experimental foi conseguida por recurso a cromatografia gasosa acoplada à espetrometria de 

massa (GC-MS, do inglês Gas Chromatography-Mass Spectrometry). Para tal tornou-se 

necessário derivatizar a amostra, nomeadamente através da transmetilação de ácidos gordos a 

fim de tornar os mesmos voláteis e permitir, assim, a sua análise por GC-MS. O processo de 

transmetilação seguiu as linhas gerais da metodologia proposta pela União Internacional da 

Química Aplicada (IUPAC) [91]. De forma breve, baseia-se na adição de hidróxido de potássio 

em metanol com o intuito de formar ésteres metílicos de ácidos gordos [91]. Para tal 

transferiram-se 20 L do extrato lipídico obtido de cada condição experimental, correspondentes 

a 30 g de fosfolípidos (solução inicial com concentração de 150 g de fosfolípido por 100 l 

de solução), para um tubo previamente lavado com n-hexano, em duplicado, secando-se, em 

seguida, na corrente de azoto de modo a evaporar completamente o clorofórmio adicionado 

aquando a ressuspensão da amostra. Seguiu-se a adição de 1 mL de n-hexano a cada tubo e 

prosseguiu-se com a adição de 200 L de hidróxido de potássio (2 M) em metanol e, posterior, 

agitação vigorosa em vórtex durante 2 minutos. Em seguida, adicionaram-se 2 mL de solução 

saturada de cloreto de sódio com agitação em vórtex durante 1 minuto. Seguiu-se a centrifugação 

(Mixtasel P-Selecta) dos tubos durante 5 minutos a 2000 rpm a fim de formar duas fases: fase 

inferior – aquosa – e fase superior – orgânica. Prosseguiu-se com a transferência da fase superior 

para um eppendorf previamente lavado com metanol, secando-se, em seguida, na corrente de 

azoto de modo a permitir a evaporação completa do solvente. Por fim, ressuspendeu-se cada 

amostra em 60 l de n-hexano, tendo-se injetado somente 2 l da solução resultante no 
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cromatógrafo gasoso (Agilent Technologies 6890N Network) acoplado a um espetrómetro de 

massa (5973 Network Mass Selective Detector). O cromatógrafo gasoso encontra-se equipado 

com uma coluna capilar DB-1 de 30 m de comprimento, 0.25 mm de diâmetro interno, e 0.1 m 

de espessura (J&W Scientific). A injeção das amostras decorreu em modo splitless, de forma a 

permitir a análise da amostra na sua totalidade, com um tempo de splitless de 6 minutos e o 

injetor a operar à temperatura de 220ºC. O programa de temperaturas utilizado corresponde ao 

seguinte: temperatura inicial de 40ºC, na qual se mantém durante 0.5 minutos, seguida de 

aumento a uma taxa de 20ºC/minuto até atingir a temperatura de 220ºC, seguida novamente de 

aumento à taxa de 0.5ºC/minuto até à temperatura de 240ºC, e, por fim, aumento de 5ºC/minuto 

até aos 250ºC. O gás hélio foi utilizado para o transporte da amostra a uma taxa de fluxo de 0.2 

mL/min com a coluna à pressão de 12.95 psi. Acoplado ao cromatógrafo gasoso encontra-se um 

espetrómetro de massa equipado com uma fonte de impacto eletrónico a qual opera a 70 eV. Os 

espetros foram adquiridos em modo full scan na gama valores de m/z 40-500 em ciclos de 1s. A 

identificação do perfil em ácidos gordos para cada condição experimental em estudo foi efetuado 

por comparação dos espetros de massa obtidos com os da biblioteca de espetros de massa 

Wiley275, tendo-se prosseguido com a integração dos picos do cromatograma a fim de 

determinar a percentagem de cada ácido gordo em função da área total dos picos.  

2.3.14 Análise de classes de fosfolípidos por HPLC-MS 

De modo a analisar o perfil lipídico dos macrófagos em termos de classes de fosfolípidos 

e respetivos ácidos gordos, e identificar as diferenças existentes quando expostos aos estímulos 

em estudo – Tunicamicina e 7-Cetocolesterol, recorreu-se à cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à espetrometria de massa (HPLC-MS, do inglês High Performance Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry). Num primeiro passo as classes de fosfolípidos foram 

fracionadas por recurso ao sistema de HPLC (Water Alliance 2690), utilizando duas fases 

móveis: o eluente A composto por 10% (v/v) de água, 55% (v/v) de acetonitrilo, 35% (v/v) de 

metanol e acetato de amónio (10 mM), e o eluente B constituído por 60% (v/v) de acetonitrilo, 

40% (v/v) de metanol e acetato de amónio (10 mM). Para tal, utilizaram-se 16.6 L do extrato 

lipídico total de cada condição experimental, correspondentes a 25 g de fosfolípidos (solução 

inicial com diluição de 150 g de fosfolípido por 100 l de solução), o qual foi seco na corrente 

de azoto e ressuspendido em 90 L de eluente B para filtração. Em seguida, introduziram-se 10 

L da mistura no loop dos quais 5 L entraram numa coluna de fase normal HILIC (Ascentis 

Si), de 15 mm de comprimento, 1.0 mm de diâmetro interno, e 3 m de espessura, e os restantes 

5 L foram rejeitados. O gradiente de solvente utilizado corresponde ao seguinte: gradiente 

inicial de 0% de eluente A, mantendo-se assim por 10 minutos, seguido de um aumento linear 

até aos 100% de A durante 10 minutos, no qual se manteve durante 35 minutos, até retornar às 

condições iniciais, o que foi conseguido em 5 minutos. O caudal através da coluna manteve-se 



Efeito do stress do retículo no perfil lipídico                                                                 Capítulo 2 

 

35 
 

em 50 L/min com o auxílio de um split posicionado previamente à coluna. Seguiu-se a análise 

das classes de fosfolípidos no espetrómetro de massa (ThermoFinnigan) contendo uma fonte de 

iões electrospray e um analisador de trapa de iões nos modos positivo e negativo. A fonte 

electrospray operou a uma voltagem de 4.7 kV no modo negativo, ao passo que no modo positivo 

a voltagem definida foi de 5 kV. A temperatura do capilar manteve-se em 275ºC e o fluxo de 

gás em 25 unidades. Para a aquisição dos espetros MS/MS definiu-se a largura de isolamento de 

0.5 Da e o tempo de ativação de 30 ms. O espetro de massa full scan foi adquirido com um tempo 

de ionização máximo de 50 ms ao passo que para os espetros de MS/MS esse tempo foi 

estabelecido para 200 ms. A energia de colisão requerida para a fragmentação dos iões e 

aquisição dos espetros de MS/MS variou entre 26 para o modo negativo e 30 para o modo 

positivo (unidades arbitrárias). A análise dos espetros adquiridos a fim de identificar o perfil em 

classes de fosfolípidos e respetivos ácidos gordos de cada condição experimental foi efetuada 

por recurso ao programa de análise de dados Xcalibur v2.0. 

2.3.15 Análise estatística 

Os resultados experimentais apresentam-se em termos de média ± desvio padrão. A 

significância estatística das diferenças existentes entre as condições experimentais em estudo 

foram determinadas por recurso ao teste T-Student com o auxílio do programa GraphPad Prism 

v5.0. Considerou-se o valor-P <0.05 enquanto indicador de significância estatística. 

2.4 Resultados e discussão 

2.4.1 Atividade metabólica/viabilidade das células RAW 264.7 

O tratamento de células com os indutores de stress do retículo endoplasmático, 

tunicamicina e 7-cetocolesterol, apresenta repercussões ao nível da viabilidade e proliferação 

celular. De forma a estimar o efeito citotóxico de ambos os estímulos na linha celular de 

macrófagos de murganho RAW 264.7 trataram-se as células com concentrações crescentes de 

cada um dos indutores de stress e monitorizou-se a atividade metabólica por recurso ao ensaio 

de redução de resazurina (Figura 2.1). Sucintamente as células viáveis com o metabolismo ativo 

são capazes de reduzir a resazurina em resorufina, um produto fluorescente, em oposição às 

células não-viáveis [92]. Desta forma, através da análise da atividade metabólica, é possível 

obter um reflexo da viabilidade das células tratadas.  
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Figura 2.1: Efeito da tunicamicina e do 7-cetocolesterol na viabilidade celular. Atividade metabólica das 

células RAW 264.7 estimuladas com concentrações crescentes dos indutores de stress do retículo 

endoplasmático tunicamicina (na figura, linha assinalada a cor verde) e 7-cetocolesterol (na figura, linha 

assinalada a cor azul). A viabilidade encontra-se representada em termos de percentagem relativamente às 

células não tratadas (controlo), considerado 100%. Os resultados encontram-se representados em termos de 

média ± desvio padrão de três amostras biológicas independentes (N=3). 

A indução de stress do retículo endoplasmático nas células RAW 264.7 interfere 

consideravelmente com a sua viabilidade como é possível constatar pela análise da atividade 

metabólica supra representada. De facto as células RAW 264.7 mostraram ser bastante 

suscetíveis ao tratamento com os indutores de stress em estudo, principalmente para a 

tunicamicina. Ao passo que o tratamento com 7-cetocolesterol induz um decréscimo linear na 

atividade metabólica das células, a tunicamicina mostrou ter um efeito mais severo mesmo para 

concentrações mais baixas. Tais resultados devem ser interpretados com reserva dado que podem 

não refletir necessariamente a morte das células mas um bloqueio do ciclo celular. O stress do 

retículo e especificamente a ativação do ramo PERK-p-eIF2-ATF4 encontra-se bem 

documentada como uma via com profundas consequências nos mecanismos de proliferação 

celular [51, 52]. 

2.4.2 Avaliação da indução de stress do retículo por Western Blot 

e qPCR  

A análise do efeito do stress do retículo no perfil lipídico das células RAW 264.7 requer 

a prévia confirmação da indução do referido stress pelos indutores em estudo. Como tal avaliou-
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se a expressão de proteínas marcadoras de stress do retículo por recurso à técnica de Western 

Blot. Sucintamente trataram-se as células com tunicamicina (2 g/mL) ou 7-cetocolesterol (20 

g/mL) durante diversos períodos de tempo (1, 2, 4, 8 e 24 horas), obtiveram-se os lisados 

celulares totais e avaliou-se a expressão das proteínas GRP78, ATF4 e CHOP (Figura 2.2).  

 

 

Figura 2.2: Efeito do tempo de exposição a tunicamicina e 7-cetocolesterol na indução de stress do retículo 

endoplasmático. As células RAW 264.7 foram mantidas sem tratamento (nas subfiguras, C) ou estimuladas 

com tunicamicina na concentração 2 g/mL (subfigura a) ou 7-cetocolesterol na concentração 20 g/mL 

(subfigura b) durante diversos tempos de estimulação: 1, 2, 4, 8 ou 24 horas. Após a separação de 30 g de 

proteína por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% (v/v), avaliou-se a expressão das proteínas 

marcadoras de stress do retículo GRP78, ATF4 e CHOP nas condições experimentais em estudo por Western 

Blot. Os resultados são representativos de três experiências independentes (N=3). Para garantir o igual 

carregamento de proteínas, os anticorpos iniciais foram removidos e a membrana foi novamente incubada com 

anticorpo anti--Tubulina.  

O tratamento das células RAW 264.7 com tunicamicina na concentração 2 g/mL ou 7-

cetocolesterol na concentração 20 g/mL resultou na indução de níveis substanciais de stress do 

retículo de uma forma temporalmente distinta como é possível constatar pela análise da 

expressão das proteínas supra representadas. A indução destas proteínas ocorre mais 

precocemente nas células tratadas com tunicamicina em comparação ao 7-cetocolesterol. Este 

comportamento pode ser explicado pelo facto da tunicamicina se tratar de um indutor 

farmacológico direto ao passo que o 7-cetocolesterol representa um estímulo mais fisiológico, 

afetando a homeostasia do retículo de forma indireta. Tais resultados mostram-se concordantes 

com estudos anteriores levados a cabo em modelo celular semelhante. Kissebah e seus 

colaboradores mostraram que o tratamento de células RAW 264.7 com tunicamicina na 

concentração 10 g/mL resultou no aumento da expressão das proteínas CHOP e GRP78 após 4 

horas de exposição [93]. Por sua vez, no recente estudo de Frank e seus colaboradores o 

tratamento desta linha celular com tunicamicina (2.5 M) resultou na indução da fosforilação da 

proteína eIF2, o que se correlaciona com os resultados obtidos neste trabalho uma vez que a 

sua ativação resulta no aumento da expressão do fator ATF4 [92]. Curiosamente, nesse estudo 
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foi possível observar o aumento da expressão do fator p-eIF2 logo após 1 hora de exposição 

das células ao estímulo. Os autores observaram ainda o aumento da expressão das proteínas 

CHOP e GRP78 o qual foi visível às 4 horas de exposição e aumentou progressivamente em 

função do tempo, corroborando uma vez mais os resultados obtidos no presente trabalho [92]. 

Para além dos estudos supra referidos, são inúmeras evidências em modelo celular semelhante e 

onde se obtiveram resultados similares [94-97]. Relativamente ao tratamento com 7-

cetocolesterol, apesar de este não ser tão utilizado como a tunicamicina, sabe-se ser um dos 

estímulos fisiológicos envolvidos na indução de stress do retículo carateristicamente observado 

nas placas ateroscleróticas [63, 98, 99]. Ogier-Denis e seus colaboradores mostraram que 

tratamento de células do músculo liso com 7-cetocolesterol na concentração 40 g/mL durante 

24 horas resultou na indução das proteínas GRP78 e CHOP [63]. Por sua vez, o tratamento de 

células THP-1 e de células do músculo liso da artéria coronária com 7-cetocolesterol (80 mM) 

mostrou induzir exacerbadamente a expressão de GRP78 e CHOP [59]. Apesar de ser conhecido 

o efeito citotóxico dos oxiesteróis em macrófagos, dos quais se destaca o 7-cetocolesterol, este 

composto tem sido mais utilizado para a indução de stress do retículo em outros modelos 

celulares [63, 100]. Não obstante, no presente trabalho as células RAW 264.7 mostraram ser 

bastante suscetíveis ao tratamento com 7-cetocolesterol, sendo observado o aumento das 

proteínas supra mencionadas em tempos de exposição mais curtos.  

De forma interessante observou-se que os níveis da proteína CHOP aumentam 

visivelmente após 4 horas de tratamento das células com tunicamicina e ao fim de 8 horas de 

exposição ao 7-cetocolesterol. Uma vez que esta proteína se encontra maioritariamente associada 

à vertente pró-apoptótica da UPR (revisto em [101, 102]), o aumento da sua expressão em 

tempos de exposição curtos pode significar um nível irrecuperável de stress por parte das células 

tratadas. Assim sendo mostrou-se relevante a avaliação da expressão destas proteínas após o 

tratamento das células com diferentes concentrações de cada estímulo durante 24 horas de forma 

a determinar a mínima concentração que fosse capaz de originar um nível de stress efetivo 

(Figura 2.3).  
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Figura 2.3: Efeito da concentração de tunicamicina e 7-cetocolesterol na indução de stress do retículo 

endoplasmático. As células RAW 264.7 foram mantidas sem tratamento (nas subfiguras, C) ou estimuladas 

com diferentes concentrações de tunicamicina (na subfigura (a): 0.25, 0.5, 1 e 2 g/mL) ou 7-cetocolesterol 

(na subfigura (b): 5, 10, 15 e 20 g/mL) durante 24 horas. Após a separação de 30 g de proteína por 

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% (v/v), avaliou-se a expressão das proteínas marcadoras de 

stress do retículo GRP78, ATF4 e CHOP nas condições experimentais em estudo por Western Blot. Os 

resultados são representativos de três experiências independentes (N=3). Para garantir o igual carregamento de 

proteínas, os anticorpos iniciais foram removidos e a membrana foi novamente incubada com anticorpo anti-

-Tubulina.  

Como é possível constatar pela figura supra representada, a expressão destes marcadores 

de stress do retículo mostra ser dependente da concentração de estímulo utilizada, como 

evidenciado em estudos anteriores [93, 103, 104]. Uma vez mais a tunicamicina confirma ser 

um potente indutor de stress do retículo mesmo em concentrações mínimas. No entanto, o 7-

cetocolesterol mostrou ser igualmente capaz de induzir níveis significativos de stress o que 

contraria os resultados reportados na literatura onde é sugerido ser necessário um segundo sinal 

para que tal suceda [105]. Curiosamente o tratamento das células mesmo com as concentrações 

mais baixas de cada estímulo parece resultar igualmente em níveis consideráveis de expressão 

da proteína CHOP, o que, embora não expectável, se encontra de acordo com resultados 

reportados por outros grupos de investigação [104, 106]. Atendendo aos resultados obtidos 

foram selecionadas as concentrações de 0.5 g/mL de tunicamicina e 15 g/mL de 7-

cetocolesterol para os estudos subsequentes. 

De modo a suportar e complementar os resultados da avaliação da indução de stress do 

retículo analisou-se igualmente a transcrição de genes por qPCR. Sucintamente trataram-se as 

células RAW 264.7 com tunicamicina (0.5 g/mL) ou 7-cetocolesterol (15 g/mL) durante 4 ou 

24 horas, obteve-se o respetivo RNA e analisou-se a expressão dos genes Chop e Grp78 por 

qPCR (Figura 2.4).  
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Figura 2.4: Efeito da tunicamicina e do 7-cetocolesterol na transcrição de genes ligados ao stress do retículo 

endoplasmático. As células RAW 264.7 foram estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na 

subfigura (a), Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na subfigura (b), 7-

cetocolesterol 15 g/mL). Após a extração do RNA ao fim de 4 e 24 horas de exposição, avaliou-se a 

transcrição dos genes Chop e Grp78 nas condições experimentais em estudo por qPCR. Os resultados 

encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas independentes 

(N=3) em função do controlo considerado 1 (unidades arbitrárias), e foram normalizados utilizando o gene 

Hprt-1 como gene de referência. * p < 0.05 versus controlo, *** p < 0.005 versus controlo, # p < 0.05 4H 

versus 24H 

Corroborando os resultados obtidos a nível da proteína, verificou-se a indução 

significativa da transcrição dos genes Chop e Grp78 induzida pelo tratamento das células com 
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os indutores de stress do retículo em estudo. Com exceção do gene Chop para as células tratadas 

com 7-cetocolesterol na concentração 15 g/mL, a transcrição mostrou ser bastante dependente 

do tempo de exposição, aumentando progressivamente ao longo do tempo. A indução do gene 

Grp78 verifica-se predominantemente para tempos de exposição superiores (24 horas) sendo 

observado somente um modesto aumento em tempos mais curtos (4 horas). Tais resultados 

encontram-se de acordo com o esperado uma vez que a transcrição desta chaperone é mediada 

pela via do sensor ATF6, o segundo ramo da UPR a ser ativado posteriormente ao da PERK 

[107].  

2.4.3 Avaliação da externalização de PS/indução de apoptose 

A indução de stress do retículo endoplasmático, se prolongado no tempo, pode resultar na 

indução de morte celular por apoptose como mencionado nos capítulos anteriores. Assim sendo, 

no contexto do presente trabalho, mostrou ser de grande interesse a avaliação do nível de 

apoptose nas células RAW 264.7 para as concentrações de estímulos definidas na seção 

precedente. Para tal avaliou-se, por microscopia de fluorescência, a externalização de 

fosfatidilserina (PS). Esta classe de fosfolípidos é ativamente mantida no folheto interno da 

membrana celular e apenas sofre translocação para o folheto externo após a indução de apoptose 

servindo, assim, de sinal para a fagocitose da célula apoptótica [68]. A monitorização da 

externalização da PS após o tratamento das células com tunicamicina (0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol (15 g/mL) foi efetuada por recurso a um kit comercial FITC-Annexin V e 7-AAD 

(Figura 2.5). Explicando o princípio da técnica a Anexina V liga-se à PS quando esta é 

externalizada durante o processo apoptótico. No entanto não permite diferenciar entre células 

necróticas e apoptóticas. Deste modo recorre-se a uma segunda marcação com 7-amino-

actinomicina (7-AAD) uma vez que as células apoptóticas em estádio inicial são capazes de 

excluir este composto mas a perda da integridade membranar nas células em apoptose 

tardia/necrose permite a sua passagem até ao núcleo onde se liga ao DNA [108]. 
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Figura 2.5: Efeito da tunicamicina e do 7-cetocolesterol na externalização da PS. As células RAW 264.7 foram 

mantidas sem tratamento (na figura, Controlo) ou estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL 

(na figura, Tun 0.5 g/mL) ou 7-cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7CC 15 g/mL) durante 

24 horas. O estádio da apoptose foi determinado por microscopia de fluorescência com as sondas Hoescht 

33258, Anexina V e 7-AAD. As células intactas aparecem com o núcleo marcado a cor azul, as células 

apoptóticas em estádio inicial com as membranas a cor verde (externalização da PS) e as células apoptóticas 

em estádio final (necróticas) com o núcleo marcado a cor vermelha. O tratamento das células com 

estaurosporina serve de controlo positivo da apoptose (na figura, ST). 

Como é possível constatar pela observação da figura supra representada, o tratamento das 

células RAW 264.7 com as concentrações em estudo dos indutores de stress do retículo 

tunicamicina (0.5 g/mL) e 7-cetocolesterol (15 g/mL) não parece induzir níveis significativos 

de apoptose ou mesmo necrose. De facto para as células tratadas com ambos os estímulos a 

marcação de apoptose e necrose mostrou ser praticamente inexistente e semelhante à das células 

não tratadas (controlo). Em contrapartida, o tratamento das células com o indutor de apoptose 

estaurosporina por tempos tão curtos como 4 horas mostrou induzir extensamente a 

externalização da PS e o comprometimento da integridade membranar. Tais resultados vão de 

encontro ao esperado uma vez que as concentrações utilizadas resultaram em taxas de viabilidade 

celular de 80-90%, como demonstrado anteriormente (Subcapítulo 2.4.1, Figura 2.1). 
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Adicionalmente permitem confirmar que as concentrações mais baixas utilizadas não induzem 

um nível de apoptose significativo apesar do aumento de expressão do fator pró-apoptótico 

CHOP observado anteriormente por Western Blot para estas concentrações (Subcapítulo 2.4.2, 

Figura 2.3). Este fator é de importante relevo uma vez que se pretende no presente estudo avaliar 

as alterações no perfil lipídico decorrentes da alteração homeostática do retículo endoplasmático 

e não uma consequência indireta de possível morte celular que esteja a ser induzida. Kaneko e 

seus colaboradores verificaram que em células CD14+ tratadas com tunicamicina na 

concentração 5 g/mL (concentração 10 vezes superior à praticada neste trabalho), a ocorrência 

de apoptose rondou apenas 30% [109], o que parece confirmar o efeito pouco nefasto da 

tunicamicina ao nível da morte apoptótica da célula. Curiosamente, em outro estudo, o 

tratamento da linha celular de macrófagos J774A.1 com 7-cetocolesterol na concentração 15 

g/mL durante 24 horas resultou em valores de percentagem de células apoptóticas semelhantes, 

na ordem dos 37%, os quais mostraram ser resultado da diminuição da proliferação celular e 

concomitante apoptose celular [110]. Dos possíveis análogos oxidados do colesterol o 7-

cetocolesterol parece ser o que apresenta maior capacidade de indução de stress do retículo para 

uma menor indução de apoptose [111].  

2.4.4 Perfil de classes de fosfolípidos por TLC 

A variação do perfil em classes de fosfolípidos das células em stress do retículo 

endoplasmático foi conseguida após a separação das classes por TLC. De forma sucinta, 

fracionaram-se os extratos lipídicos totais das células RAW 264.7 não tratadas (controlo) e das 

células estimuladas com tunicamicina ou 7-cetocolesterol por TLC e identificaram-se as classes 

de fosfolípidos presentes em cada condição experimental por comparação com padrões puros 

aplicados simultaneamente na placa de TLC. Deste modo foi possível separar e identificar oito 

classes de fosfolípidos, nomeadamente: lisofosfatidilcolina (LPC), esfingomielina (SM), 

fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerol (PG), 

fosfatidiletanolamina (PE) e cardiolipina (CL) (Figura 2.6). 
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Figura 2.6: Separação das classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico total das células RAW 264.7 

não tratadas (na figura, Controlo) e das células estimuladas com tunicamicina na concentração 2 g/mL (na 

figura, Tunicamicina 2 g/mL) ou 7-cetocolesterol na concentração 20 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 20 

g/mL) por TLC. Identificação das classes de fosfolípidos separadas em cada condição experimental por 

comparação com padrões puros aplicados na placa paralelamente às amostras. 

A separação das principais classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico total das 

células foi procedida pela quantificação do conteúdo fosfolipídico presente em cada spot de TLC 

identificado. Por recurso ao ensaio de quantificação espetrofotométrica de fosfato tornou-se 

possível determinar a percentagem relativa de cada classe de fosfolípido presente nas diferentes 

condições experimentais em estudo (Figura 2.7). Curiosamente não se verificou a presença de 

PA nos extratos lipídicos das células (não) tratadas analisados por TLC, apesar da sua 

importância como percursor das restantes classes de fosfolípidos e enquanto molécula de 

sinalização representa um dos fosfolípidos menos abundantes nas membranas biológicas [112]. 
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Figura 2.7: Efeito do stress do retículo no perfil de classes de fosfolípidos. Percentagem relativa das principais 

classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) 

e das células estimuladas com tunicamicina na concentração 2 g/mL (na figura, Tunicamicina 2 g/mL) ou 

7-cetocolesterol na concentração 20 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 20 g/mL). As classes de fosfolípidos 

representadas foram separadas por TLC e a quantidade relativa de cada classe foi determinada por 

quantificação espetrofotométrica de fosfato. Os resultados encontram-se representados em termos de média ± 

desvio padrão de três amostras biológicas independentes (N=3). * p < 0.05 versus controlo 

Numa primeira fase analisou-se o perfil de classes de fosfolípidos das células RAW 264.7 

tratadas com as concentrações mais elevadas de ambos estímulos em estudo. Pela análise do 

gráfico supra representado a classe de fosfolípido mais abundante nas diversas condições 

experimentais em estudo mostrou ser a PC. No entanto, em comparação com o controlo, verifica-

se uma diminuição na sua percentagem relativa nas células tratadas com tunicamicina, a qual é 

ainda mais acentuada nas células estimuladas com 7-cetocolesterol. Curiosamente a diminuição 

da percentagem de PC é concomitante com o aumento da percentagem de LPC, o que parece 

sugerir a conversão da primeira na última. Uma vez que a PC representa a classe de fosfolípido 

mais abundante das membranas, constituindo, em média, mais de 50% do total de fosfolípidos 

[113, 114], esperava-se um aumento da sua percentagem nas células em stress do retículo 

endoplasmático devido à expansão da membrana do retículo por síntese lipídica no decorrer da 

UPR [50, 81, 115]. Walter e seus colaboradores mostraram a expansão do retículo 

endoplasmático face à indução de stress pelo tratamento de leveduras Saccharomyces cerevisiae 

com tunicamicina [115]. No estudo mencionado a expansão da membrana do retículo mostrou 

ser dependente do complexo Ino2/4, o qual se mostra responsável pela regulação transcricional 

de diversas enzimas envolvidas na síntese de fosfolípidos em leveduras [115]. Nas células de 

0

10

20

30

40

50

LPC SM PC PI PS PG PE CLQ
u
a
n
ti

d
a
d
e 

re
la

ti
va

 d
e 

fo
sf

o
lí

p
id

o
 (

%
)

Classe de fosfolípido

Controlo Tunicamicina 2mg/mL 7-Cetocolesterol 20ug/mL  Tunicamicina 2 g/mL 7-Cetocolesterol 20 g/mL 

* 



Capítulo 2                                                                 Efeito do stress do retículo no perfil lipídico  

 
 

46 
 

mamíferos a indução da síntese de PC durante a biogénese do retículo é devida ao fator XPB1s, 

como abordado anteriormente na seção 2.1.2 da introdução do presente capítulo [50, 82]. 

Considerando que a disrupção da síntese de PC constitui uma caraterística comum da 

apoptose [116-118], ponderou-se se a diminuição da sua percentagem relativa poderia estar 

relacionada com a apoptose nas células em stress do retículo. De facto, são vários os estudos que 

mostram a apoptose das células em consequência da inibição da síntese de PC [119, 120], a qual 

parece ser conseguida por indução do fator pró-apoptótico CHOP [121, 122]. Ao analisar os 

dados de viabilidade celular (Subcapítulo 2.4.1, Figura 2.1) constata-se que a concentração 

utilizada de cada um dos indutores de stress do retículo em estudo origina taxas de viabilidade 

na ordem de 70%, o que se pode significar níveis de mortalidade acentuados uma vez que o valor 

desejável se situa próximo de 90% de viabilidade. Deste modo propôs-se analisar o perfil de 

classes de fosfolípidos de células tratadas com concentrações mais baixas de cada estímulo, 

nomeadamente 0.5 g/mL para a tunicamicina (Subfigura 2.8a) e 15 g/mL no que se refere ao 

7-cetocolesterol (Subfigura 2.8b), para as quais se demonstrou anteriormente não haver indução 

substancial de apoptose (Subcapítulo 2.4.3, Figura 2.5).  
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Figura 2.8: Efeito do stress do retículo no perfil de classes de fosfolípidos. Percentagem relativa das principais 

classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (nas subfiguras (a) e 

(b), Controlo) e das células estimuladas com tunicamicina na concentração 2 g/mL (na subfigura (a), 

Tunicamicina 2 g/mL) ou 0.5 g/mL (na subfigura a, Tunicamicina 0.5 g/mL), e 7-cetocolesterol na 

concentração 20 g/mL (na subfigura (b), 7-Cetocolesterol 20 g/mL) ou 15 g/mL (na subfigura (b), 7-

Cetocolesterol 15 g/mL). As classes de fosfolípidos representadas foram separadas por TLC e a quantidade 

relativa de cada classe foi determinada por quantificação espetrofotométrica de fosfato. Os resultados 

encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas independentes 

(N=3). * p < 0.05 versus controlo, ** p < 0.01 versus controlo, *** p < 0.005 versus controlo 

Pela análise dos gráficos supra representados é possível constatar que, de modo geral, o 

perfil de classes de fosfolípidos parece ser idêntico para as células tratadas com as duas 

concentrações de cada estímulo em estudo, sendo a variação na percentagem relativa de cada 

classe em relação ao controlo ainda mais acentuada para concentrações de estímulo mais baixas. 

No entanto, mesmo para uma concentração de estímulo mais baixa, continua a verificar-se a 

diminuição da percentagem relativa de PC. Curiosamente essa diminuição é tão mais acentuada 

quanto mais baixa for a concentração de estímulo, o que parece, assim, contrariar a hipótese 

anteriormente formulada de concentrações elevadas do mesmo resultarem em níveis elevados de 

apoptose, e consequentemente, na diminuição da percentagem relativa de PC.  

Posteriormente, colocou-se a hipótese de, mesmo com gamas de concentração baixas, o 

tempo de exposição das células ao indutor de stress do retículo ser demasiado elevado. Assim 

sendo poderia haver um aumento da percentagem relativa de PC nas primeiras horas de 

tratamento que estaria a ser ocultado pela indução de níveis acentuados de stress do retículo em 
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consequência da exposição prolongada. Deste modo optou-se por tratar novamente as células 

com a concentração mais baixa de tunicamicina em estudo (0.5 g/mL) mas deixá-las expostas 

ao estímulo durante somente 8 horas, em oposição às usuais 24 horas, e ao fim desse tempo 

substituir o meio por novo e deixar durante as restantes 16 horas para perfazer o total de 24 horas 

e obter o perfil de classes de fosfolípidos (Figura 2.9).   

 

Figura 2.9: Efeito do stress do retículo no perfil de classes de fosfolípidos. Percentagem relativa das principais 

classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) 

e das células estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL durante 24 horas (na figura, 

Tunicamicina 0.5 g/mL 24H) ou 8 horas (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL 8H). As classes de fosfolípidos 

representadas foram separadas por TLC e a quantidade relativa de cada classe foi determinada por 

quantificação espetrofotométrica de fosfato. Os resultados encontram-se representados em termos de média ± 

desvio padrão de três amostras biológicas independentes (N=3). * p < 0.05 versus controlo, ** p < 0.01 versus 

controlo, *** p < 0.005 versus controlo, # p < 0.05 8H versus 24H, ## p < 0.01 8H versus 24H 

Como é possível constatar pela observação do gráfico supra representado o perfil de 

classes de fosfolípidos das células em stress do retículo é bastante semelhante para os dois 

tempos de exposição à tunicamicina (24 e 8 horas). De facto a variação na percentagem relativa 

de cada classe em relação ao controlo é semelhante, com ênfase para a PC, com somente ligeiras 

diferenças para as classes SM, PI e PG. Estes dados sugerem que as adaptações no metabolismo 

lipídico decorrentes da ocorrência de stress do retículo endoplasmático, nomeadamente ao nível 

das classes de fosfolípidos, ocorrem nas primeiras horas de exposição das células ao indutor de 

stress e mantêm-se ao longo do tempo de exposição ao estímulo.  

De acordo com a literatura existente a regulação do metabolismo lipídico parece depender 

da fonte e severidade do stress do retículo [70, 72]. Assim sendo ponderou-se a hipótese de 

concentrações elevadas de estímulo induzirem níveis de stress do retículo severos e agudos com 
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morte das células e diminuição da percentagem de PC, e de concentrações mais baixas resultarem 

em níveis de stress mais suaves e crónicos com aumento da percentagem relativa de PC durante 

a expansão do retículo. Numa última tentativa trataram-se as células com 7-cetocolesterol na 

concentração 5 g/mL durante 36 horas, de forma a simular a ocorrência de níveis de stress do 

retículo crónicos pelo tratamento com a concentração mínima capaz de induzir stress sem morte 

celular, e obteve-se o perfil de classes de fosfolípidos (Figura 2.10). 

 

Figura 2.10: Efeito do stress do retículo no perfil de classes de fosfolípidos. Percentagem relativa das principais 

classes de fosfolípidos presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) 

e das células estimuladas com 7-cetocolesterol na concentração 20 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 20 

g/mL), 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL) ou 5 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 5 g/mL). 

As classes de fosfolípidos representadas foram separadas por TLC e a quantidade relativa de cada classe foi 

determinada por quantificação espetrofotométrica de fosfato. Os resultados encontram-se representados em 

termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas independentes (N=3). * p < 0.05 versus controlo, 

** p < 0.01 versus controlo, *** p < 0.005 versus controlo 

A indução de stress do retículo por períodos mais longos (36 horas) a uma concentração 

mínima (5 g/mL) do indutor de stress 7-cetocolesterol resultou num perfil de classes de 

fosfolípidos semelhante ao obtido para as outras concentrações em estudo. Como é possível 

constatar pela análise do gráfico representado na figura 2.10 continua a verificar-se a diminuição 

da percentagem relativa de PC e para valores semelhantes aos obtidos nas outras condições 

experimentais em estudo. Assim, mesmo na presença de níveis de stress moderados mas por 

tempos mais longos, continua a verificar-se a diminuição da percentagem de PC. 

Hipoteticamente a indução de stress do retículo endoplasmático e, consequente, ativação da UPR 

deveria resultar na expansão do retículo de forma a lidar melhor com a elevada exigência pelo 
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correto enovelamento das proteína recém-sintetizadas. Desta forma a expansão do retículo 

deveria passar pelo aumento da síntese dos fosfolípidos que compõem a sua membrana, 

principalmente da PC [50, 115]. No entanto verifica-se continuamente a diminuição da 

percentagem relativa desta classe mesmo aquando o tratamento das células com concentrações 

mínimas de estímulo. Curiosamente verifica-se um aumento da percentagem relativa das classes 

PS e CL nas células em stress, nomeadamente nas células tratadas com a concentração mais 

baixa de ambos os estímulos. Uma vez que estes dois fosfolípidos se encontram envolvidos na 

apoptose onde parecem sofrer oxidação, e sua consequente diminuição [68, 123], caso a indução 

de stress do retículo resultasse em níveis de morte apoptótica significativos seria então 

espectável a diminuição da sua percentagem. Assim, estes resultados parecem confirmar os 

resultados obtidos no estudo da marcação da apoptose por externalização de PS (Subcapítulo 

2.4.3; Figura 2.5) nos quais a apoptose e a necrose mostraram ser praticamente inexistentes nas 

células em stress do retículo. 

Apesar de se observar continuamente a diminuição da percentagem relativa de PC para as 

diversas concentrações e tempos de exposição aos estímulos em estudo, não implica 

necessariamente que não ocorra o aumento da sua síntese nas células em stress do retículo. O 

facto do tratamento das células RAW 264.7 com tunicamicina ou 7-cetocolesterol apresentar 

repercussões ao nível da sua atividade metabólica/viabilidade (Subcapítulo 2.4.1, Figura 2.1) 

pode, em parte, explicar os resultados obtidos. Uma vez que o número de células viáveis é menor 

mesmo que suceda um incremento na síntese de PC no conjunto a sua percentagem pode ser 

inferior à obtida para as células não tratadas (controlo). O intrigante no presente trabalho é o 

facto das células tratadas com menor concentração de cada estímulo apresentarem valores de 

percentagem de PC ainda menores,ou seja uma maior variação em compração com o controlo, 

o que nos poderia levar a questionar novamente a hipótese supra formulada. Todavia o que 

parece estar a ocorrer é a remodelação do metabolismo lipídico de forma distinta consoante o 

nível de stress do retículo induzido, até porque a indução de níveis de stress mais moderados 

pelo tratamento com concentrações mais baixos parece suscitar alterações mais acentuadas no 

perfil de fosfolípidos (Figura 2.8). Não obstante, é ainda prudente ter em consideração o facto 

da percentagem de fosfolípidos se encontrar expressa em relação à totalidade das classes, o que 

significa que pode ocorrer o aumento da síntese de PC mas em menor extensão 

comparativamente às restantes classes de fosfolípidos. De modo geral, e em súmula, verifica-se 

o aumento relativo das classes de fosfolípidos PI, LPC, PS, CL e PG e em contrapartida uma 

diminuição de PC, PE e SM nas células em stress do retículo.  

2.4.5 Perfil de ácidos gordos por GC-MS 

Tendo em conta os resultados obtidos para as classes de fosfolípidos questionou-se quais 

os efeitos da indução de stress do retículo endoplasmático ao nível do perfil de ácidos gordos. O 



Efeito do stress do retículo no perfil lipídico                                                                 Capítulo 2 

 

51 
 

perfil em ácidos gordos das células em stress do retículo endoplasmático foi analisado por 

recurso à técnica de GC-MS. Sucintamente trataram-se as células RAW 264.7 com diferentes 

concentrações de cada um dos estímulos em estudo, nomeadamente tunicamicina (2 e 0.5 

g/mL) e 7-cetocolesterol (15 e 20g/mL). A análise do cromatograma de GC-MS e dos 

espetros de massa respetivos permitiu a identificação dos principais ácidos gordos presentes no 

extrato lipídico total das várias condições, nomeadamente: ácido tetradecanóico (C14:0); ácido 

hexadecanóico saturado (C16:0) e monoinsaturado (C16:1); ácido octadecanóico saturado 

(C18:0), monoinsaturado (C18:1) e di-insaturado (C18:2); ácido eicosanóico saturado (C20:0), 

monoinsaturado (C20:1) e poli-insaturado (C20:2, C20:3 e C20:4). A integração dos picos dos 

cromatogramas permitiu determinar a percentagem relativa de cada ácido gordo identificado nas 

condições experimentais em estudo e, deste modo, verificar o efeito da indução de stress do 

retículo endoplasmático no perfil de ácidos gordos das células tratadas com tunicamicina 

(Subfigura 2.11a) ou 7-cetocolesterol (Subfigura 2.11b).   
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Figura 2.11: Efeito do stress do retículo no perfil de ácidos gordos. Percentagem relativa dos principais ácidos 

gordos presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (nas subfiguras (a) e (b), Controlo) e 

das células estimuladas com tunicamicina na concentração 2 g/mL (na subfigura (a), Tunicamicina 2 g/mL) 

ou 0.5 g/mL (na subfigura (a), Tunicamicina 0.5 g/mL), e 7-cetocolesterol na concentração 20 g/mL (na 

subfigura (b), 7-Cetocolesterol 20 g/mL) ou 15 g/mL (na subfigura (b), 7-Cetocolesterol 15 g/mL). O 

perfil de ácidos gordos foi obtido pela análise do cromatograma e dos espetros de massa resultantes do estudo 

das amostras por GC-MS. Os resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de 

três amostras biológicas independentes (N=3). * p < 0.05 versus controlo, ** p < 0.01 versus controlo, *** p 

< 0.005 versus controlo, **** p < 0.001 versus controlo 

Pela análise da figura 2.11 é possível constatar as semelhanças existentes na variação do 

perfil de ácidos gordos das células estimuladas com os dois indutores de stress do retículo em 

estudo: tunicamicina e 7-cetocolesterol. De forma semelhante ao obtido anteriormente para as 

classes de fosfolípidos, a variação na percentagem relativa de cada ácido gordo em relação ao 

controlo é ainda mais acentuada para concentrações de estímulo mais baixas, principalmente no 

que respeita aos ácidos gordos C18:0 e C18:1. Para as diferentes condições experimentais em 

estudo, os ácidos gordos C16:0, C18:0 e C18:1 representam aproximadamente 80% da 

percentagem total de ácidos gordos observados. De modo geral o perfil de ácidos gordos 

encontra-se de acordo com o esperado considerando a análise lipidómica de ácidos gordos 

essenciais de macrófagos RAW 264.7 desenvolvida por Dennis e seus colaboradores [124]. 

Uma vez mais, na presença de níveis de stress mais baixos parece haver uma maior 

resposta em termos de adaptação do metabolismo lipídico face à ocorrência de stress em 

oposição ao verificado quando se utiliza concentrações elevadas de estímulo. Na tentativa de 
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perceber se as alterações observadas no perfil de ácidos gordos da célula em stress do retículo 

ocorrem no início do tratamento e se mantêm inalteráveis ao longo da exposição ao estímulo 

realizou-se a mesma análise para as células expostas a tunicamicina na concentração 0.5 g/mL 

durante somente 8 horas (Figura 2.12).  

 

Figura 2.12: Efeito do stress do retículo no perfil de ácidos gordos. Percentagem relativa dos principais ácidos 

gordos presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL durante 24 horas (na figura, Tunicamicina 0.5 

g/mL 24H) ou 8 horas (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL 8H). O perfil de ácidos gordos foi obtido pela 

análise do cromatograma e dos espetros de massa resultantes do estudo das amostras por GC-MS. Os resultados 

encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas independentes 

(N=3). * p < 0.05 versus controlo, ** p < 0.01 versus controlo, *** p < 0.005 versus controlo, # p < 0.05 8H 

versus 24H, ## p < 0.01 8H versus 24H 

Como é possível constatar pela análise da figura 2.12 o tempo de exposição ao indutor de 

stress do retículo não parece influenciar o perfil lipídico das células no que respeita aos ácidos 

gordos uma vez que se obteve um perfil idêntico para as células tratadas com tunicamicina na 

concentração 0.5 g/mL durante 8 ou 24 horas. Em termos de perfil de resposta esta foi em tudo 

semelhante à anteriormente observada para as classes de fosfolípidos.  

De modo geral, para as diversas concentrações de ambos os estímulos em estudo, parece 

haver um aumento na percentagem relativa de ácidos gordos saturados e, consequente, 

diminuição da percentagem relativa de ácidos gordos insaturados nas células em stress do 

retículo. Para uma melhor visualização segue-se a representação gráfica da variação na 

0

10

20

30

40

50

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C20:0 C20:1 C20:2 C20:3 C20:4

Q
u
a
n
ti

d
a
d
e 

re
la

ti
va

 d
e 

á
ci

d
o
 g

o
rd

o
 (

%
)

Ácido gordo

Controlo Tunicamicina 0.5 ug/mL 24H Tunicamicina 0.5 ug/mL 8H Tunicamicina 0.5 g/mL 24H  Tunicamicina 0.5 g/mL 8H 

* 

*** 
*** 

*** 
** 

* * * ** 
*** 

# 

# 
## 



Capítulo 2                                                                 Efeito do stress do retículo no perfil lipídico  

 
 

54 
 

percentagem relativa de ácidos gordos saturados versus mono- e poli-insaturados nas células 

(não) tratadas (Figura 2.13).  

 

Figura 2.13: Efeito do stress do retículo no perfil de ácidos gordos. Variação da percentagem relativa de ácidos 

gordos saturados (nas figuras, SFA) versus insaturados, estes últimos discriminados em mono- (nas figuras, 

MUFA) e poli-insaturados (nas figuras, PUFA), nas células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) ou 

estimuladas com diversas concentrações e tempos de exposição de tunicamicina (nas figuras, Tunicamicina 2 

g/mL, Tunicamicina 0.5 g/mL 24H e Tunicamicina 0.5 g/mL 8H) e 7-cetocolesterol (nas figuras, 7-
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Cetocolesterol 20 g/mL e 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Os resultados expressam a média de três amostras 

biológicas independentes (N=3).  

A indução de stress do retículo endoplasmático parece resultar num aumento da 

percentagem relativa de ácidos gordos saturados e consequente diminuição da percentagem de 

insaturados. Em concordância com os resultados anteriores, essas variações são tanto maiores 

quanto menor a concentração dos estímulos em estudo. De modo geral a percentagem de ácidos 

gordos poli-insaturados parece aumentar face à ocorrência de stress do retículo o que pode 

sugerir o favorecimento da poli-insaturação dos ácidos gordos nessas condições.   

2.4.6 Avaliação do perfil lipídico por HPLC-MS 

Para uma abordagem mais completa sobre o efeito do stress do retículo endoplasmático 

no perfil lipídico do macrófago recorreu-se a uma abordagem lipidómica baseada na análise de 

HPLC-MS, a qual permite simultaneamente o fracionamento de diversas classes de fosfolípidos 

por HPLC e a análise MS e MS/MS de cada uma das classes separadas. A análise dos extratos 

lipídicos totais das células (não) tratadas por HPLC-MS e MS/MS foi efetuada no modo positivo 

para a análise das classes de fosfolípidos PC, LPC e SM (Subfigura 2.14a), assim como no modo 

negativo para as classes PE, LPE, PS, PG e PI (Subfigura 2.14b). Deste modo tornou-se possível 

a identificação e quantificação das espécies moleculares constituintes de cada classe de 

fosfolípidos nas diversas condições experimentais em estudo: células não tratadas (controlo) e 

células estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL ou 7-cetocolesterol na 

concentração 15 g/mL. A concentração utilizada de cada estímulo foi definida tendo em conta 

os resultados de TLC e GC-MS reportados. Uma vez que o efeito da ocorrência de stress do 

retículo ao nível das classes de fosfolípidos e dos ácidos gordos mostrou ser mais proeminente 

nas células tratadas com menor concentração de cada estímulo, optou-se por analisar por HPLC-

MS os extratos lipídicos totais das condições supra mencionadas.  

Figura 2.14: Cromatograma da análise do extrato lipídico total de células RAW 264.7 não tratadas no modo 

positivo (subfigura a) e negativo (subfigura b). Uma vez que o cromatograma apresenta um perfil similar para 
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as diversas condições experimentais em estudo, é mostrado somente o de uma réplica biológica do controlo 

para o efeito. A ordem de eluição das classes de fosfolípidos nos respetivos modos de análise, positivo e 

negativo, encontra-se igualmente representada nas subfiguras a e b. 

Segue-se a análise detalhada de cada uma das classes de fosfolípidos por recurso aos 

espetros de MS e MS/MS obtidos, a qual é iniciada pelas classes analisadas no modo positivo 

(PC, LPC e SM) e procedida pelas classes analisadas no modo negativo (PE, LPE, PS, PI e PG). 

2.4.6.1 Análise do perfil de PC 

A classe de fosfolípido PC representa a classe mais abundante das membranas biológicas, 

e mostrou ser a principal classe presente nos extratos lipídicos totais analisados por HPLC-MS 

como é possível constatar pelo gráfico supra representado. A PC ioniza preferencialmente no 

modo positivo formando iões [𝑀 + 𝐻]+ e [𝑀 + 𝑁𝑎]+. O espetro de MS obtido para esta classe 

encontra-se representado na figura que se segue (Figura 2.15). 

 

Figura 2.15: Espetro 𝐻𝑃𝐿𝐶 − 𝑀𝑆 evidenciando os iões [𝑀 + 𝐻]+ da classe PC formados pela análise no modo 

positivo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 

respetivo valor de m/z. O ião de m/z 678.5 corresponde ao padrão PC(14:0/14:0) adicionado previamente à 

amostra. Estrutura generalizada da classe PC (na figura: canto superior direto). 

As espécies moleculares, pertencentes à classe PC, mais abundantes foram identificadas, 

e analisadas quanto ao número de carbonos e insaturações e às possíveis combinações de ácidos 

gordos (Tabela 2.1). A análise dos espetros de MS/MS permitiu ainda a identificação de espécies 

diacil assim como alquenil, com estas últimas a corresponder à substituição do grupo 𝑂 = 𝐶 −

𝐶𝐻2 pelos grupos 𝐻𝐶 = 𝐶𝐻 (plasmenil, O) ou 𝐻2𝐶 − 𝐶𝐻2 (plasmanil, P).  
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Tabela 2.1: Identificação dos iões [𝑀 + 𝐻]+ e [𝑀 + 𝑁𝑎]+ da classe PC observados no espetro HPLC-MS das 

células (não) tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para 

determinação da sua composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; 

N: número de ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 
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20:0/20:2 

852.7 874.5 42:11 
20:5/22:6 

20:6/22:5 

 

 Após a identificação das diversas espécies moleculares pertencentes à classe PC procedeu-

se à quantificação relativa dos iões [𝑀 + 𝐻]+ tendo em conta a área do seu pico no 

cromatograma e a área somada de todas as espécies. O cálculo da percentagem relativa foi 

efetuado para as diversas condições experimentais em análise a fim de averiguar o efeito do 

stress do retículo na abundância relativa de cada espécie molecular (Figura 2.16).  

Figura 2.16: Efeito do stress do retículo no perfil de PC. Percentagem relativa dos iões [M + H]+ da classe PC 

presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células estimuladas 
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com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-cetocolesterol na 

concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação determinou-se a 

percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os resultados encontram-se 

representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas independentes (N=3). * p < 

0.05 tunicamicina versus controlo, ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, # p < 0.05 7-cetocolesterol versus 

controlo, ## p < 0.01 7-cetocolesterol versus controlo, ### p < 0.005 7-cetocolesterol versus controlo 

Como é possível constatar pelo gráfico supra representado, as espécies moleculares da 

classe PC apresentam diferente abundância relativa entre si, sendo os iões de m/z 732.6, 760.6, 

786.6 e 788.6 os mais abundantes nas condições experimentais em estudo. Curiosamente ao 

comparar a diferença na abundância relativa destas espécies entre as células não tratadas e as 

células estimuladas com tunicamicina ou 7-cetocolesterol é possível constatar que a percentagem 

relativa de cada espécie é bastante semelhante nas diferentes condições. Deste modo parece que 

a ocorrência de stress do retículo não resulta em alterações acentuadas no perfil de espécies PC. 

Tais resultados já eram esperados devido ao importante papel estrutural da classe PC. Atendendo 

aos resultados obtidos por TLC podemos concluir que apesar da diminuição global das PC esta 

não se traduz numa alteração do perfil das suas espécies moleculares. Por fim podemos ainda 

constatar que as espécies contendo ácidos gordos com menor número de carbonos e de 

insaturações parecem ser mais abundantes nas células (não) tratadas em comparação com os iões 

correspondentes a ácidos gordos de maior número de carbonos.    

2.4.6.2 Análise do perfil de LPC 

A LPC mostrou ser umas das classes de fosfolípidos menos abundantes para as diversas 

condições experimentais em estudo. Segue-se a representação gráfica de um dos espetros de MS 

obtidos para esta classe, a qual ioniza preferencialmente na forma de iões [𝑀 + 𝐻]+ (Figura 

2.17).  

 

Figura 2.17: Espetro HPLC-MS evidenciando os iões [𝑀 + 𝐻]+ da classe LPC formados pela análise no modo 

positivo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 
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respetivo valor de m/z. O ião de m/z 538.4 corresponde ao padrão LPC(19:0) adicionado previamente à amostra. 

Estrutura generalizada da classe LPC (na figura: canto superior direto). 

As espécies monoacil mais abundantes foram identificadas, e analisadas quanto ao número 

de carbonos e insaturações e ao ácido gordo constituinte (Tabela 2.2). Seguidamente determinou-

se a percentagem relativa de cada um dos iões [𝑀 + 𝐻]+ identificados (Figura 2.18).  

Tabela 2.2: Identificação dos iões [𝑀 + 𝐻]+ e [𝑀 + 𝑁𝑎]+ da classe LPC observados no espetro HPLC-MS 

das células (não) tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para 

determinação da sua composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; 

N: número de ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 

LPC 

Espécies acil Espécies alquenil 

m/z 

[M+H]+ 

m/z 

[M+Na]+ 

Ácido gordo m/z 

[M+H]+ 

m/z 

[M+Na]+ 

Ácido gordo 

494.4 516.4 16:1 516.4 538.4 O-20:0 

496.4 518.4 16:0   

518.4 540.4 18:3 

522.4 544.4 18:1 

524.2 546.4 18:0 

 

 

Figura 2.18: Efeito do stress do retículo no perfil de LPC. Percentagem relativa dos iões [𝑀 + 𝐻]+ da classe 

LPC presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação 

determinou-se a percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os 

resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas 
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independentes (N=3). ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, *** p < 0.005 tunicamicina versus controlo, 

**** p < 0.001 tunicamicina versus controlo, # p < 0.05 7-cetocolesterol versus controlo, ### p < 0.005 7-

cetocolesterol versus controlo, #### p < 0.001 7-cetocolesterol versus controlo 

À semelhança do observado anteriormente para a classe PC, apesar da diferença visível na 

abundância relativa entre espécies moleculares representadas, a percentagem de cada espécie é 

bastante semelhante nas diferentes condições em análise. Os iões de m/z 494.4, 496.4 e 522.4 

mostraram ser os mais abundantes nas células (não) tratadas. Curiosamente parece haver um 

aumento na abundância relativa do ião de m/z 496.4, constituído pelo ácido gordo saturado 

C16.0, e a diminuição da percentagem relativa do ião de m/z 494.4, composto pelo ácido gordo 

insaturado C16.1, nas células tratadas, o que suporta, assim, o perfil de ácidos gordos obtido por 

GC-MS (Subcapítulo 2.4.3) no qual se observou um aumento na percentagem relativa do ácido 

gordo saturado C16:0 face à ocorrência de stress do retículo. O aumento da percentagem de 

espécies LPC nas células em stress do retículo é bastante curioso uma vez que os lisofosfolípidos 

se encontram envolvidos em diversas desordens inflamatórias, nomeadamente na aterosclerose 

[125], em resposta à ativação celular induzida por estímulos [126]. 

2.4.6.3 Análise do perfil de SM 

A classe de fosfolípido SM, a par da PC, apresenta um importante papel estrutural e de 

sinalização, e mostrou ser a segunda classe mais abundante presente nos extratos lipídicos totais 

analisados por HPLC-MS. A sua análise no modo positivo originou os iões [𝑀 + 𝐻]+ 

representados na figura que se segue (Figura 2.19). 

 

Figura 2.19: Espetro HPLC-MS evidenciando os iões [𝑀 + 𝐻]+da classe SM formados pela análise no modo 

positivo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 

respetivo valor de m/z. O ião de m/z 737.5 (assinalado com *) corresponde ao solvente. Estrutura generalizada 

da classe SM (na figura: parte superior). 

As espécies SM mais abundantes foram identificadas, e analisadas quanto ao número de 

carbonos e insaturações, e às possíveis combinações de ácido gordo e base esfingóide (Tabela 
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2.3). Posteriormente determinou-se a percentagem relativa de cada um dos iões [𝑀 +

𝐻]+ identificados (Figura 2.20).  

Tabela 2.3: Identificação dos iões [𝑀 + 𝐻]+ e [𝑀 + 𝑁𝑎]+ da classe SM observados no espetro HPLC-MS das 

células (não) tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para 

determinação da sua composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; 

N: número de ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 

SM 

m/z 

[M+H]+ 

m/z 

[M+Na]+ 
C:N Base esfingóide Ácido gordo 

703.5 

 

34:1 d18:1 16:0 

705.5 34:0 d18:0 16:0 

753.4 38:4 d18:1 20:3 

755.6 38:3 d16:0 22:3 

757.6 38:2 
d18:1 20:1 

d18:2 20:0 

759.4 38:1 
d16:0 22:1 

d16:1 22:0 

761.6 38:0 
d16:0 22:0 

d18:0 20:0 

783.4 40:3 
d18:0 22:3 

d18:1 22:2 

813.5 835.6 42:2 
d18:1 24:1 

d18:2 24:0 

815.6 
 

42:1 d18:1 24:0 

817.4 42:0 d18:0 24:0 
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Figura 2.20: Efeito do stress do retículo no perfil de SM. Percentagem relativa dos iões [𝑀 + 𝐻]+ da classe 

SM presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação 

determinou-se a percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os 

resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas 

independentes (N=3). * p < 0.05 tunicamicina versus controlo, ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, *** 

p < 0.005 tunicamicina versus controlo, **** p < 0.001 tunicamicina versus controlo, ## p < 0.01 7-

cetocolesterol versus controlo, ### p < 0.005 7-cetocolesterol versus controlo, #### p < 0.001 7-cetocolesterol 

versus controlo 

À semelhança do observado para as classes anteriores, parece haver diferenças 

significativas na abundância relativa de cada espécie, sendo os iões de m/z 703.5 e 761.6 os mais 

abundantes nas diversas condições. Uma vez mais a percentagem de cada espécie mostra-se 

bastante semelhante nas diferentes condições em análise. Curiosamente o ião de m/z 761.6 

mostrou ser constituído somente por ácidos gordos saturados, como é possível confirmar pela 

tabela 2.3, o que torna bastante interessante o facto de ser a espécie SM mais abundante nas 

diferentes condições em estudo.  
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2.4.6.4 Análise do perfil de PE 

A classe de fosfolípido PE é das mais abundantes em membranas biológicas, A PE ioniza 

preferencialmente no modo negativo formando iões [𝑀 − 𝐻]−, os quais se encontram 

representados na figura que se segue (Figura 2.21). 

 

Figura 2.21: Espetro HPLC-MS evidenciando os iões [𝑀 − 𝐻]−da classe PE formados pela análise no modo 

negativo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 

respetivo valor de m/z. O ião de m/z 634.4 corresponde ao padrão PE(14:0/14:0) adicionado previamente à 

amostra. Estrutura generalizada da classe PE (na figura: canto superior direto). 

As espécies moleculares, pertencentes à classe PE, mais abundantes foram identificadas, 

e analisadas quanto ao número de carbonos e insaturações e às possíveis combinações de ácidos 

gordos (Tabela 2.4). À semelhança do obtido previamente para a classe PC, foi possível a 

identificação de espécies alquenil assim como espécies diacil. As espécies identificadas foram 

posteriormente quantificadas em termos de percentagem relativa em relação ao somatório de 

todas as espécies PE (Figura 2.22). 

Tabela 2.4: Identificação dos iões [𝑀 − 𝐻]− da classe PE observados no espetro HPLC-MS das células (não) 

tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para determinação da sua 

composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; N: número de 

ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 

PE 

Espécies diacil Espécies alquenil 

m/z [M-H]- C:N Ácidos gordos m/z [M-H]- C:N Ácidos gordos 

688.4 32:1 
14:0/18:1 

700.3 34:1 

P-14:0/20:1 

16:0/16:1 P-16:0/18:1 

714.5 34:2 
16:0/18:2 P-18:0/16:1 

16:1/18:1 

722.4 36:5 

O-14:0/22:5 

716.3 34:1 

14:0/20:1 O-16:1/20:4 

16:0/18:1 O-18:2/18:3 

18:0/16:1 724.4 36:4 O-14:1/22:3 
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718.3 34:0 16:0/18:0 O-16:0/20:4 

740.4 36:3 

14:0/22:3 O-16:1/20:3 

16:0/20:3 O-18:3/18:1 

16:1/20:2 O-18:2/18:2 

18:1/18:2 

726.5 36:3 

O-14:1/22:2 

742.4 36:2 

14:0/22:2 O-16:0/20:3 

14:1/22:1 O-16:1/20:2 

16:0/20:2 O-18:0/18:3 

16:1/20:1 O-18:1/18:2 

18:0/18:2 

728.5 36:2 

O-16:0/20:2 

18:1/18:1 O-16:1/20:1 

744.4 36:1 
16:0/20:1 O-18:0/18:2 

18:0/18:1 O-18:1/18:1 

746.4 36:0 18:0/18:0 

746.4 

38:7 
O-16:1/22:6 

762.2 38:6 

16:0/22:6 O-18:2/20:5 

18:1/20:5 
38:6 

P-18:1/20:5 

18:2/20:4 P-18:2/20:4 

764.3 38:6 

16:0/22:5 

748.4 
38:6 

O-16:0/22:6 

16:1/22:4 O-16:1/22:5 

18:1/20:4 O-18:1/20:5 

18:2/20:3 O-18:2/20:4 

766.4 38:4 

16:0/22:4 38:5 P-18:1/20:4 

16:1/22:3 

750.4 

38:5 

O-16:0/22:5 

18:0/20:4 O-16:1/22:4 

18:1/20:3 O-18:1/20:4 

18:2/20:2 

38:4 

P-18:0/20:4 

768.4 38:3 

16:0/22:3 P-18:1/20:3 

16:1/22:2 P-18:2/20:2 

18:0/20:3 

752.9 

38:4 

O-16:0/22:4 

18:1/20:2 O-18:0/20:4 

18:2/20:1 O-18:1/20:3 

792.4 40:5 

18:0/22:5 O-18:2/20:2 

18:1/22:4 

38:3 

P-18:2/20:1 

18:2/22:3 P-16:0/22:3 

20:0/20:5 P-18:0/20:3 

20:1/20:4 P-18:1/20:2 

20:2/20:3 

774.4 
40:6 

O-18:0/22:6 

794.3 40:4 

18:1/22:3 O-18:1/22:5 

20:0/20:4 40:5 P-18:0/22:5 

20:1/20:3 

782.3 
40:3 

O-18:0/22:3 

20:2/20:2 O-18:1/22:2 

826.3 44:2 
18:0/24:2 O-18:2/22:1 

18:1/24:1 40:2 P-18:0/22:2 
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20:1/22:1 P-18:1/22:1 

 

 

Figura 2.22: Efeito do stress do retículo no perfil de PE. Percentagem relativa dos iões [𝑀 − 𝐻]−  da classe 

PE presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação 

determinou-se a percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os 

resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas 

independentes (N=3). * p < 0.05 tunicamicina versus controlo, ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, *** 

p < 0.005 tunicamicina versus controlo, **** p < 0.001 tunicamicina versus controlo, # p < 0.05 7-

cetocolesterol versus controlo, ## p < 0.01 7-cetocolesterol versus controlo, ### p < 0.005 7-cetocolesterol 

versus controlo, #### p < 0.001 7-cetocolesterol versus controlo 
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Para a classe PE já parecem existir diferenças mais acentuadas na abundância relativa nos 

iões identificados nas diferentes condições em estudo, nomeadamente no ião de maior 

abundância, m/z 716.3, cuja abundância parece aumentar significativamente nas células em 

stress do retículo, principalmente em resultado do tratamento com 7-cetocolesterol. 

Curiosamente as espécies constituídas por ácidos gordos de menor número de carbonos e de 

insaturações aparentam ser mais abundantes nas células não tratadas (controlo) ao passo que as 

espécies compostas por ácidos gordos de cadeia longa encontram-se aumentadas nas células em 

stress do retículo. Tais resultados parecem sugerir o favorecimento da elongação e da poli-

insaturação dos ácidos gordos das espécies PE face à ocorrência de stress do retículo. 

2.4.6.5 Análise do perfil de LPE 

A classe de fosfolípido LPE mostrou ser das classes menos abundantes nos extratos 

lipídicos totais. De facto a identificação das espécies moleculares constituintes desta classe só 

foi possível nas células tratadas devido à sua escassa abundância nas células não tratadas 

(controlo). A LPE ioniza preferencialmente no modo negativo formando os iões [𝑀 − 𝐻]− 

representados na figura que se segue (Figura 2.23).  

  

Figura 2.23: Espetro HPLC-MS evidenciando os iões [𝑀 − 𝐻]−da classe LPE formados pela análise no modo 

negativo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 

respetivo valor de m/z. Estrutura generalizada da classe LPE (na figura: canto superior direto).  

As espécies LPE foram identificadas e analisadas quanto ao número de carbonos e 

insaturações e ao ácido gordo constituinte (Tabela 2.5). Como etapa seguinte determinou-se a 

percentagem relativa de cada uma das espécies identificadas (Figura 2.24). 
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Tabela 2.5: Identificação dos iões [𝑀 − 𝐻]− da classe LPE observados no espetro HPLC-MS das células (não) 

tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para determinação da sua 

composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; N: número de 

ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 

LPE 

m/z [M-H]+ Ácido gordo 

450.2 16:1 

478.3 18:1 

498.2 20:5 

500.2 20:4 

502.2 20:3 

524.2 22:6 

526.2 22:5 

528.2 22:4 

 

 

Figura 2.24: Efeito do stress do retículo no perfil de LPE. Percentagem relativa dos iões [𝑀 − 𝐻]−  da classe 

LPE presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação 

determinou-se a percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os 

resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas 

independentes (N=3). ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, *** p < 0.005 tunicamicina versus controlo, # 

p < 0.05 7-cetocolesterol versus controlo, ## p < 0.01 7-cetocolesterol versus controlo 
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Ao contrário do observado para as classes anteriores, para a LPE parecem existir 

diferenças significativas na percentagem relativa das espécies nas diferentes condições em 

estudo. De facto parece existir uma diminuição generalizada da abundância de cada espécie nas 

células em stress do retículo em comparação com as células não tratadas (controlo). 

Curiosamente os iões de m/z 450.2 e 478.3 constittuídos pelos ácidos gordos C16:1 e C18:1, 

respetivamente, apresentam uma menor abundância nas células tratadas, o que parece suportar a 

diminuição da percentagem de ácidos gordos insaturados notada anteriormente no subcapítulo 

2.4.3. O aumento significativo das espécies LPE, a par do aumento anteriormente observado 

para a classe LPC, nas células em stress do retículo parece evidenciar uma vez mais a 

importância dos lisofosfolípidos em situações de stress, possivelmente por associação a 

processos inflamatórios ou remodelação na síntese de fosfolípidos. 

2.4.6.6 Análise do perfil de PS 

A classe de fosfolípido PS representa um componente essencial da membrana de uma 

grande variedade de organismos onde apresenta importantes funções regulatórias. A sua análise 

no modo negativo originou iões [𝑀 − 𝐻]−, os quais se encontram representados na figura que 

se segue (Figura 2.25). 

 

Figura 2.25: Espetro HPLC-MS evidenciando os iões [𝑀 − 𝐻]−da classe PS formados pela análise no modo 

negativo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 

respetivo valor de m/z. O ião de m/z 678.3 corresponde ao padrão PS(14:0/14:0).  Estrutura generalizada da 

classe PS (na figura: canto superior direto).  

A identificação das espécies diacil da classe PS mais abundantes (Tabela 2.6) foi procedida 

pela determinação da percentagem relativa de cada uma das espécies identificadas (Figura 2.26). 
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Tabela 2.6: Identificação dos iões [𝑀 − 𝐻]− da classe PS observados no espetro HPLC-MS das células (não) 

tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para determinação da sua 

composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; N: número de 

ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 

PS 

m/z [M-H]- C:N Ácidos gordos 

760.4 34:1 

14:0/20:1 

16:0/18:1 

16:1/18:0 

762.3 34:2 16:0/18:0 

782.4 36:4 
16:0/20:4 

16:1/20:3 

786.4 36:2 

16:0/20:2 

16:1/20:1 

18:0/18:2 

18:1/18:1 

788.4 36:1 

14:0/22:1 

14:1/22:1 

16:0/20:1 

16:1/20:0 

18:0/18:1 

790.4 36:0 
16:0/20:0 

18:0/18:0 

810.4 38:4 
18:0/20:4 

18:1/20:3 

812.3 38:3 

18:0/20:3 

18:1/20:2 

18:2/20:1 

816.4 38:1 

16:0/22:1 

16:1/22:0 

18:0/20:1 

18:1/20:0 

832.3 40:7 
18:1/22:6 

18:2/22:5 

834.3 40:6 18:0/22:6 

836.4 40:5 

18:0/22:5 

18:1/22:4 

20:0/20:5 

20:1/20:4 

20:2/20:3 

838.3 40:4 

18:0/22:4 

18:1/22:3 

20:0/20:4 
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20:1/20:3 

20:2/20:2 

 

 

Figura 2.26: Efeito do stress do retículo no perfil de PS. Percentagem relativa dos iões [𝑀 − 𝐻]−  da classe PS 

presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação 

determinou-se a percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os 

resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas 

independentes (N=3). * p < 0.05 tunicamicina versus controlo, ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, # p 

< 0.05 7-cetocolesterol versus controlo, ## p < 0.01 7-cetocolesterol versus controlo 

À semelhança do mencionado anteriormente para outras classes de fosfolípidos, apesar da 

diferença visível na abundância relativa entre espécies moleculares representadas, a percentagem 

de cada espécie PS é bastante semelhante nas diferentes condições em análise. Os iões de m/z 

788.4, 834.3 e 836.4 mostraram ser os mais abundantes, apesar da aparente diminuição da sua 

percentagem relativa nas células em stress do retículo. Considerando a importância desta classe 

no processo apoptótico [68, 123], salientada anteriormente no Subcapítulo 2.4.4, o facto da 

quantidade e espécies de PS ser semelhante nas várias condições reforça os anteriores resultados 

em que se verificou que os estímulos nas concentrações utilizadas não induzem apoptose.  
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2.4.6.7 Análise do perfil de PI 

A classe de fosfolípido PI representa uma das classes menos abundante nas membranas 

biológicas onde se apresenta como substrato para uma variedade de enzimas envolvidas na 

sinalização celular. A sua análise no modo negativo originou os iões [𝑀 − 𝐻]− representados na 

figura que se segue (Figura 2.27). 

 

 

Figura 2.27: Espetro HPLC-MS evidenciando os iões [𝑀 − 𝐻]−da classe PI formados pela análise no modo 

negativo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 

respetivo valor de m/z. Estrutura generalizada da classe PI (na figura: canto superior direto). 

As espécies moleculares, pertencentes à classe PI, mais abundantes foram identificadas, e 

analisadas quanto ao número de carbonos e insaturações e às possíveis combinações de ácidos 

gordos (Tabela 2.7). Posteriormente determinou-se a abundância relativa de cada uma das 

espécies identificadas (Figura 2.28). 

Tabela 2.7: Identificação dos iões [𝑀 − 𝐻]− da classe PI observados no espetro HPLC-MS das células (não) 

tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para determinação da sua 

composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; N: número de 

ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 

PI 

m/z [M-H]- C:N Ácidos gordos 

835.5 34:1 
16:0/18:1 

16:1/18:0 

861.5 36:2 

16:0/20:2 

16:1/20:1 

18:0/18:2 

18:1/18:1 

863.6 36:1 

14:0/22:1 

16:0/20:1 

16:1/20:0 
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18:0/18:1 

865.5 36:0 18:0/18:0 

883.5 38:5 

16:0/22:5 

16:1/22:4 

18:0/20:5 

18:1/20:4 

18:2/20:3 

885.5 38:4 

16:0/22:4 

16:1/22:3 

18:0/20:4 

18:1/20:3 

18:2/20:2 

887.5 38:3 

16:0/22:3 

18:0/20:3 

18:1/20:2 

18:2/20:1 

889.5 38:2 

16:0/22:2 

18:0/20:2 

18:1/20:1 

 

 

Figura 2.28: Efeito do stress do retículo no perfil de PI. Percentagem relativa dos iões [𝑀 − 𝐻]− da classe PI 

presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação 

determinou-se a percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os 
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resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas 

independentes (N=3). ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, *** p < 0.005 tunicamicina versus controlo, # 

p < 0.05 7-cetocolesterol versus controlo, ## p < 0.01 7-cetocolesterol versus controlo, ### p < 0.005 7-

cetocolesterol versus controlo, #### p < 0.001 7-cetocolesterol versus controlo 

À semelhança do que foi observado anteriormente para outras classes de fosfolípidos, 

apesar da diferença visível na abundância relativa entre espécies moleculares representadas, a 

percentagem de cada espécie é bastante semelhante nas diferentes condições em análise. Os iões 

de m/z 861.5, 885.5 e 887.5 mostraram ser os mais abundantes, sendo visível, de modo geral, a 

diminuição da sua abundância relativa nas células em stress do retículo. De modo geral parece 

haver uma diminuição desta classe nas células estimuladas com 7-cetocolesterol. A diminuição 

observada poderá ser devida à fosforilação das espécies PI em fosfoinositídeos, os quais 

representam uma pequena fração dos fosfolípidos presentes na célula onde se mostram 

responsáveis pela regulação do tráfego de vesículas e do metabolismo e distribuição de lípidos 

[127]. A desregulação do metabolismo de fosfoinositídeos encontra-se associado a diversos 

estados de doença [128, 129]. Curiosamente o estudo de Kang e seus colaboradores mostrou o 

envolvimento da enzima fosfoinositídeos-3-quinase, a qual catalisa a síntese de fosfoinositol-

3,4,5-trifosfato, na migração de células do músculo liso induzida pelo 7-cetocolesterol no âmbito 

da aterosclerose [130], o que poderá suportar os resultados obtidos neste trabalho. Por sua vez o 

estudo de Rodriguez e seus colaboradores mostrou o envolvimento da enzima anteriormente 

mencionada na inflamação induzida pelo tratamento de células ARPE-19 com 7-cetocolesterol 

[131]. 

2.4.6.8 Análise do perfil de PG 

A classe de fosfolípido PG representa um dos constituintes menos abundantes das 

membranas biológicas, onde parece atuar como percursor para a cardiolipina. Segue-se a 

representação gráfica dos iões [𝑀 − 𝐻]− constituintes desta classe (Figura 2.29).  

 

Figura 2.29: Espetro HPLC-MS evidenciando os iões [𝑀 − 𝐻]−da classe PG formados pela análise no modo 

negativo do extrato lipídico total das células não tratadas (controlo). O espetro encontra-se representado em 

termos de abundância relativa de cada ião, em relação ao mais abundante considerado 100%, em função do 
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respetivo valor de m/z. O ião de m/z 665.4 corresponde ao padrão PG(14:0/14:0).  Estrutura generalizada da 

classe PG (na figura: canto superior direto). 

As espécies moleculares, pertencentes à classe PG, mais abundantes foram identificadas, 

e analisadas quanto ao número de carbonos e insaturações e às possíveis combinações de ácidos 

gordos (Tabela 2.8). Seguidamente determinou-se a abundância relativa de cada uma das 

espécies identificadas (Figura 2.30). 

Tabela 2.8: Identificação dos iões [𝑀 − 𝐻]− da classe PG observados no espetro HPLC-MS das células (não) 

tratadas, com base no valor de m/z e na interpretação do respetivo espetro MS/MS para determinação da sua 

composição em ácidos gordos. C: número total de carbonos nas cadeias de ácidos gordos; N: número de 

ligações duplas nas cadeias de ácidos gordos. 

PG 

m/z [M-H]- C:N Ácidos gordos 

715.4 32:3 
14:1/18:2 

16:1/16:2 

747.4 34:1 

14:0/20:1 

16:0/18:1 

16:1/18:0 

773.4 36:2 
16:1/20:1 

18:1/18:1 

775.5 36:1 

14:0/22:1 

14:1/22:0 

16:0/20:1 

16:1/20:0 

18:0/18:1 

797.4 38:4 

16:0/22:4 

16:1/22:3 

18:1/20:3 

18:2/20:2 

799.4 38:3 

16:0/22:3 

18:0/20:3 

18:1/20:2 

18:2/20:1 

801.5 38:2 

16:0/22:2 

16:1/22:1 

18:0/20:2 

18:1/20:1 

819.4 40:7 18:1/22:6 
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Figura 2.30: Efeito do stress do retículo no perfil de PG. Percentagem relativa dos iões [𝑀 − 𝐻]− da classe PG 

presentes no extrato lipídico das células RAW 264.7 não tratadas (na figura, Controlo) e das células 

estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) ou 7-

cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7-Cetocolesterol 15 g/mL). Após a identificação 

determinou-se a percentagem relativa de cada espécie para as condições experimentais em estudo. Os 

resultados encontram-se representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas 

independentes (N=3). * p < 0.05 tunicamicina versus controlo, ** p < 0.01 tunicamicina versus controlo, *** 

p < 0.005 tunicamicina versus controlo, # p < 0.05 7-cetocolesterol versus controlo, ## p < 0.01 7-cetocolesterol 

versus controlo 

De modo geral, parece haver diminuição da abundância relativa das diversas espécies de 

PG identificadas nas células em stress do retículo em comparação com as células não tratadas, 

nomeadamente do ião de m/z 773.4 constituído pelo ácido gordo insaturado C18:1, como seria 

espectável. Adicionalmente as espécies contendo ácidos gordos com menor número de carbonos 

e de insaturações parecem ser mais abundantes nas células (não) tratadas em comparação com 

os iões correspondentes a ácidos gordos de maior número de carbonos.    

2.4.7 Quantificação de hidroperóxidos lipídicos por FOX II 

A diminuição da percentagem relativa de ácidos gordos insaturados obtida pela análise 

por GC-MS assim como a diminuição generalizada das espécies moleculares contendo ácidos 

gordos insaturados analisada por HPLC-MS sugerem estar a ocorrer a modificação dos mesmos, 

nomeadamente por oxidação, nas células em stress do retículo. Assim sendo, como etapa 

seguinte, avaliou-se a formação de hidroperóxidos lipídicos, os primeiros produtos que se 
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formam em resultado da oxidação dos ácidos gordos insaturados [132]. A monitorização do 

efeito do stress do retículo endoplasmático na formação de hidroperóxidos lipídicos foi 

conseguido por recurso ao método de FOX II, tendo a análise sido efetuada nos extratos lipídicos 

totais correspondentes às diversas concentrações e aos diferentes tempos de exposição aos 

estímulos em estudo. Os resultados foram obtidos em termos de g de hidroperóxidos lipídicos 

(LOOH) por g de fosfolípido (Figura 2.31). 

 

Figura 2.31: Efeito da tunicamicina e do 7-cetocolesterol na peroxidação lipídica. Quantidade de 

hidroperóxidos lipídicos (LOOH, g) por cada g de fosfolípido presente no extrato das células RAW 264.7 

(não) tratadas (na figura, Controlo). Por recurso ao método de FOX II avaliou-se a formação de hidroperóxidos 

lipídicos em células não tratadas (na figura, Controlo) e estimuladas com tunicamicina na concentração 2 

g/mL (na figura, Tun 2 g/mL) e 0.5 g/mL, esta última durante 24 horas (na figura, Tun 0.5 g/mL 24H) 

ou 8 horas (na figura, Tun 0.5 g/mL 8H) de exposição, ou expostas a 7-cetocolesterol na concentração 20 

g/mL (na figura, 7CC 20 g/mL) e 15 g/mL (na figura, 7CC 15 g/mL). Os resultados encontram-se 

representados em termos de média ± desvio padrão de três amostras biológicas independentes (N=3). * p < 

0.05 versus controlo, ## p < 0.01 8H versus 24H 

Como é possível constatar pela análise da figura 2.31 a formação de hidroperóxidos 

lipídicos nas células em stress do retículo é bastante dependente do tipo, concentração e tempo 

de exposição ao estímulo utilizado. Para as células tratadas com tunicamicina, dependendo da 

concentração e tempo de exposição aplicados, é possível verificar tanto o aumento como a 

diminuição da quantidade de hidroperóxidos lipídicos formados. Começando pelo efeito da 

concentração, as células tratadas com tunicamicina na concentração 2 g/mL apresentam uma 

maior quantidade de hidroperóxidos lipídicos em comparação com as células expostas à 

concentração inferior de 0.5 g/mL durante o mesmo tempo de 24 horas. Tais resultados 

encontram-se de acordo com o esperado uma vez que a tunicamicina não é um indutor direto de 

stress oxidativo e o aumento da peroxidação lipídica, em consequência do aumento da formação 

0.0000

0.0100

0.0200

0.0300


g
  
L

O
O

L
/

g
 F

o
sf

o
lí

p
id

o

Controlo Tun  

2g/mL 

Tun  

0.5g/mL 
24H 

 

Tun  

0.5g/mL 
8H 

 

7CC  

20g/mL 

7CC  

15g/mL 

* 

* 

* 

## 



Capítulo 2                                                                 Efeito do stress do retículo no perfil lipídico  

 
 

78 
 

de ROS, ocorre numa fase mais tardia, provavelmente na sequência da disfunção mitocondrial 

(revisto em [45, 133]). Assim sendo a formação de hidroperóxidos parece ser potenciada com 

concentrações mais elevadas de tunicamicina. Curiosamente, as células tratadas com 

tunicamicina (0.5 g/mL) durante somente 8 horas produzem quantidades de hidroperóxidos 

lipídicos bastante inferiores aos níveis observados para as células não tratadas (controlo). A 

explicação pode residir no facto da ocorrência de stress do retículo moderado, e, consequente, 

ativação da UPR, resultar no aumento da transcrição de genes contendo elementos de resposta 

antioxidante no seu promotor, os quais parecem favorecer os sistemas antioxidantes da célula e 

suprimir os processos oxidativos [134-136]. A transcrição destes genes é mediada pelo fator de 

transcrição Nrf2, o qual é ativado durante a UPR por fosforilação dependente da PERK. Diehl e 

seus colaboradores mostraram que o tratamento de células Nrf2-/- com tunicamicina resulta na 

apoptose das mesmas [137]. Estes genes apresentam níveis máximos de expressão nas primeiras 

horas após a indução de stress do retículo com a sua expressão a manter-se a um nível basal nas 

horas procedentes, o que parece explicar o facto das células tratadas com a concentração inferior 

de tunicamicina durante somente 8 horas apresentarem níveis bastante baixos de hidroperóxidos 

lipídicos formados mas o mesmo não se verificar para as células tratadas com a mesma 

concentração durante 24 horas. 

Para as células tratadas com 7-cetocolesterol, a concentração inferior parece potenciar 

ainda mais a formação de hidroperóxidos lipídicos em comparação com a concentração mais 

elevada do estímulo. Os hidroperóxidos lipídicos são os primeiros que se formam durante a 

peroxidação lipídica sendo rapidamente degradados em produtos de oxidação mais avançados 

[132]. Assim sendo, a menor quantidade de hidroperóxidos lipídicos que parece formar-se 

aquando do tratamento com concentrações mais elevadas de 7-cetocolesterol pode, na verdade, 

ser devida à sua conversão em produtos de oxidação mais avançados, e não a uma menor 

formação. Uma vez que o 7-cetocolesterol consiste num oxisterol capaz de induzir stress do 

retículo ao favorecer a formação de ROS e interferir com a regulação do estado redox [138-140], 

essa parece ser a explicação mais plausível para os resultados obtidos. 

2.4.8 Avaliação da formação de ROS 

Uma vez que a indução de stress do retículo endoplasmático nas células RAW 264.7 

resultou no aumento da peroxidação lipídica, avaliado pela formação de hidroperóxidos 

lipídicos, pensou-se ser relevante complementar esses resultados com a avaliação do nível de 

stress oxidativo nas células tratadas. Para tal tratou-se as células com tunicamicina (0.5 g/mL) 

ou 7-cetocolesterol (15 g/mL) durante 4, 8 e 24 horas e avaliou-se a formação de ROS por 

microscopia de fluorescência com a sonda CellROX Green (Figura 2.32). De forma sucinta esta 

sonda não emite fluorescência quando no estado reduzido, no entanto a sua oxidação por radicais 

peróxidos ou pelo radical hidroxilo resulta na sua ligação ao DNA e na emissão de fluorescência.  
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Figura 2.32: Efeito da tunicamicina e do 7-cetocolesterol na formação de ROS. As células RAW 264.7 foram 

mantidas sem tratamento (na figura, 0h (Controlo)) ou estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 

g/mL (na figura, Tun 0.5 g/mL) ou 7-cetocolesterol na concentração 15 g/mL (na figura, 7CC 15 g/mL) 

durante 4h, 8h e 24 horas. Os níveis de ROS foram determinados por microscopia de fluorescência com a sonda 

CellROX Green. A presença de ROS resulta na oxidação da sonda com emissão de um sinal fluorescente 

marcado a cor verde.  

O tratamento das células com tunicamicina ou 7-cetocolesterol resulta no aumento 

substancial da formação de ROS como é possível constatar pela observação da figura 2.32 supra 

representada. Embora ambos os estímulos induzam stress oxidativo parecem fazê-lo com uma 

cinética diferente. Enquanto o 7-cetocolesterol provoca um rápido aumento de ROS logo nas 

primeiras horas de exposição (4 horas), o tratamento com tunicamicina resulta na acumulação 

destas espécies de forma mais lenta e gradual. Tais resultados suportam os da formação de 

hidroperóxidos lipídicos obtidos anteriormente no presente trabalho (Subcapítulo 2.4.7), e 

encontram-se de acordo com vários estudos anteriormente publicados. Ranelletti e seus 

colaboradores mostraram que o tratamento de células THP-1 com concentrações crescentes de 

7-cetocolesterol resulta no aumento significativo da formação de ROS [139]. A monitorização 

da formação de ROS em macrófagos tratados com 7-cetocolesterol por microscopia de 

fluorescência com o reagente CellROX Green, análogo ao efetuado neste trabalho, mostrou 

igualmente o aumento da formação destas espécies, segundo Tabas e seus colaboradores [141]. 

Por sua vez, foi igualmente demonstrado que o tratamento de células THP-1 com tunicamicina 

(5 g/mL) durante 24 horas resulta no aumento significativo da formação de ROS [97]. Nos 

últimos anos várias evidências têm demonstrado uma estreita inter-relação entre o stress 

oxidativo, o stress do retículo e o desenvolvimento de doenças inflamatórias crónicas, 

metabólicas e neurodegenerativas (revisto em [45, 133]). Se por um lado a produção exacerbada 

de ROS pode, direta e/ou indiretamente, afetar a homeostasia do retículo endoplasmático, 

perturbações no correto enovelamento de proteínas podem provocar alterações no estado redox 

da célula através da indução da produção de ROS mitocondriais (revisto em [45, 133]). 
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Atendendo à cinética da acumulação de ROS e à indução de marcadores de stress do 

retículo observada para a tunicamicina e o 7-cetocolesterol, é possível especular que para a 

tunicamicina a rápida e efetiva alteração da homeostasia do retículo origina o extravasamento de 

Ca2+, o qual afeta a função mitocondrial levando a um gradual aumento da produção de ROS. 

Por outro lado, no caso do 7-cetocolesterol, a rápida indução de stress oxidativo observada para 

tempos de exposição curtos (Figura 2.32) juntamente com uma indução mais tardia dos 

marcadores de stress do retículo (Figura 2.2) parece indicar que neste caso seria a acumulação 

de ROS a estar, pelo menos parcialmente, na origem da alteração da homeostasia do retículo 

endoplasmático. 

2.4.9 Análise da expressão de genes implicados no metabolismo 

lipídico por PCR 

Como demonstrado nos capítulos precedentes o stress do retículo endoplasmático parece 

interferir com o metabolismo lipídico das células. De modo a permitir uma melhor compreensão 

das alterações observadas ao nível do perfil de classes de fosfolípidos e de ácidos gordos 

selecionou-se um conjunto de genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo lipídico 

a fim de analisar a variação da sua expressão face à ocorrência de stress do retículo. 

Sucintamente, as células RAW 264.7 foram expostas às concentrações mais baixas dos indutores 

de stress em estudo, as quais se mostrou anteriormente induzir alterações mais exacerbadas no 

perfil lipídico, durante 4 ou 24 horas, e analisou-se a transcrição de genes selecionados por qPCR 

(Figura 2.33). Os valores de variação da expressão génica em relação às células não tratadas 

(controlo) encontram-se igualmente representados na tabela 0.1 do Anexo 1.  
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Figura 2.33: Efeito da tunicamicina e do 7-cetocolesterol na transcrição de genes envolvidos no metabolismo 

lipídico. Representação na forma de Heat Map do perfil de variação da transcrição génica nas células tratadas 

com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL durante 4 (na figura, Tun 4H) e 24 horas (na figura, Tun 24H), 

ou com 7-cetocolesterol na concentração 15 g/mL durante 4 (na figura, 7CC 4H) e 24 horas (na figura, 7CC 

24H). A variação da expressão génica encontra-se representada sob a forma do Log2 da variação em relação 

às células não tratadas (controlo) para três amostras biológicas independentes de cada condição experimental 

em análise.  

De modo a simplificar a visualização dos resultados de variação da expressão génica 

optou-se pela sua representação na forma de mapa de calor (Heat Map) no qual os valores são 

representados enquanto cores. No entanto os valores de variação da expressão génica em relação 

às células não tratadas (controlo) encontram-se igualmente representados na tabela 0.1 do Anexo 

1. Na figura 2.33 encontram-se representadas de forma independente as três amostras para cada 

N1      N2      N3 N1      N2      N3 N1      N2      N3 N1      N2      N3 

Abcg 

Abca 

Fasn 

Orl1 

Pemt 

Pla2g4a 

Pla2g4b 

Pla2g4f 

Srebf 

Fabp4 

Pcyt1a 

Tun 4H Tun 24H 7CC 24H 7CC 4H 

Variação da expressão (Log2) 

  -1.5                    0                     1.5                  3                      4.5   
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condição experimental, em oposição à média, de forma a poder ficar patente a variabilidade da 

resposta biológica entre as diversas réplicas. Como é possível constatar, a variação da expressão 

é relativamente semelhante entre as réplicas biológicas, exceção feita para o gene Pcyat1 que 

nas células tratadas com 7-cetocolesterol (15 g/mL) durante 24 horas aumenta nas três réplicas 

biológicas mas em magnitudes distintas.  

A variação da expressão génica mostra ser dependente do tempo de exposição das células 

aos estímulos em estudo, o pode sugerir a diferente modelação do metabolismo lipídico em 

estágios distintos da UPR. A variação da expressão génica parece ser igualmente dependente do 

indutor de stress do retículo usado, nomeadamente para os genes Abca, Abcg, Orl1 e Fabp4. Os 

genes Abca e Abcg codificam para a família de transportadores ABC, responsáveis pelo efluxo 

de colesterol nas células. No presente trabalho a indução de stress do retículo pelo tratamento 

das células RAW 264.7 com tunicamicina resultou na diminuição da sua expressão. Tais 

resultados mostram ser concordantes com estudos prévios nos quais a indução de stress do 

retículo pelo tratamento com tunicamicina resultou em repercussões ao nível do efluxo de 

colesterol por diminuição da expressão da proteína ABCA1 [94, 142]. Curiosamente para as 

células tratadas com 7-cetocolesterol a diminuição dos níveis de mRNA dos genes Abca e Abcg 

verifica-se somente às 24 horas, observando-se inicialmente um aumento acentuado da sua 

transcrição para o tempo de exposição de 4 horas. No contexto da doença aterosclerótica, a 

diminuição da transcrição dos genes Abca e Abcg sugere a desregulação do metabolismo de 

colesterol, impedindo o seu efluxo e favorecendo a formação de células espumosas. Por sua vez 

o aumento de transcrição observado para as células tratadas com 7-cetocolesterol poderá sugerir 

a tentativa da célula em promover o seu efluxo visto tratar-se de um derivado do colesterol [143]. 

No entanto, é conhecido o efeito deste oxiesterol na supressão do efluxo de colesterol [99, 144], 

o que pode explicar os resultados obtidos no presente trabalho no que respeita à diminuição da 

transcrição dos genes Abca e Abcg para as células tratadas com 7-cetocolesterol durante 24 horas 

comparativamente às 4 horas de exposição. Assim, apesar de numa primeira fase parecer haver 

um aumento acentuado da transcrição destes genes, esta tendência é revertida nas horas 

procedentes. Relativamente ao gene Srebf, envolvido no metabolismo de colesterol, vários 

trabalhos anteriores demonstraram o aumento da sua ativação em resposta ao stress do retículo 

[142, 145, 146]. No entanto, no presente trabalho, é possível observar a diminuição da sua 

transcrição nas diversas condições experimentais em estudo. De forma semelhante seria 

igualmente espectável a variação positiva da expressão do gene Fasn codificante para a enzima 

responsável pela síntese de ácidos gordos de cadeia longa. Diehl e seus colaboradores mostraram 

a relevância do sensor PERK na regulação do metabolismo lipídico uma vez que a sua deleção 

inibe a expressão da enzima FAS [73]. Por sua vez, o aumento de expressão observado para o 

gene Fabp4 nas células estimuladas com 7-cetocolesterol (15 g/mL) em função do tempo de 

exposição correlaciona-se com a literatura existente uma vez que a sua expressão parece 

favorecer a formação de células espumosas e a sua inibição aumenta o efluxo de colesterol e a 
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expressão do transportador ABCA [147]. Hotasmisligil e seus colaboradores mostraram a 

atenuação da indução de stress do retículo em macrófagos Fabp4-/- [96], o que suporta de certa 

forma os resultados obtidos no presento estudo no que respeita ao aumento da transcrição do 

gene Fabp4 face à ocorrência de stress do retículo. O visível aumento da transcrição do gene 

Fabp4 nas células tratadas com 7-cetocolesterol, particularmente para tempos de exposição mais 

longos (24 horas) encontra-se em conformidade com o reportado na literatura existente [138, 

140]. O 7-cetocolesterol, à semelhança de outros oxisteróis, atua como ligando dos recetores 

LXR, ativando, desta forma, a transcrição de inúmeros genes, entre os quais o gene Fabp4 [148]. 

No que respeita ao gene Olr1, é possível constatar pela observação da figura 2.33 o aumento da 

sua transcrição face à ocorrência de stress do retículo, particularmente nas células tratadas com 

7-cetocolesterol. Visto este gene codificar para o recetor de oxLDL semelhante à lectina 1 (LOX-

1, do inglês Lectin-like Oxidized Low Density Lipoprotein Receptor-1), os resultados alcançados 

mostram-se bastante pertinentes no contexto da doença aterosclerótica uma vez que sugerem o 

favorecimento da captação de partículas de oxLDL pelos macrófagos em stress do retículo. A 

formação e posterior acumulação de 7-cetocolesterol [63, 90, 99] assim como a expressão do 

recetor LOX1 ao nível das lesões ateroscleróticas encontram-se bem documentadas na literatura 

[149, 150]. Deste modo, e atendendo aos resultados obtidos, o 7-cetocolesterol pode, através do 

aumento da transcrição de LOX1, potenciar a captação de oxLDL pelos macrófagos na íntima 

levando a um aumento na formação de células espumosas e, por consequência, a um 

agravamento do processo aterosclerótico. 

No presente trabalho avaliou-se igualmente a expressão de genes envolvidos na síntese de 

fosfolípidos, nomeadamente Pemt, Pcyt1a e diversas isoformas do gene Pla2g4. No caso do 

gene Pemt, codificante para a enzima responsável pela metilação de PE em PC, observou-se o 

aumento da sua expressão para as células tratadas durante 4 horas com ambos os indutores de 

stress, a qual diminui para tempos de exposição mais prolongados (24 horas). Tais resultados 

não parecem corroborar os reportados previamente nos quais se demonstrou a diminuição 

acentuada da percentagem relativa de PC nas células em stress do retículo em detrimento da 

diminuição pouco significativa da percentagem de PE (Subcapítulo 2.4.4). É ainda possível uma 

interpretação diferente dos resultados obtidos. Uma vez que a alteração da homeostasia do 

retículo compromete a síntese de PC, numa primeira fase pode dar-se a tentativa de repor essa 

classe de fosfolípidos por um mecanismo alternativo às expensas da conversão de PE. Contudo, 

o mecanismo pode não ser suficiente para restabelecer os níveis normais de PC da célula. 

Curiosamente, para o gene Pcyt1a envolvido na síntese de PC o tratamento das células com 

tunicamicina (0.5 g/mL) resultou na diminuição da sua expressão, o que parece corroborar a 

diminuição observada da percentagem de PC nas células em stress do retículo (Subcapítulo 

2.4.4). No entanto o tratamento com 7-cetocolesterol induziu a expressão do mesmo gene, o que 

poderá ser devido ao facto de haver uma maior adaptação do metabolismo lipídico por se tratar 

de um estímulo fisiológico e de menor severidade comparativamente à tunicamicina, ou até 
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mesmo pelo facto do 7-cetocolesterol ser um ligando de vários fatores de transcrição nucleares. 

No caso do gene Pla2g4, apesar da variação da expressão das isoformas Pla2g4b e Pla2g4f ter 

mostrado ser praticamente nula, para a isoforma Pla2g4a foi possível observar a sua indução 

para tempos de exposição mais prolongados (24 horas). Uma vez que o gene Pla2g4 codifica a 

família de fosfolipases PLA2, responsável pela hidrólise da cadeia de ácido gordo na posição 

sn2 de fosfolípidos, o seu aumento parece suportar os resultados reportados no presente trabalho 

no qual se demonstrou a diminuição da percentagem relativa de PC e PE com aumento dos 

respetivos lisofosfolípidos LPC e LPE (Subcapítulos 2.4.4 e 2.4.6).  

Os resultados aparentemente contraditórios debatidos no presente subcapítulo no que 

respeita ao aumento da síntese de PC em consequência da expansão do retículo como descrito 

na literatura poderão ser devidos ao facto do tempo de exposição das células aos indutores de 

stress do retículo serem insuficientes para a modelação significativa do metabolismo lipídico. 

Deste modo poderia ser de grande interesse o incremento do tempo de exposição das células 

diminuindo a concentração dos estímulos usados. Simultaneamente poderia mostrar-se vantajosa 

a análise da expressão de genes codificantes para enzimas envolvidas na elongação (elongases) 

e insaturação (desaturases) de ácidos gordos de forma a corroborar o efeito do stress do retículo 

no perfil de ácidos gordos do macrófago reportado no presente trabalho. 

2.5 Conclusões e diretrizes futuras  

Como um dos objetivos para o presente trabalho propôs-se avaliar os efeitos da indução 

de stress do retículo endoplasmático no perfil lipídico do macrófago. Os resultados alcançados 

evidenciaram a modelação do metabolismo lipídico pelo stress do retículo, sendo as alterações 

mais notáveis: 

 Modelação do perfil de classes de fosfolípidos, com ênfase para a diminuição significativa 

da classe PC e, concomitante, aumento da classe LPC; 

 Modificação do perfil de ácidos gordos com aumento do rácio saturados versus 

insaturados, nomeadamente ao nível dos ácidos gordos C16:0, C16:1, C18:0 e C18:1; 

 Alteração das espécies moleculares constituintes das principais classes de fosfolípidos do 

macrófago no que respeita à sua abundância; 

 Indução da peroxidação lipídica, contemplada pelo aumento da formação de 

hidroperóxidos lipídicos e corroborada pela produção de ROS; 

 Variação da expressão de genes envolvidos no metabolismo lipídico, nomeadamente ao 

nível do efluxo de colesterol e da formação de lisofosfolípidos. 

De modo geral, a remodelação do perfil lipídico do macrófago mostrou semelhanças entre 

os dois tipos de estímulos em estudo: tunicamicina (farmacológico) e 7-cetocolesterol 

(fisiológico), sendo as diferenças mais visíveis ao nível da peroxidação lipídica e da expressão 
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génica. O 7-cetocolesterol mostrou ser por si só um potente indutor de stress do retículo 

endoplasmático o que poderá ser encarado enquanto uma mais-valia na compreensão dos 

mecanismos subjacentes à doença aterosclerótica.  

Para uma melhor elucidação do papel do stress do retículo na remodelação do perfil 

lipídico propõe-se algumas diretrizes para futuros trabalhos, notavelmente: 

 Complementar a análise da variação da expressão génica estendendo a: 

i. Genes envolvidos na síntese de fosfolípidos, particularmente da PC uma vez que 

mostrou ser a principal classe afetada pelo stress do retículo; apesar do gene pcyt1a 

codificante para a enzima CCT ter já sido analisado no presente trabalho são várias 

as enzimas envolvidas na síntese de PC; 

ii. Genes codificantes para elongases e desaturases envolvidas no metabolismo de 

ácidos gordos; 

iii. Genes envolvidos na destoxificação celular e codificantes para sistemas 

antioxidantes; 

iv. Genes avaliadores do fenótipo do macrófago (M1/pró-inflamatório ou M2/anti-

inflamatório) face à ocorrência de stress do retículo endoplasmático; 

v. Genes codificantes para recetores envolvidos na captação de LDL, com ênfase para o 

recetor CD36. 

 Avaliar o papel das diversas vias de sinalização da UPR na remodelação do metabolismo 

lipídico do macrófago por recurso a inibidores específicos para cada via; 

 Relacionar as alterações observadas ao nível do metabolismo de fosfolípidos com o papel 

do retículo na síntese dos mesmos, direcionando o estudo para o retículo endoplasmático 

por fracionamento celular; 

 Averiguar a expansão da membrana do retículo em condições de stress, possivelmente 

através de uma análise dirigida para as enzimas envolvidas na síntese de PC; 

 Explorar o potencial de outros oxiesteróis na indução de stress do retículo e na 

remodelação do perfil lipídico no contexto da doença aterosclerótica. 
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Capítulo 3 

Contribuição dos fosfolípidos oxidados na 

indução de stress do retículo em macrófagos  

No presente capítulo explorou-se a contribuição dos fosfolípidos oxidados na indução de 

stress do retículo endoplasmático, e subsequente ativação da UPR, em macrófagos no contexto 

da doença aterosclerótica. Considerando o estado atual do conhecimento, elucidado com uma 

breve introdução teórica, propôs-se avaliar a capacidade do fosfolípido 1-palmitoil-2-linoleoil-

sn-glicero-3-fosfocolina (PLPC, do inglês 1-palmitoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine) oxidado na indução de stress do retículo em macrófagos. Devido à escassez de 

tempo os resultados alcançados mostram ser bastante precoces. Não obstante descreve-se neste 

capítulo a metodologia empregue assim como os resultados preliminares obtidos. Após a 

interpretação crítica dos mesmos, propõe-se algumas diretrizes para futuras explorações da 

temática.  

3.1 Introdução 

3.1.1 Os fosfolípidos oxidados e a sua importância biológica 

Os fosfolípidos compreendem a principal classe de lípidos mais abundante em todas as 

membranas biológicas. Em células eucarióticas a distribuição dos fosfolípidos mostra-se 

heterogénea, com as membranas dos diferentes organelos a apresentarem diferente composição 

em fosfolípidos assim como diferente distribuição por parte dos mesmos (revisto em [151]). Os 

fosfolípidos derivam do glicerol, denominando-se de glicerofosfolípidos, ou da esfingosina, 

tratando-se, assim, de esfingolípidos. Os glicerofosfolípidos representam a classe de fosfolípidos 

mais abundante nas membranas das células, aproximadamente 70% do conteúdo lipídico total, 

e caraterizam-se por um esqueleto de glicerol, duas cadeias de ácidos gordos nas posições sn1 e 

sn2 e uma cabeça polar constituída por um grupo fosfato e uma molécula polar na posição sn3 

(revisto em [152]). A PC consiste no principal fosfolípido presente na membrana da maioria dos 
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organelos, representando aproximadamente 40-50% do conteúdo total de fosfolípidos. A PE 

representa o segundo mais abundante, entre 20 e 45% do conteúdo total, dependendo do tecido 

considerado, ao passo que os fosfolípidos menos são abundantes são dados pelos fosfolípidos 

PI, PS e PA (revisto em [151]). Na Tabela 3.1 que se segue encontra-se resumido o conteúdo em 

termos de fosfolípidos das membranas de diferentes organelos, com especial ênfase para o 

retículo endoplasmático.  

Tabela 3.1: Conteúdo em percentagem, relativamente ao total, dos principais fosfolípidos presentes na 

membrana de diferentes organelos, com ênfase para o retículo endoplasmático. (Dados obtidos em [151]) 

Membrana 
Conteúdo de fosfolípidos (%) 

PC PE PI PS 

Retículo Endoplasmático 55 30 15 3-5 

Complexo de Golgi 50 15 10 5 

Mitocôndria 40-46 30-35 5-10 1 

Membrana Plasmática 42 25 3 12 

 

Os oxPLs, apesar da sua importância biológica, exibem baixa abundância nas membranas 

biológicas. O comprimento e o grau de insaturação dos ácidos gordos tem um efeito importante 

na fluidez da membrana assim como nos produtos resultantes da modificação oxidativa (revisto 

em [152]). Apesar de serem reportadas evidências de modificações oxidativas nos grupos da 

cabeça polar, os ácidos gordos poli-insaturados (PUFAs, do inglês Polyunsaturaded Fatty Acids) 

esterificados em fosfolípidos representam o maior alvo para a oxidação (não-) enzimática. A 

modificação oxidativa dos fosfolípidos origina vários produtos biologicamente ativos, 

nomeadamente produtos de menor tamanho, resultantes da quebra oxidativa dos ácidos gordos, 

assim como produtos de oxidação contendo a estrutura completa do fosfolípido nos quais uma 

das cadeias de ácidos gordos, ou mesmo ambas, se encontram oxidadas. A oxidação não 

enzimática dos PUFAs, iniciada por espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (não-) 

radicalares, segue os mesmos mecanismos independentemente destes se encontrarem presentes 

em fosfolípidos ou na forma livre. Em contraste a oxidação por enzimas difere 

significativamente uma vez que os PUFAs livres podem ser oxidados por múltiplas enzimas mas 

quando esterificados em fosfolípidos somente as enzimas lipoxigenase 12/15 e mieloperoxidase 

se revelam capazes de os reconhecer como substrato para oxidação na forma de micelas ou 

organizados em estruturas como membranas celulares ou partículas de lipoproteínas (revisto em 

[153]).  

Os passos iniciais decorrentes da maioria das reações de oxidação, enzimática ou não, 

resultam na formação de hidroperóxidos lipídicos, passíveis de sofrerem subsequente oxidação 

e degradação num processo independente de enzimas e originando um vasto número de produtos 

de oxidação (oxPLs). Fundamentalmente, verifica-se a formação de produtos de oxPLs não-
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fragmentados, que incluem os fosfolípidos com grupos funcionais hidroperóxidos, hidróxidos, 

ceto e epóxi, assim como a formação de isoprostanos, isolevuglandinas, isotromboxanos e 

isofuranos, por ciclização intramolecular e rearranjo (Figura 3.1). Adicionalmente, verifica-se a 

formação de produtos de oxPLs fragmentados, saturados e insaturados, devido à ocorrência de 

fragmentação oxidativa com formação de novos produtos de oxidação com menor peso 

molecular que o fosfolípido e contendo várias combinações de grupos hidroxilo, carbonilo, e 

carboxílico ou ainda um terminal furano (Figura 3.1) (revisto em [153, 154]). Vários eventos 

celulares são passíveis de serem iniciados e modulados pelos produtos resultantes da 

modificação oxidativa dos fosfolípidos, não somente no contexto do processo aterosclerótico 

mas igualmente na lesão pulmonar, na esclerose múltipla, na inflamação, entre os demais, onde 

os oxPLs exercem atividade fisiopatológica (revisto em [153]).  

Figura 3.1: A modificação oxidativa dos fosfolípidos resulta, num primeiro passo, na formação de radicais 
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peróxidos, ou mesmo hidroperóxidos, passíveis de sofrerem subsequente oxidação originando produtos de 

fosfolípidos oxidados com múltiplos grupos funcionais (hidroperóxidos, hidróxidos, ceto e epóxi). A par com 

isoprostanos, isolevuglandinas, isotromboxanos e isofuranos, obtidos por ciclização intramolecular e rearranjo, 

representam os produtos de oxidação não-fragmentados. A fragmentação oxidativa resulta na formação de 

fosfolípidos oxidados fragmentados, nomeadamente saturados e insaturados contendo várias combinações de 

grupos hidroxilo e carbonilo, ou ainda um terminal furano. (Adaptado de [153, 154]) 

3.1.2 Envolvimento dos fosfolípidos oxidados na aterogénese 

O papel dos oxPLs na aterogénese tem, nos últimos anos, ganho grande relevo. Evidências 

crescentes mostram a acumulação de mais de 30 produtos de oxidação diferentes em lesões 

ateroscleróticas (revisto em [155]). De facto, a análise de oxPLs em diferentes estádios da doença 

aterosclerótica permitiu a identificação de espécies similares nas diferentes fases do processo 

aterosclerótico, nomeadamente espécies oxidativas de fosfolípidos iniciais como hidroperóxidos 

e produtos mais avançados que surgem mais tardiamente como os oxPLs fragmentados. Como 

tal, durante a progressão da doença aterosclerótica, os oxPLs parecem ser continuamente gerados 

e degradados (revisto em [153, 155]). A evidência do envolvimento dos oxPLs na doença 

aterosclerótica é suportada por vários estudos, nomeadamente o estudo de Funk e seus 

colaboradores no qual a ausência da enzima lipoxigenase 12/15, envolvida na formação de 

oxPLs, diminui significativamente a peroxidação lipídica e, consequentemente, a aterogénese 

em murganhos Apoe-/- [156]. De forma concordante, Hazen e seus colaboradores mostraram a 

ocorrência de níveis elevados de oxPLs no plasma de murganhos Apoe-/- assim como a ativação 

de plaquetas em consequência do tratamento com oxPLs [157]. Os oxPLs não se acumulam 

somente no ateroma como podem estar envolvidos na sua génese através do seu potencial 

inflamatório, promovendo a interação do endotélio com monócitos e a produção de quimiocinas. 

Adicionalmente, encontram-se igualmente envolvidos na progressão da doença, ao induzir a 

formação de células espumosas e a migração e produção de matriz extracelular por parte das 

células do músculo liso. Finalmente, os oxPLs encontram-se igualmente envolvidos no 

desenvolvimento de complicações, ao modular a angiogénese, a produção de proteases e a 

ativação de plaquetas. O envolvimento dos oxPLs na aterogénese verifica-se ao nível de todos 

os tipos de células envolvidos no processo aterosclerótico, nomeadamente monócitos, células 

endoteliais, células do músculo liso, linfócitos e plaquetas (revisto em [153]).  

A modificação oxidativa dos fosfolípidos resulta na formação de epítopos específicos 

passíveis de serem reconhecidos pelos anticorpos IgG e IgM. O grupo fosfocolina constituinte 

da fosfatidilcolina oxidada (oxPC) representa o principal epítopo descrito, importante para o 

reconhecimento da oxPC, mas não da PC nativa, por anticorpos específicos como o E06, um 

anticorpo natural IgM derivado de hibridomas de células B obtidas a partir do baço de murganhos 

ateroscleróticos Apoe-/- [158]. Adicionalmente ao seu papel enquanto antigénios, os oxPLs 

servem igualmente de ligandos para recetores scavenger. De facto, os recetores scavenger 

expressos em macrófagos são capazes de reconhecer os oxPLs presentes nas partículas de 
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oxLDL. O recetor mais estudado é o CD36 que medeia o reconhecimento e, subsequente, 

captação de células apoptóticas e oxLDL e, consequente, formação de células espumosas [159]. 

Para que o reconhecimento dos oxPLs pelo recetor CD36 seja possível torna-se necessária a 

presença de um grupo acil fragmentado na posição sn2 incorporando um terminal carbonilo-

hidroxi(ou oxo)-,-insaturado, sendo que estas espécies, denominadas de oxPCCD36 em 

consequência da elevada afinidade para o recetor CD36, se encontram presentes em grande 

número nas lesões ateroscleróticas (Figura 3.2b) [159]. Foi demonstrada a interação de, pelo 

menos, oito oxPC resultantes da clivagem oxidativa de araquidonato ou linoleato com o recetor 

CD36, da qual resultam a captura de oxLDL pelos macrófagos e a formação de células 

espumosas [159]. Adicionalmente, em outro estudo, Hazen e seus colaboradores mostraram a 

interação entre o recetor CD36 e PS oxidadas (oxPS) análogas em termos de estrutura às 

oxPCCD36, as quais se mostraram cruciais no reconhecimento e na captura de células apoptóticas 

pelos macrófagos [160].  

A projeção das cadeias laterais com modificações oxidativas através da bicamada lipídica 

e das partículas de oxLDL para o exterior permite o seu reconhecimento pelo recetor CD36 

expresso em células fagocíticas (Figura 3.2c). De facto, esta configuração das cadeias laterais 

dos oxPLs na membrana foi predita por Hazen e seus colaboradores num estudo com múltiplos 

produtos de oxPLs estruturalmente distintos. Neste estudo foi verificada a protrusão para a fase 

aquosa do ácido gordo oxidado na posição sn2, nomeadamente do produto de oxidação KOdia-

PC (do inglês, 4-keto-2-octene-dioic acid ester of 2-lysophosphatidylcholine) (Figura 3.2a), o 

que favorece o seu reconhecimento pelos recetores (Figura 3.2c) [161]. Em comparação, outros 

produtos de oxPLs como o 13-HODE-PC (do inglês, (13S)-hydroxy octadeca-(9Z,11E)-dienoic 

acid ester of 2-lysophosphatidylcholine) mostraram a localização da cadeia oxidada sn2 na 

membrana (Figura 3.2b) inibindo o seu reconhecimento [161]. A identificação dos fosfolípidos 

oxPC e oxPS enquanto ligandos para o recetor CD36 sugere a oxidação da cadeia na posição 

sn2, e não do grupo polar da cabeça, enquanto motivo estrutural crucial para o reconhecimento 

pelo CD36 através dos seus resíduos conservados de lisina 164 e 166 [159-161]. De facto, a 

estrutura do lípido na posição sn2 parece ser fundamental para o reconhecimento dos oxPLs ao 

nível de recetores, sendo que, em geral, diferenças no ácido gordo esterificado na posição sn1 

apresentam efeitos menores. No entanto, o grupo polar da cabeça é passível de mediar a atividade 

pró-aterogênica dos produtos de oxidação de fosfolípidos uma vez que o anticorpo E06 

reconhece oxPLs contendo fosfocolina mas não fosfoserina ou fosfoetanolamina. Mais, 

verificam-se diferenças no reconhecimento e captura de células apoptóticas entre oxPC e oxPS 

em macrófagos (revisto em [155]).  
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Figura 3.2: (a) Estrutura dos produtos resultantes da oxidação de PC e reconhecidos pelo recetor CD36 

(oxPCCD36), evidenciando a presença um grupo acil fragmentado na posição sn2 incorporando um terminal 

carbonilo-hidroxi(ou oxo)-,-insaturado (Adaptado de [159]). (b) Conformação predita dos produtos 

KOdia-PC e 13-HODE-PC, resultantes da modificação oxidativa de PC, na membrana. O ácido gordo oxidado 

na posição sn2 do produto KOdia-PC encontra-se projetado para a fase aquosa permitindo o seu 

reconhecimento pelos recetores, como exemplificado em (c). Em contraste, no produto 13-HODE-PC a cadeia 

oxidada sn2 permanece na bicamada lipídica constituinte da membrana inibindo a sua interação com possíveis 

recetores. (Adaptado de [161]) 

A modificação oxidativa dos fosfolípidos resulta igualmente na formação de produtos 

capazes de estimular vários outros recetores de vias de transdução de sinal tais como o recetor 

do fator ativador de plaquetas (PAF, do inglês Platelet-Activating Factor), o recetor ativado por 

proliferadores de peroxissoma (PPAR, do inglês Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), 

TLR4 e de prostaglandina E2. Por outro lado, os oxPLs mostram-se ainda capazes de manifestar 

os seus efeitos através de mecanismos independentes do reconhecimento por recetores (revisto 

em [153]), como é o caso da ativação da UPR explorada em maior detalhe na seção que se segue.  

3.1.3 Contribuição dos fosfolípidos oxidados na ativação da UPR 

Os oxPLs, apesar do número reduzido de estudos na área, têm sido apontados como um 

dos fatores responsáveis pela ativação da UPR na lesão aterosclerótica (revisto em [153]). De 
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facto, e como já mencionado anteriormente, Lusis e seus colaboradores demonstraram a ativação 

das diferentes vias da UPR como consequência do tratamento de células endoteliais da aorta 

humana com oxPAPC [162]. No mesmo estudo, a marcação da lesão aterosclerótica com 

anticorpos dirigidos contra a proteína ATF4 mostrou-se positiva nas células endoteliais 

constituintes do ateroma assim como em áreas da lesão contendo células espumosas. Mais, a 

marcação com o anticorpo E06 capaz de reconhecer oxPCs mostrou-se positiva em áreas da 

lesão aterosclerótica contendo depósitos lipídicos e células espumosas, assim como na 

proximidade da camada endotelial [162]. Simultaneamente, a análise de células endoteliais da 

aorta humana expostas a oxPAPC mostrou a indução de vários genes, entre os quais genes alvo 

da UPR [67]. Adicionalmente, a UPR tem sido associada aos oxPLs enquanto responsável pela 

capacidade dos produtos resultantes da modificação oxidativa dos fosfolípidos em promoverem 

angiogénese, especificamente na indução do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do 

inglês Vascular Endothelial Growth Factor), pró-angiogénico [163] . A indução do VEGF pelos 

oxPLs mostrou ser dependente do fator de transcrição ATF4, sendo a oxidação do resíduo na 

posição sn2 do fosfolípido necessária para a ativação da UPR [163]. No entanto, os mecanismos 

responsáveis pela ativação da UPR pelos oxPLs permanecem em debate, o que é confirmado 

pelos resultados obtidos no estudo supra mencionado ao demonstrar que os recetores PAF, PPAR 

e TLR4, capazes de reconhecer oxPLs, não mediam os efeitos dos oxPLs na expressão do VEGF 

[163]. Possivelmente, e em semelhança ao verificado para a acumulação intracelular de 

colesterol livre em macrófagos, a oxidação dos fosfolípidos origina alterações nas propriedades 

físicas da membrana do retículo endoplasmático uma vez que os produtos resultantes diferem 

dos seus percursores em termos de estrutura e polaridade. De facto, a oxidação dos fosfolípidos 

insaturados presentes na membrana aumenta a rigidez da mesma com reorientação das cadeias 

modificadas oxidativamente para a fase aquosa [161]. Tal evento pode interferir com a estrutura 

e a função de proteínas associadas à membrana, nomeadamente as proteínas localizadas na 

membrana do retículo endoplasmático. Adicionalmente, a ativação da UPR pelos oxPLs é 

passível de ser induzida pela associação dos oxPLs à proteína GRP78/BIP, com subsequente 

dissociação das proteínas envolvidas na UPR, uma vez que evidências mostram a associação da 

proteína referida ao produto de peroxidação 4-hidroxinoneal assim como ao fosfolípido 1-

palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina oxidado (oxPAPE do inglês, oxidized 1-

palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) (revisto em [153]).  

3.2 Objetivo 

O processo aterosclerótico, apesar de extensamente explorado, permanece ainda em 

debate. Um dos aspetos centrais na fisiopatologia da doença aterosclerótica prende-se na captura 

excessiva partículas de oxLDL pelos macrófagos, a qual se sabe desencadear a ocorrência de 

stress do retículo endoplasmático nessas células. Apesar do reconhecido papel da acumulação 
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de colesterol não-esterificado, mais recentemente pondera-se a importância dos fosfolípidos 

oxidados na indução de stress do retículo endoplasmático ao nível do macrófago. Deste modo, 

propõe-se como objetivo para a segunda parte do trabalho:  

Avaliar a contribuição de fosfolípidos oxidados para a indução de stress do retículo 

endoplasmático em macrófagos 

3.3 Metodologia 

À semelhança do efetuado para a primeira parte do trabalho, apresenta-se um fluxograma 

geral do protocolo seguido o cumprimento deste segundo objetivo proposto. A partir do 

fluxograma evidenciado é possível obter uma ideia das diferentes etapas empregues nesta 

segunda fase do presente trabalho. 
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Esquema 3.1: Fluxograma do trabalho. Preparou-se vesículas do fosfolípido 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PLPC) e oxidou-se algumas delas pela ação do radical 

hidroxilo produzido em condições de reação de Fenton. Após a extração dos fosfolípidos oxidados (oxPLPC) e não-oxidados (PLPC), foram aplicados nas células RAW 264.7. Seguiu-

se a análise da expressão de marcadores de stress do retículo endoplasmático (RE) por Western Blot e qPCR. 
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3.3.1 Reagentes 

O fosfolípido PLPC (PC 16:0/18:2) foi adquirido na Avanti Polar Lipids, o cloreto de ferro 

(II) na Sigma-aldrich, e o bicarbonato de amónio na Riedel-deHaën. Os restantes reagentes 

indicados nesta seção são comuns aos descritos na secção 2.3 Metodologia do Capítulo 2.    

3.3.2 Oxidação de PLPC em condições de Fenton 

A oxidação do fosfolípido PLPC requer a preparação de vesículas do mesmo num primeiro 

passo. Para tal adicionou-se 223 L de tampão de bicarbonato de amónio 5mM (pH 7.4) a 500 

g de fosfolípido seco. Posteriormente agitou-se em vórtex durante 10 minutos, colocou-se num 

sonicador durante 15 minutos e agitou-se novamente com o auxílio do vórtex durante 5 minutos. 

Seguiu-se o tratamento oxidativo em condições de Fenton com a adição de 50 L de solução de 

peróxido de hidrogénio (50 mM) e 2L de solução de cloreto de ferro (40 M). Para a 

preparação da solução de peróxido de hidrogénio adicionou-se 5.2 mL de peróxido de hidrogénio 

(30%, m/v) a 94.8L de água miliQ. Para a solução de cloreto de ferro pesou-se 1 mg de cloreto 

de ferro, adicionou-se 1 mL e colocou-se no sonicador durante 15 minutos. A mistura de PLPC 

foi incubada com agitação a 37ºC, no escuro, durante 72 horas. Simultaneamente preparou-se 

vesículas de PLPC não-oxidadas por adição de 250 L de tampão de bicarbonato de amónio 

5mM (pH 7.4) a 500 g de fosfolípido seco, as quais sofreram o mesmo tratamento excetuando 

os passos de oxidação em condições de Fenton e de incubação.  

3.3.3 Extração de fosfolípidos 

Para a extração do fosfolípido oxidado – oxPLPC – e não-oxidado –PLPC – das vesículas 

lipossomais recorreu-se ao método de extração de Bligh-Dyer. Considerando a proporção de 

clorofórmio/metanol/água miliQ de 8:4:3 (v/v/v) adicionou-se 666,(6) L de clorofórmio e 

333,(3) L de metanol aos 250 L de solução de lipossomas de fosfolípido (250 L de tampão 

bicarbonato de amónio no caso do PLPC; 223 L de tampão bicarbonato de amónio + 25 L de 

peróxido de hidrogénio + 2 L de cloreto de ferro para o oxPLPC). Seguiu-se a centrifugação 

(Sigma Laborzentrifugen) durante 5 minutos a 4000 rpm a fim de formar duas fases: fase superior 

– aquosa – e fase inferior – orgânica, contendo os fosfolípidos. Após a transferência da fase 

inferior para um vial secou-se os fosfolípidos na corrente de azoto e armazenou-se a -4ºC para 

posterior análise. 
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3.3.4 Quantificação de fosfolípidos 

Efetuada de acordo com o procedimento descrito na seção 2.3.11 do Capítulo 2. 

3.3.5 Cultura de células 

Efetuada de acordo com o procedimento descrito na seção 2.3.1 do Capítulo 2. 

3.3.6 Tratamento químico 

As células RAW 264.7 foram plaqueadas numa densidade de 2x106/poço em microplacas 

de 6 poços para a preparação de lisados celulares totais assim como para a extração de RNA. 

Após a estabilização das células durante a noite o meio de cultura foi substituído na totalidade. 

Posteriormente adicionou-se PLPC (50 g/mL), oxPLPC (50 g/mL) e tunicamicina (0.5 

g/mL) e expôs-se as células aos estímulos durante 24 horas. A preparação dos estímulos foi 

conseguida por ressuspensão do fosfolípidos secos em PBS, seguida de agitação em vórtex e de 

sonicação durante 10 minutos.  

3.3.7 Preparação de lisados celulares totais 

Efetuada de acordo com o procedimento descrito na seção 2.3.15 do Capítulo 2.  

3.3.8 Análise de proteínas por Western Blot 

Efetuada de acordo com o procedimento descrito na seção 2.3.6 do Capítulo 2. 

3.3.9 Análise da expressão génica por qPCR 

Efetuada de acordo com o procedimento descrito na seção 2.3.7 do Capítulo 2. 

3.4 Resultados e discussão 

Numa segunda parte do presente trabalho pretendeu-se avaliar a contribuição de 

fosfolípidos oxidados na indução de stress do retículo endoplasmático em macrófagos. Apesar 
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de não ter sido possível desenvolver amplamente este segundo objetivo apresenta-se nesta seção 

os resultados preliminares alcançados. 

No contexto da doença aterosclerótica a captação excessiva de oxLDL pelos macrófagos 

interfere com a esterificação do colesterol contido nas lipoproteínas e favorece a ocorrência de 

stress do retículo endoplasmático (revisto em [21, 164]). Contudo, evidências crescentes 

parecem sugerir igualmente a contribuição dos fosfolípidos oxidados constituintes das oxLDL 

na ativação da UPR (revisto em [153, 155]). Na tentativa de simular o processo in vivo elegeu-

se o principal fosfolípido presente nas LDL. A análise fosfolipidómica das lipoproteínas 

plasmáticas efetuada por Rezaee e seus colaboradores determinou a PC como a principal classe 

presente nas LDL [165]. Por HPLC-MS revelaram o ião m/z 758.4 correspondente à espécie PC 

com os ácidos gordos C16:0 e C18:2 (PLPC) como o mais abundante nas lipoproteínas 

mencionadas [165]. Apesar dos escassos estudos incidentes na área sugerirem o oxPAPC como 

o principal fosfolípido oxidado presente nas lesões ateroscleróticas, sugerem igualmente a 

acumulação de oxPLPC [159, 166]. Uma vez que o papel aterogênico do oxPAPC tem sido 

maior alvo de foco [67, 159, 162, 163, 166] e o estudo supra mencionado demonstrou a maior 

abundância de PLPC em comparação com PAPC nas LDL, então selecionou-se o fosfolípido 

PLPC para o presente trabalho. Sucintamente preparou-se vesículas de PLPC e procedeu-se à 

oxidação em condições de Fenton. Após a extração dos fosfolípidos oxidados (oxPLPC) e não-

oxidados (PLPC) estimulou-se as células RAW 264.7 com ambos os estímulos na concentração 

50 g/mL durante 24 horas. Simultaneamente recorreu-se à tunicamicina, enquanto conhecido e 

potente indutor de stress do retículo, tendo o tratamento das células com tunicamicina na 

concentração 0.5 g/mL servido de controlo positivo. Os respetivos lisados celulares totais 

foram utilizados para a análise das proteínas marcadoras de stress do retículo GRP78, ATF4 e 

CHOP por Western Blot (Figura 3.3). 

 
 

Figura 3.3: Avaliação do efeito do fosfolípido PLPC oxidado na indução de stress do retículo endoplasmático. 

As células RAW 264.7 foram estimuladas com PLPC não-oxidado na concentração 50 g/mL (na figura, PLPC 

50 g/mL), PLPC oxidado na concentração 50 g/mL (na figura, oxPLPC 50 g/mL), ou tunicamicina na 
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concentração 0.5 g/mL (na figura, Tun 0.5 g/mL) durante 24 horas. Após a separação de 30 g de proteína 

por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% (v/v), avaliou-se a expressão das proteínas marcadoras de 

stress do retículo GRP78, ATF4 e CHOP nas condições experimentais em estudo por Western Blot. Os 

resultados são representativos de uma experiência. Para garantir o carregamento equivalente de proteínas entre 

amostras, os anticorpos foram removidos e a membrana foi novamente incubada com anticorpo anti--

Tubulina.  

Como é possível constatar pela figura supra representada, o tratamento das células RAW 

264.7 com o fosfolípido oxidado (oxPLPC) não induziu a expressão das proteínas marcadoras 

de stress do retículo, contrariamente ao esperado. No caso do fosfolípido não oxidado (PLPC) 

tais resultados eram expectáveis uma vez que se sabe ser necessária a presença de um grupo 

oxidado no resíduo sn2 (descrito pormenorizadamente no Subcapítulo 3.1) decorrente da 

oxidação dos fosfolípidos [159, 166-168]. No estudo de Lusis e seus colaboradores o tratamento 

de células HAEC com oxPAPC, na concentração 40 g/mL, resultou na indução acentuada da 

quimiocina pró-inflamatória IL-8 ao contrário do sucedido para as células tratadas com a mesma 

concentração de PAPC, o que mostra a importância da oxidação na atividade biológica do 

fosfolípido [162]. Em concordância, Bochkov e seus colaboradores mostraram igualmente a 

importância da presença do resíduo sn2 oxidado na indução da UPR e do fator VEGF em células 

HUVEC [163]. No entanto, esperava-se o aumento das proteínas representadas face à indução 

de stress do retículo pelo oxPLPC. De facto, Lusis e seus colaboradores mostraram a indução de 

diversas vias da UPR face ao tratamento de células HAEC com oxPAPC na concentração 

praticada neste trabalho (50 g/mL) [162].  

De modo a confirmar e complementar os resultados obtidos por Western Blot, analisou-

se igualmente a transcrição de genes marcadores de stress do retículo por qPCR. Sucintamente 

tratou-se as células RAW 264.7 com PLPC e oxPLPC na concentração 50 g/mL durante 24 

horas, obteve-se o respetivo RNA e analisou-se a transcrição dos genes Chop e Grp78 por qPCR 

(Figura 3.4). De forma semelhante ao mencionado anteriormente para a análise de proteínas, as 

células foram estimuladas com tunicamicina na concentração 0.5 g/mL enquanto controlo 

positivo.  
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Figura 3.4: Avaliação do efeito do fosfolípido PLPC oxidado na indução de stress do retículo endoplasmático. 

As células RAW 264.7 foram estimuladas com PLPC não-oxidado na concentração 50 g/mL (na figura, PLPC 

50 g/mL), PLPC oxidado na concentração 50 g/mL (na figura, oxPLPC 50 g/mL), ou tunicamicina na 

concentração 0.5 g/mL (na figura, Tunicamicina 0.5 g/mL) durante 24 horas. Após a extração do RNA 

avaliou-se a expressão dos genes Chop e Grp78 nas condições experimentais em estudo por qPCR. Os 

resultados são representativos de uma experiência e encontram-se representados em função do controlo 

considerado 1 (unidades arbitrárias), e foram normalizados utilizando o gene Hprt-1 como gene de referência.  

A análise da expressão dos genes Chop e Grp78 mostrou uma vez mais a incapacidade 

dos fosfolípidos PLPC e oxPLPC em induzir stress do retículo endoplasmático, confirmando os 

resultados previamente reportados. Uma vez que o tratamento com ambos os fosfolípidos 

resultou em valores de variação de expressão semelhantes, ponderou-se a possibilidade da 

concentração de PLPC puder ser significativamente inferior ao necessário. Comparando com o 

estudo de Bochkov e seus colaboradores, a concentração de estímulo praticada neste trabalho 

corresponde a metade do valor aplicado pelos autores [163]. No seu estudo os autores 

demonstraram o efeito da concentração na indução dos fatores ATF3 e VEGF, tendo utilizado 

concentrações de oxPAPC de 130 M, correspondentes a 100 g/mL, o dobro do valor usado 

no presente trabalho. Para a concentração de oxPLPC aplicada neste trabalho, 50 g/mL, os 

autores não verificaram a indução dos fatores anteriormente mencionados. Contudo no estudo 

de Lisus e seus colaboradores a concentração de 50 g/mL mostrou ser suficiente para a indução 

significativa da expressão de diversos genes envolvidos na UPR [67]. Curiosamente, em ambos 

os estudos mencionados, o tempo de exposição das células ao estímulo foi de 4 horas, bastante 

inferior ao praticado neste trabalho (24 horas), o que pode ser um fator decisivo na indução da 

UPR pelo oxPLPC. Adicionalmente questionou-se o tipo de produtos formados durante a 

oxidação do fosfolípido PLPC uma vez que estudos existentes sugeriram a estrutura e os grupos 

funcionais dos produtos oxidados como fatores determinantes da sua atividade biológica [159, 
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166-168]. No presente trabalho incubou-se o fosfolípido PLPC para oxidação em condições de 

Fenton durante 72 horas (3 dias) de forma a obter percentagens de oxidação de 80% em 

semelhança ao reportado em alguns estudos na área. No entanto nesses estudos a oxidação dos 

fosfolípidos tem sido conseguida por exposição ao ar [67, 162, 163, 169]. Como tal a oxidação 

em condições de Fenton realizada neste trabalho pode igualmente refletir-se no tipo de produtos 

oxidados formados, o que poderá implicar a necessidade de utilização de diferentes 

procedimentos de oxidação.  

3.5 Diretrizes futuras 

Como segundo objetivo propôs-se avaliar a contribuição de fosfolípidos oxidados para a 

indução de stress do retículo endoplasmático. Tendo em conta os resultados preliminares 

alcançados no presente trabalho não é possível aferir conclusões a partir dos mesmos. Assim, 

propõe-se somente algumas diretrizes para futuros trabalhos.  

Considerando os resultados debatidos no subcapítulo precedente propõe-se como etapa 

seguinte o tratamento das células RAW 264.7 com maior concentração de oxPLPC durante 

tempos de exposição mais curtos. A utilização de diferentes procedimentos e tempos de oxidação 

assim como a monitorização dos produtos oxidados formados por HPLC-MS são igualmente 

sugeridas. Explorado o efeito deste fosfolípido oxidado na ativação da UPR em macrófagos 

propõe-se a extensão do tema ao estudo de outros fosfolípidos oxidados, nomeadamente ao 

PLPE (1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina) uma vez que representa um dos 

principais fosfolípidos constituintes das LDL e tem-se mostrado um escasso alvo de estudo no 

contexto da doença aterosclerótica. 

 



 

102 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Esta página foi intencionalmente deixada em branco) 



 

103 
 

 

 

Capítulo 4 

Conclusão 

Com o presente trabalho foi possível demonstrar a remodelação do perfil lipídico do 

macrófago face à ocorrência de stress do retículo endoplasmático. Sendo este um tema pouco 

explorado na atualidade os resultados alcançados poderão contribuir para a elucidação dos 

mecanismos subjacentes à UPR em mamíferos e oferecer um ponto de partida para futuros 

estudos no contexto da doença aterosclerótica. Apesar da escassez de resultados respeitantes à 

segunda fase do trabalho, com base na revisão de literatura efetuada é plausível antever um 

importante papel dos fosfolípidos oxidados na indução de stress do retículo endoplasmático.  
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Anexo 1 

Tabela 0.1: Perfil de expressão de genes ligados ao metabolismo lipídico de macrófagos RAW 264.7 expostos 

a tunicamicina (0.5 g/mL) ou 7-cetocolesterol (15 g/mL) durante dois tempos de exposição (4 e 24 horas). 

Os valores encontram-se representados em termos de variação da expressão em relação às células não tratadas 

(controlo).  

 Tun 4H Tun 24H 7CC 4H 7CC 24H 

 N1 N2 N3 N1 N2 N3 N1 N2 N3 N1 N2 N3 

Abca 1.00 0.88 1.03 0.80 0.82 0.69 2.59 2.56 2.57 0.89 0.94 0.91 

Abcg 0.59 0.50 0.56 0.40 0.52 0.41 2.18 1.90 2.04 0.93 0.89 0.91 

Fasn 0.58 0.57 0.60 0.61 0.62 0.56 0.55 0.56 0.55 0.59 0.57 0.58 

Orl1 0.98 1.10 1.50 0.80 1.02 1.03 1.98 2.26 2.12 14.20 21.14 17.67 

Pemt 0.59 0.54 0.50 1.77 1.64 1.44 0.53 0.57 0.55 1.17 1.10 1.14 

Pla2g4a 0.80 0.87 0.85 2.44 2.67 2.50 0.69 0.72 0.70 1.34 1.38 1.36 

Pla2g4b 0.97 1.00 1.03 0.56 0.56 0.51 0.92 0.92 0.92 0.55 0.63 0.59 

Pla2g4f 0.73 0.73 0.72 0.86 0.84 0.72 0.85 0.87 0.86 1.80 1.49 1.64 

Srebf 0.82 0.81 0.84 0.79 0.79 0.74 0.80 0.91 0.86 0.79 0.80 0.79 

Fabp4 1.94 2.72 2.49 0.58 0.36 0.35 0.96 0.81 0.88 12.58 14.35 13.47 

Pcyt1a 1.22 0.82 0.87 1.08 0.88 0.74 1.40 1.53 1.47 2.03 4.20 3.11 
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