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RESUMO
Pacientes leucémicos séo vitimas de infec¢gdes consideradas responsaveis por um
alto indice de mortalidade. Pelo menos parte deste quadro parece decorrer da
relativa ineficiéncia da resposta imune inata. Uma das principais caracteristicas
deste sistema € a capacidade dos granulécitos combaterem os agentes infecciosos
através da fagocitose e destruicdo dos microorganismos. Um dos principais
mecanismos de citotoxicidade dos granuldcitos decorre da sua capacidade de ativar
0 mecanismo da explosao respiratdria (ER), no qual sdo formadas espécies reativas
de oxigénio (EROs) de elevada citotoxicidade. Considerando que a determinacao da
capacidade dos granuldcitos de exibir uma ER adequada € de grande valor para o
auxilio no diagnéstico e no prognéstico de doencas que afetem esta funcéo
fisioldgica, neste trabalho investigamos a ER de granuldcitos normais e leucemicos.
A ER foi avaliada pela medida em citbmetro de fluxo, da oxidagdo da
diclorofluoresceina, cuja fluorescéncia aumenta na presenga de peroxido de
hidrogénio, uma das principais EROs formadas pela ER. No presente estudo, foi
comparado o uso de dois estimulos, um de fase fluida (éster de forbol, PMA) e um
de fase solida (zymosan). Além disso, foi estudada a importancia do calcio
extracelular, do citoesqueleto e da proteina quinase C na ER causada pelos dois
estimulos. Finalmente, avaliou-se a ER em granuldcitos de pacientes leucémicos.
Inicialmente, desenvolvemos um método alternativo de retirada dos eritrécitos, que
consiste na sedimentacg&o diferencial dos eritrocitos com dextrana. Os granuldcitos
obtidos por este novo método mostraram ER com os dois tipos de estimulos. A
retirada de calcio extracelular ndo afetou a ER causada pelo PMA, mas inibiu a ER
pelo zymosan. Com relagao ao citoesqueleto, a integridade dos microfilamentos de
actina foi essencial para a ativagcdo da ER com zymosan, mas ndo para o PMA. Em
relagcdo aos microtubulos, foi observado um padrao inverso. A ER induzida pelo PMA
foi totalmente dependente da proteina quinase C, enquanto a ER induzida pelo
zymosan independe desta quinase. Comparados a individuos normais, granulécitos
de pacientes leucémicos consistentemente exibiram uma reduzida ER (cerca de
50%) para os dois tipos de estimulos, independente do tipo de leucemia aguda.
Portanto, o emprego deste ensaio usando os dois tipos de estimulos, permite que
seja avaliado o processo de ER, tornando esta metodologia util tanto para ensaios

clinicos, como para o estudo experimental desta fung¢ao leucocitaria.
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ABSTRACT
Leukemia patients are prone to repeated infections. At least part of this condition can
be attributable to a deficient innate immunity. One of the main components of the
innate immunity is the ability of granulocytes to combat infectious agents through
phagocytosis and killing. One of the main mechanisms responsible for the killing is
the respiratory burst (RB), in which are formed reactive oxygen species (ROS) highly
cytotoxic. Thus, taking into account that the evaluation of granulocyte ability to mount
a proper RB is of diagnostic and prognostic value for such patients, in this work we
have evaluated the RB in granulocytes obtained from healthy individuals and patients
bearing acute leukemia. RB was assessed in a flow cytometer by the oxidation of a
dichlorofluorescein, which fluoresces in the presence of hydrogen peroxyde, one of
the main ROS produced during the RB. Two stimuli were used, a fluid one (phorbol
ester, PMA) and a particulate one, zymosan. Besides, it was studied the influence of
extracelullar calcium, the cytoskeleton and, protein kinase C dependence. Finally, RB
was evaluated in cells from leukemia patients. Initially, we employed an alternative
method to remove red blood cells, which interferes with the fluorescence by the
usage of differential sedimentation with dextran. Granulocytes thus obtained mounted
a normal RB for the two stimuli. Calcium removal did not affect PMA-induced RB, but
inhibited zymosan-induced RB. Microfilament integrity was essential for zymosan but
not for PMA, whereas microtubule depolimerization affected PMA, but not zymosan.
PMA-induced RB was totally dependent on protein kinase C, whereas RB for
zymosan was not. When compared to normal individuals, granulocytes from leukemia
patients showed a reduction of 50% in their RB. Thus, the use of both stimuli allows
to study RB, making this method useful for the study both granulocyte responses in

the clinical and the experimental settings.



1 - INTRODUGAO

Nossa sobrevivéncia em um ambiente repleto de microorganismos seria
precaria, ndo fosse o fato de termos varios mecanismos de defesa contra estes
agentes. Os microorganismos tém alta capacidade de reproducéo e representam um
desafio para o corpo humano, que constitui um ambiente rico em recursos para que
possam viver e se reproduzir. Mais ainda, por meio de mutagdes ou de selecao
natural, estes seres sao capazes de se adaptar aos ambientes mais hostis. Face a
estas ameacgas, 0 nosso e outros organismos empregam multiplos mecanismos de
defesa que se acumularam ao longo de milhares de anos de evolugdo de
vertebrados e invertebrados (FAITLOWICZ, 1993).

Os mecanismos de defesa contra estes microagressores enquadram-se de
uma maneira geral em duas categorias: mecanismos de imunidade inata, que
compreendem componentes menos especificos, € mecanismos de imunidade
adaptativa, que envolvem componentes de maior especificidade. Os mecanismos
envolvidos na resposta imune inata compreendem quatro barreiras de defesa: fisica,
fisiologica, inflamatoria e fagocitica (GOLDSBY et al., 2003). As barreiras fisicas
atuam prevenindo a entrada de microorganismos no organismo. Estas barreiras
compreendem a pele, os revestimentos epiteliais dos tratos respiratorio,
gastrintestinal e urogenital, assim como a presenga de muco, enzimas, alteragdes de
pH e flora bacteriana normal que, além de competir pelos nutrientes e pela fixagao
das bactérias patogénicas ao epitélio, pode produzir substancias antibacterianas
(PARHAM, 2001). As barreiras fisiolégicas compreendem a manutencdo da

temperatura corporal, pH gastrico e uma série de mediadores quimicos e moléculas



soluveis do sistema do complemento que podem atuar tanto através da lise de
microorganismos como facilitando o processo de fagocitose (GOLDSBY et al., 2003).

Uma vez rompidas estas barreiras iniciais, os microorganismos penetram no
tecido e replicam-se ativando os mecanismos de imunidade inata que desenvolvem
um processo inflamatorio no local infectado, envolvendo varios eventos vasculares e
celulares (MACKAI; FRED; ROSEN, 2000; RANG; DALE; RITTER, 2001).

A reacdo inflamatéria possui uma fase inicial com varias alteragcdes
vasculares, que apresenta uma dilatagao inicial dos vasos sanguineos e aumento do
fluxo sanguineo seguido pelo aumento da permeabilidade vascular e exudagao de
liquido, facilitando a migragéo celular para o tecido afetado (RANG; DALE; RITTER,
2001; SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Estes eventos da resposta
inflamatéria sdo iniciados por uma série de mediadores quimicos que podem ser
produzidos pelos microorganismos invasores, liberados das células danificadas pelo
dano tecidual, gerados por enzimas plasmaticas ou ainda produzidos pelos
leucdcitos que participam da resposta inflamatoria (GOLDSBY et al., 2003). Estes
mediadores incluem componentes de quatro cascatas enzimaticas: sistema
complemento, sistema de coagulagéo, fibrinolitico e das cininas que contribuem para
a eliminag&o dos microorganismos invasores (RANG; DALE; RITTER, 2001).

Uma vez que os fagocitos (neutrofilos, eosindfilos e mondcitos) encontram-se
no sitio inflamatdrio atraidos em resposta a moléculas quimiotaticas, desenvolvem-
se ali uma série de eventos bioquimicos (eventos celulares), tais como estimulagéo
do sistema do complemento, fagocitose e a destruigio de microorganismos
(MACKAI; FRED; ROSEN, 2000; FAITLOWICZ, 1993). No entanto, este conjunto de
eventos iniciais que formam a resposta imune inata, nem sempre é suficiente para

conter a infeccdo. Quando esta resposta imune €& insuficiente, a imunidade



adaptativa é ativada e a eficacia da resposta inata € aumentada, e diferente desta
ultima, é capaz de produzir uma resposta extremamente especifica contra os
microorganismos (PARHAM, 2001). Este fato se deve principalmente a capacidade
de produgao de anticorpos especificos para cada tipo de antigeno com a ativagao de
linfocitos B, como também a capacidade de ativar linfécitos T. Estes linfocitos
possuem importantes funcbdes efetoras, que contribuem para a eliminacido dos
microorganismos (CALICH & VAZ, 2001). Os mecanismos de defesa imune inata
envolvem a fagocitose e a consequente destruigdo dos microorganismos. Neste
processo de defesa, os neutréfilos desempenham papel crucial (revisto em LIU et al.,
2000). Para exercer este papel, os neutréfilos que estdo no sangue periférico
precisam ser inicialmente mobilizados ao local infectado através de agentes
quimiotaticos. Uma vez atraidos por estes agentes, os neutrofilos (e demais
granulécitos) aderem ao endotélio vascular, migram através da parede dos vasos
sanguineos atingindo os tecidos afetados, onde € iniciado o processo de fagocitose
e morte celular (EEDEN et al, 1999).

O processo de fagocitose inicia-se com a fase de adesdo da particula ao
fagécito, que emite pseuddpodos ao redor da particula. Os pseudopodos fundem-se
formando uma camara fechada envolvendo a particula. Na sequéncia, observa-se
uma invaginagcdo da cémara para o interior da cavidade citoplasmatica e
consequente liberacdo da membrana celular para formar um vacuolo fagocitico livre
(fagossoma) no interior do citoplasma. O fagossoma, contendo o microorganismo
recentemente capturado se funde com a membrana de lisossomas e granulos
citoplasmaticos (EL-MALLEM & FLETCHER, 1979; BORREGARD & COWLAND,
1997). Os lisossomas contém lisozimas, esterases, peroxidases (mieloperoxidase) e

fosfatases acidas. Os granulos secundarios também fundem-se com o fagossoma e



outras enzimas e proteinas, como a lactoferrina s&o liberadas no interior do
fagossoma (LORENZI, 1992; BORREGARD & COWLAND, 1997). Esta bateria de
enzimas e proteinas liberadas dos granulos citoplasmaticos iniciam a digestdo dos
microorganismos. Um segundo mecanismo exterminador, consiste na leséo
oxidativa ocasionada pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas pelos
fagdcitos durante a explosao respiratoria (ER) que atua concomitantemente com as
enzimas na destruicdo dos microorganismos (Figura 1; ELBIN & GOUGEROT-
POCIDALO, 1996). A ER recebe esta designagédo porque quando os fagdcitos sao
ativados, iniciam um processo metabdlico, que leva a um extraordinario aumento do
consumo de oxigénio por estas células (FAITLOWICZ, 1993; KARLSSON &

DAHLGREN, 1999).

Lisossoma

a ., Granulo secundario
(Granulo primario)

Fagossoma I
Exocitose
Bactéria ]
S\
> @l::> —> 7\(;
~
\ N7

Exploséao

Resniratéria Contetdo residual

Vacuolo
fagocitico

Figura 1- Fagocitose e destruigdo bacteriana. Modificada de HOFFBRAND et al., 2001.

A explosao respiratéria € dependente da ativagcdo da enzima NADPH-oxidase

(revisto em BABIOR, 1999). A NADPH-oxidase em sua forma inativa € composta por



varias subunidades distribuidas no citosol; membrana plasmatica e membrana de
granulos citoplasmaticos. A ativacdo da NADPH-oxidase requer o deslocamento de
seus componentes que se apresentam distribuidos entre compartimentos celulares
distintos, o que garante que a oxidase esteja inativa nas células em repouso (n&o
estimuladas). A NADPH-oxidase ativa € composta por varias subunidades protéicas:

AQPHOX  pg7PHOX  hg7PHOX  1ooPHOX 009 1PHOX o Gitocromo bsss. Trés destas

oPHOX 7PHOX 7PHOX

subunidades, a p4 , a p4 e a p6 estao presentes no citosol como um
complexo. Os outros componentes, estdo localizados na membrana plasmatica
(aproximadamente 5%) e na membrana de granulos intracelulares
(aproximadamente 95%), onde elas aparecem como uma flavoproteina conhecida
como citocromo bssg (KARLSSON & DAHLGREN, 1999). A ativagdo requer a
participacdo n&o somente destas subunidades, mas também de duas outras
proteinas de baixo peso molecular ligantes de nucleotideos de guanina, a Rac2, que
em células em repouso esta localizada no citoplasma e Rap1A, que esta presente

7PHOX &

na membrana. Em resposta ao estimulo celular, o componente citosolico p4
fosforilado e o complexo citosdlico inteiro migra para a membrana, aonde é
associado com o citocromo b 553 para montar a forma ativa da NADPH-oxidase. A
Rac2 liga-se a GTP (trifosfato de guanosina) e migra para a membrana com o
complexo citosolico central enquanto a Rap1A é co-purificada com o citocromo
(BABIOR, 1999). A NADPH-oxidase ativada € agora capaz de transferir elétrons e
catalisar a redugdao do oxigénio molecular com gasto de NADPH. Quando a
fagocitose ocorre, a membrana plasmatica € internalizada como a parede do
fagossoma, onde a membrana agora fica sendo a face interna desta vesicula

fagocitica. Com esta localizagéo, a enzima gera o superoxido, o primeiro produto da

explosao respiratéria, dentro do fagossoma. A fusdo da membrana do fagossoma



com a membrana plasmatica resulta também na liberacdo de superdxido no meio
extracelular (KARLSSON & DAHLGREN, 1999; BABIOR, 2000).

Inumeras EROs de elevada toxicidade sao produzidas durante a explosao
respiratéria, entre elas o anion superoxido (O2"), o perdxido de hidrogénio (H20-), o
radical hidroxila ("*OH) e acido hipocloroso (HOCI') (BABIOR, 2000). A maior parte do
0," produzido é dismutado em H,O,, de forma espontanea ou dismutado pela
enzima superoxido dismutase (SOD; revisto em CONDLIFFE; KITCHEN;
CHILVERS, 1998). Em contraste, o H,O, é estavel e consegue acumular-se no
interior do fagossoma. A partir do H,O, podem ser geradas inumeras EROs
bactericidas especialmente através da acao da mieloperoxidase (MPO; HAMPTON;
KETTLE; WITERBOURN, 1998). A mieloperoxidase € uma peroxidase classica,
considerada a mais importante enzima respiratoria dos neutrofilos, encontrada em
grandes concentragdes nas granulagdes primarias destas células (MACKAY; FRED,
ROSEN, 2000). Esta enzima catalisa varias reagbes oxidativas, mas a de maior
importancia é aquela entre o H,O, e ions cloreto (CI) formando o HOCI', um potente
agente oxidante. O HOCI é considerado o maior oxidante bactericida produzido
pelos neutréfilos (FAITLOWICZ, 1993). Este agente oxidante pode reagir com o
H,0, para produzir o oxigénio singlet ('O. ), estado excitado do oxigénio, cuja agdo é
ainda pouco investigada (HAMPTON; KETTLE; WITERBOURN, 1998). O HOCI
também pode reagir com o O," para produgdo do radical *OH (HAUGEN et al.,
1999). Este radical é uma espécie extremamente reativa, podendo causar ativagéao
da peroxidacédo lipidica e modificagbes no DNA. O radical *OH também pode ser
produzido a partir da reacdo do H,O, e um metal (ex. Fe*? / Fe*®), (HAMPTON;

KETTLE; WITERBOURN, 1998; Figura 2).



Outra via que vem ganhando relevancia como efetora da atividade dos
fagocitos € a via de produgdo do 6xido nitrico (NO®), capaz de gerar espécies
reativas do nitrogénio (ERNs; CONDLIFFE; KITCHEN; CHILVERS, 1998). O NO*® é
produto do metabolismo da L-arginina por enzimas chamadas de NO sintases.
Apesar de quimicamente simples, o NO pode afetar a transcricdo de genes e,
quando em altas doses, tem efeito citotdxico sobre bactérias, parasitas e células
tumorais, possuindo papel central em processos inflamatérios e doencgas infecciosas
(EISERICH et al., 1998). Parte da toxicidade do NO € devido a sua capacidade de
reagdo com oxigénio molecular. Esta reacdo desencadeia a formacdo de varias
espécies reativas altamente oxidantes como o diéxido de nitrogénio (NO;), acidos
nitroso (HNO3) e nitrico (HNO3) em equilibrio com os respectivos anion nitrito (NOz")
e nitrato (NO3’). A alta toxicidade do NO também pode ser atribuida a sua rapida
reagdo com anion superoxido, gerando o anion peroxinitrito (ONOQO), um potente
oxidante capaz de causar peroxidagao de lipideos, reagir com metais e ser citotoxico

para bactérias (POSSEL et al., 1997; Figura 2).
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A producido de EROs e ERNSs através da explosao respiratoria desempenha
um papel critico ndo sé na atividade bactericida, como também na fungicida, além de
potencializar a reacao inflamatéria (ELBIM & GOURGEROT-POCIDALO, 1996).

As EROs produzidas por neutréfilos ativados podem difundir-se além da
célula produtora e lesar as células de tecidos préoximos. Para limitar o possivel dano
tecidual, a ER é controlada por enzimas que inativam essas potentes moléculas
oxidantes. Dentre elas, destacam-se a superéxido dismutase (SOD) que converte o

anion superoéxido em H,O, e a catalase que degrada o H,O, em agua e oxigénio

(DEVI et al., 2000).



Além de microorganismos, como fungos e bactérias, outros estimulos como
particulas de zymosan, particulas de latex, N-formil-metionil-leucil-fenilalanil (fMLP),
ionoforos, ésteres de forbol, interleucina-8 (IL-8), fator de ativagao plaquetaria (PAF),
fator C5a do sistema complemento, interleucina-1 (IL-1), leucotrieno B4, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) sdo capazes de ativar os fagdcitos e desencadear o
processo de ER (EEDEN et al, 1999). Existem varios mecanismos envolvidos na
estimulacao de ER incluindo, a dependéncia de calcio, a fosforilagado de proteinas e
a reorganizagao do citoesqueleto. Estes mecanismos podem variar de acordo com o
tipo de estimulo que induz a ER (KARLSSON & DALGREN, 2002; NAUSSEF et al,
1991; SCHOPF et al., 1984). Outro ponto que pode variar na indugdo da ER ¢é a
dependéncia da ativacao de receptores de membranas por diferentes estimulos. Por
exemplo, varios investigadores demonstram a atuagao independente da ligagdo com
receptores de ésteres de forbol (tipo PMA) e dos ionéforos (TREVES et al., 1987,
AL-MOHANNA; PETTIT; HALLETT, 1997). Por outro lado, a estimulagdo com fMLP
atua através da ligagao com receptores de superficie (SKLAR et al., 1985). Assim, o
estudo comparativo envolvendo diferentes estimulos na tentativa de descobrir as
diferentes vias de sinalizagao celular envolvidas na ativagao dos fagécitos € area
ativa de investigagdo. Porém, a ativagdo dos fagécitos para indugdo da exploséo
respiratéria € dependente da ativacdo da enzima NADPH-oxidase
independentemente do tipo de estimulo utilizado (BABIOR, 2000). A importancia da
NADPH-oxidase na geracao da ER fica clara em pacientes portadores de doenca
granulomatosa crénica (DGC). Os pacientes portadores desta doenga, sofrem
inumeros processos infecciosos muitas vezes letais, decorrentes de defeitos em
subunidades protéicas do sistema NADPH oxidase (p227H°%, p47°"%%X ou p67PHOX),

que impedem a ocorréncia do processo de ER (TORRES & COATES, 1999). Passos
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importantes na ativacdo da NADPH-oxidase sdo a fosforilagdo da p47°Ho%

(especialmente pela PKC) e a subseqiiente translocacdo do p477"°% e do p67°Ho*
para a membrana plasmatica (que parece depender do citoesqueleto) (NAUSEEF et
al., 1991).

As diferentes atividades do citoesqueleto dependem de trés diferentes tipos
de filamentos protéicos, a saber, filamentos de actina (microfilamentos), flamentos
de tubulina (microtubulos) e filamentos intermediarios (ALBERTS et al., 2002). Os
microfilamentos se localizam logo abaixo da membrana celular (regido cortical) e os
microtubulos estdo em maior numero junto ao centriolo, préximo ao nucleo da célula.
A actina pode se apresentar em duas formas, actina monomeérica globular (G-actina)
e filamentos poliméricos de actina (F-actina) (TORRES & COATES, 1999). Durante a
ativagdo celular com estimulos como fMLP, Cb5a, zymosan opsonizado, IgG
(imunoglobulina tipo G) e LPS (lipopolissacarideo bacteriano), a actina-G polimeriza
para actina-F que se acumula na regido cortical da célula (PACKMAN & LICHTMAN,
1990). A montagem da actina no citoesqueleto € uma das primeiras e mais sensiveis
respostas funcionais dos neutrofilos. Eventos do citoesqueleto perto da superficie da
célula podem regular respostas funcionais como adesao e deformabilidade, além de
fornecer forga mecanica para a mobilidade dos neutroéfilos, fagocitose, transito de
granulos e geracao de superoxido (TORRES & COATES, 1999). Além da actina
existem outras proteinas nas células que modulam o alongamento dos
microfilamentos de actina, como a profilina, a acumentina e a gelsolina (LORENZI,
1992).

Por sua vez, a agdo destas e de varias outras proteinas depende da
concentragado idnica do calcio (Ca*?). Assim, o Ca*? é considerado um importante

regulador da fungao das proteinas presentes na regiao cortical dos neutréfilos. Por
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exemplo, quando a concentracdo do Ca*? é alta, microfilamentos tendem a alongar-
se, enquanto que quando a concentragao € reduzida, esses filamentos desagregam-
se (LORENZI, 1992; EEDEN et al, 1999). A custa dessas modificagées no tamanho
e também pela localizagdo dos filamentos de actina junto a membrana, a célula
locomove-se em direcdo ao agente invasor e o fagocita (LORENZI, 1992). Defeitos
nos microfilamentos de actina vém sendo vinculados ao aumento da susceptibilidade
a processos infecciosos mostrados em criangcas, bem como em pacientes com
queimaduras ou com sindrome mielodisplasica (EEDEN et al, 1999).

Outro aspecto importante em relacéo a transducgao do sinal de ativagdo da ER
€ aquele que envolve a participagdo de quinases. Por exemplo, inibidores nao-
seletivos da proteina quinase tipo C (PKC), tais como a estaurosporina, K252a ou
calfostina C, foram capazes de reduzir a produgao de superoxido em neutréfilos
humanos estimulados com PMA ou zymosan (LEVY et al.,, 1994). Outro estudo
mostra que um inibidor seletivo da PKC bloqueia a produgdo de anion superoxido
induzida pelo PMA (HAZAN et al., 1997).

O estudo destes mecanismos é de grande importédncia, uma vez que
inumeras complicagbes envolvendo um aumento na susceptibilidade a processos
infecciosos foram documentadas (MACKAI; FRED; ROSEN, 2000; GARFIA;
GARCIA-RUIZ; SOLIS-HERRUZO, 2004; ELBIM & GOUGEROT-POCIDALO, 1996).
Um aumento descontrolado na producdo de EROs é considerado um componente
importante na patogénese de diversas doengas, como na angustia respiratoria
aguda, lesao de isquemia/reperfusao, artrite reumatéide e aterosclerose (MACKAI,
FRED; ROSEN, 2000). Entretanto, além dos problemas decorrentes de uma ER
descontrolada, uma deficiéncia na producdo de EROs durante este processo

também tem sido evidenciada. Este fato tem sido considerado em pacientes com
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cirrose hepatica (GARFIA; GARCIA-RUIZ; SOLiIS-HERRUZO, 2004) e portadores da
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (HIV; ELBIM & GOUGEROT-POCIDALO,
1996).

Sabendo que a presenga de processos infecciosos € considerada a principal
causa de morte e maior fonte de morbidade e mortalidade em pacientes com
leucemias agudas (POWELL et al., 1986), alguns autores vém estudando a possivel
causa desta imunodeficiéncia nestes pacientes. EL-MALLEM & FLETCHER, (1979),
mostraram que neutrofilos de pacientes com leucemia mieldide crénica (LMC), com
conteudo normal de mieloperoxidase, sdo pouco eficientes na sua capacidade de
eliminacdo de microorganismos invasores tipo Candida gquilliermondii. Assim,
sugeriu-se que este defeito possa estar relacionado a falhas na degranulagdo do
conteudo de peroxidases dos granulos primarios ou devido a defeitos na produgéo
de Hy0,. Outro estudo, ainda, mostra que varios outros fatores podem estar
envolvidos no estado de imunodeficiéncia destes pacientes que apresentam
multiplas infecgbes, que se estabelecem com a evolugéo progressiva da doenga nao
tratada. Menciona-se a redugado no numero e/ou na fung¢ao de linfocitos e neutrdéfilos
como indutores da imunodeficiéncia destes pacientes. Varios fatores podem estar
relacionados com este estado, como por exemplo, a producdo de citocinas
imunossupressoras, € a invasdo de orgaos imunocompetentes, como a medula
ossea e linfonodos por uma proliferacédo descontrolada de células comprometidas
pela leucemia (ELBIM & GOURGEROT-POCIDALO, 1996), Além disso, desordens
na fagocitose e metabolismo oxidativo também s&o mencionadas como possiveis
responsaveis pelo aumento da susceptibilidade a processos infecciosos que estes
pacientes apresentam (MACKAI; FRED; ROSEN, 2000; GARFIA; GARCIA-RUIZ;

SOLIS-HERRUZO, 2004).
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Segundo a FAB (French-American-British Cooperative Group), as leucemias
podem ser classificadas quanto ao tecido em que se desenvolvem em linféides ou
mieldides, e quanto ao quadro patolégico em agudas ou crbénicas (BAIN, 1990).
Além disso, varios subtipos de leucemias podem ser definidos pela predominancia
da populagéao celular leucémica (linféide ou mieldide) juntamente com uma variedade
de caracteristicas morfolégicas, histoquimicas, imunofenotipicas, citogenéticas e
moleculares (MILLER & GRODMAN, 1998). De acordo com estas caracteristicas, a
leucemia linféide pode ser classificada em trés subtipos: L1, L2 e L3, enquanto a
leucemia mieldide é classificada em sete subtipos: M1 a M7 (LORENZI, 1992). As
leucemias crbnicas sido caracterizadas pela proliferacao celular acelerada, porém
mantendo sua capacidade de diferenciacdo e maturacdo celular, podendo
desenvolver-se vagarosamente durante periodos que variam entre 10 a 20 anos
(HOFFBRAND & PETTI, 2001). As leucemias agudas em contraste, caracterizam-se
pela alta capacidade de proliferacdo e deficiente capacidade de diferenciacao
celular. Neste caso, o desequilibrio entre a proliferagdo e maturacdo destas células
resulta em um rapido acumulo de células imaturas na medula 6ssea e no sangue
periférico (MILLER & GRODMAN, 1998). A leucemia aguda, quando nao tratada, é
frequentemente fatal em um periodo que varia entre semanas a meses de
desenvolvimento da doenga (HOFFBRAND & PETTI, 2001).

Os principais sinais clinicos das leucemias agudas decorrem do acumulo de
células jovens anormais na medula 6ssea prejudicando ou impedindo a produgéo
dos eritrocitos, plaquetas e leucdcitos. Acredita-se que em decorréncia disso, os
pacientes apresentam anemia, hemorragias e multiplas infecgbes, que se

estabelecem com a evolugao progressiva da doenga (MILLER & GRODMAN, 1998).
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As infeccdes que acometem estes pacientes leucémicos sao frequentemente
de origem bacteriana (p.ex. bacilos gram-negativos) acometendo particularmente a
pele, faringe e regido perianal (BARACAT; FERNANDES; SILVA, 2000). Infecgbes
virais (especialmente herpéticas), fungicas ou por protozoarios também sé&o
frequentes, e podem tornar-se generalizadas (HOFFBRAND & PETTI, 2001).
Estudos mostram que até 23% do tempo de internacédo dos pacientes portadores de
leucemias agudas s&o gastos com o tratamento de infecgdes (BODEY;
RODRIGUEZ; CHANG, 1978). Estes fatos ressaltam a importancia da integridade
dos mecanismos de defesa do organismo contra processos infecciosos que s&o
frequentes n&o so nas leucemias agudas, mas em varios outros estados patologicos
ja mencionados, devido a presengca de anormalidades durante o desenrolar dos
multiplos mecanismos de defesa do organismo (MACKAI; FRED; ROSEN, 2000).

Como ja mencionado, muitos sdo os estudos que vem avaliando a ER de
granuldcitos polimorfonucleares (PMN) (DUSI et al., 1996; ELBIM & GOURGEROT-
POCIDALO,1996; KARLSSON & DAHLGREN, 1999; LIU et al., 2000). No entanto,
este processo € bastante complexo, uma vez que envolve uma variedade bastante
grande de enzimas e espécies reativas que podem interferir na eliminagdo ou
prevencdo do processo infeccioso. Este estudo é especialmente importante em
pacientes portadores de leucemias agudas, uma vez que estes frequentemente
apresentam um estado de imunodeficiéncia grave, acompanhado de quadros
infecciosos recorrentes. Neste aspecto, Powell et al. (1996) sugerem que este
estado de imunodeficiéncia se deve a severa neutropenia decorrente do tratamento
quimioterapico que permite a aquisicao de infecgdes que podem ser muitas vezes

fatais. Este fato é reforcado com a observagéo de Hoffbrand e Petti (2001) que
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demonstram a recuperacdo das infeccoes apds o retorno da mielopoiese
(recuperagao neutrofilica) depois do tratamento quimioterapico.

Diante do exposto, fica clara a necessidade de avaliagado destes aspectos da
resposta imune inata, assim como a padronizacdo de ensaios que permitam a
medida da producdo destas espécies reativas. Para isso a citometria de fluxo em
conjunto com a utilizagdo de sondas moleculares como a diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) tem se apresentado como uma excelente
ferramenta. Este método permite o estudo da ER em fagdcitos, sendo estas células
avaliadas como células individuais (LEHMANN; SORNES; HALSTENSEN, 2000).
Esta técnica também se diferencia das demais, especialmente por permitir a
identificacdo e quantificacdo de subpopulagdes de PMN mesmo quando a contagem
de leucdcitos total for baixa no sangue periférico, 0 que permite que os testes sejam
realizados com pequeno volume de amostra (EEDEN et al, 1999).

Apesar de varios trabalhos iniciais utilizarem a oxidacdo da DCFH para
avaliacdo da producgédo de perdéxido de hidrogénio, alguns autores recentemente
sugerem que esta sonda também pode ser oxidada por outras espécies reativas, tais
como o NO* e o ONOO™ (POSSEL et al., 1997; HAUGEN et al., 1999; IMIRICH &
KOBZIK, 1997). Para melhor elucidagado das atividades neutrofilicas em pacientes
portadores de leucemias agudas, POWELL e colaboradores (1986) avaliaram a ER
através da oxidacdo da sonda DCFH estimulada por PMA em PMN individuais
através da técnica de citometria de fluxo. Este estudo demonstrou que existem
subpopulagdes de granuldcitos que quando estimuladas, podem responder
normalmente, serem hipoativas (possuir atividade oxidativa abaixo do normal) ou
hiperativas (possuir resposta oxidativa acima do normal). Todos os pacientes com

aumento da resposta oxidativa dos PMN sobreviveram. Em contraste, apenas 1%
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dos pacientes que demonstraram reducdo da resposta oxidativa (hipoatividade)
sobreviveu (POWELL et al., 1986).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e
padronizacao da técnica de citometria de fluxo através da oxidagcao da DCFH para
avaliar a capacidade de producdo de EROs, em particular H,O,, durante a indugao
da ER em granul6citos normais e de pacientes com leucemias agudas. Estes
resultados podem vir a contribuir para a avaliagdo prognéstica e auxiliar o tratamento
profilatico dos pacientes mencionados, uma vez que a profilaxia € frequentemente
realizada com antibidticos independentemente da presenga de processos
infecciosos. Além do que, o tratamento quimioterapico é considerado de alta
agressividade, e geralmente diminui muito o numero de células de defesa
(granulécitos), tornando os pacientes ainda mais susceptiveis ao desenvolvimento
dos processos infecciosos.

Diante do exposto, fica clara a importancia de estudar o processo de ER em
pacientes portadores de leucemias agudas para melhorar a qualidade de vida destes
pacientes. Além disto, estabelecer padrées de normalidade para auxiliar o
entendimento das vias de sinalizagédo celular envolvidas na ER, contribuindo desta
forma no esclarecimento das deficiéncias presentes nestes mecanismos de defesa,
que sao responsaveis pelo desenvolvimento de processos infecciosos que muitas

vezes comprometem a vida humana.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

— Comparar a explosao respiratoria induzida por éster de forbol e zymosan em
granulécitos de individuos saudaveis e de pacientes portadores de leucemias

agudas.

2.2 — Objetivos especificos

- Padronizar o teste de oxidacdo da diclorofluoresceina por citometria de fluxo
durante a exploséo respiratéria em granulocitos estimulados com éster de forbol e
zymosan;

- Estudar a transdugao de sinal em granulécitos de individuos saudaveis avaliando
a participacdo do Ca*? extracelular e da proteina quinase C durante a explosdo
respiratoria induzida por éster de forbol e zymosan,;

- Avaliar o envolvimento do citoesqueleto de granulécitos de individuos saudaveis
durante a explosao respiratoria induzida por éster de forbol e zymosan;

- Relacionar a ocorréncia do processo fagocitico com a explosao respiratoria em
granulécitos normais estimulados com o estimulo particulado, zymosan;

- Selecionar o melhor estimulo (zymosan ou PMA) da exploséo respiratoria para a
instalagdo de rotinas laboratoriais auxiliares no acompanhamento prognoéstico e

tratamento profilatico dos pacientes portadores de leucemias agudas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Compostos e reagentes

Os seguintes compostos e reagentes foram utilizados neste estudo: 2’,7’-
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), acetato miristato de forbol (PMA),
colchicina, citocalasina D, zymosan, azul de trypan, dextrana (peso molecular 250
kDa), bisindoilmaleimida | (BIM I). Estes foram obtidos junto a Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, EUA). A Heparina (5000 Ul/mL) foi gentiimente doada pelo
Laboratério Cristalia do Brasil (Sdo Paulo, SP) e o Taxol (Paclitaxel; 6 mM), foi
obtido dos Laboratérios Parke-Davis do Brasil (Sdo Paulo, SP). Os demais sais e

reagentes foram obtidos das melhores fontes comerciais disponiveis.

3.2 - Selegao e obtengado das amostras de sangue

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas 83 amostras de sangue de
individuos saudaveis (doadores de sangue) e 12 amostras de pacientes leucémicos.
Todas as amostras foram fornecidas pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Estado de Santa Catarina (HEMOSC).

As amostras de individuos saudaveis de 20 a 50 anos de idade de ambos os
sexos foram obtidas apdés a doagado voluntaria de sangue ao HEMOSC. Foram
coletados 10 mL de sangue total por venopungao em tubos contendo heparina (5
Ul/mL) como anticoagulante apds consentimento prévio dos doadores. As amostras
foram submetidas a realizagdo de exames sorolégicos para detecgdo de sifilis,

hepatites B e C, virus T-linfotropicos humanos tipo | (HTLV-I) e tipo Il (HTLV-II), e
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doenga de Chagas. Foram selecionadas somente amostras que apresentaram
resultados negativos para estes testes. Outros critérios de exclusao foram presenga
de infeccbes e uso de medicamentos. Estas informacdes obtidas dos individuos
saudaveis nao foram confirmadas por exames clinicos.

Dos pacientes leucémicos, foram obtidas amostras de cerca de 5-10 mL de
sangue que constituiam sobras das amostras retiradas para o diagndstico,
acompanhamento do quadro clinico, ou doagdo voluntaria. As amostras de
pacientes leucémicos foram coletadas e selecionadas de acordo com o tipo de
leucemia aguda (mieldide ou linféide). Nao houve tentativa de padronizar os subtipos
de leucemias, nem caracteristicas mais detalhadas sobre a forma de tratamento a
que eles estavam sendo submetidos.

A pesquisa foi esclarecida aos doadores de sangue e pacientes com o
auxilio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido exigido e aprovado
(Processo nuimero 212/2002) pelo Comité de Etica em Seres Humanos da

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.3 - Lise dos eritrocitos

A lise dos eritrécitos foi realizada para evitar possiveis interferéncias
ocasionadas pela hemoglobina na oxidagdo do DCFH-DA (OHASHI et al., 2002) e
para impedir que a contaminagao eritrocitaria prejudicasse o reconhecimento das
subpopulagdes celulares pelo citdbmetro de fluxo (VUORTE et al., 2001). A amostra
de sangue foi aliquotada em 5 tubos contendo 500 pL de sangue total por tubo. A
cada tubo foram adicionados 4 mL de solugao de lise mantida a 4°C. As amostras

foram homogeneizadas por inversao e deixadas em repouso durante 10 minutos a
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temperatura ambiente, sendo entdo centrifugadas a 400 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 4 mL de solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS) mantida a 4°C. As amostras foram centrifugadas
novamente a 400 x g por 10 minutos e em seguida foram lavadas com PBS. O
sedimento foi ressuspenso em solugdo balanceada de sais de Hank (HBSS) mantida
a 4°C. A suspensao celular foi centrifugada novamente a 400 x g por 10 minutos, e
ressuspensa em 1 mL de HBSS. As amostras dos 5 tubos foram misturadas em um
unico tubo, formando uma suspensdo celular unica. A suspensdo celular foi
homogeneizada e uma aliquota desta foi diluida em liquido de Turk (1:20) para a
contagem do numero total de leucdcitos presentes na amostra. A contagem foi
realizada em camara de Neubauer, e em seguida a concentragdo destas células foi

ajustada para 3 x 10°leucécitos/mL com HBSS.

3.4 - Obtencgédo de leucocitos por sedimentagdo com dextrana

Dois mililitros de dextrana 1% (v/v) foram adicionados a 8 mL de sangue. As
amostras foram homogeneizadas por inversdo e mantidas em repouso, inclinadas
em um angulo de aproximadamente 45° em temperatura ambiente por 45 minutos
para a sedimentacdo dos eritrocitos. Apds este periodo, foi possivel visualizar
nitidamente a separagdo das células sanguineas em duas camadas. Os eritrécitos
se apresentaram na camada inferior e o plasma rico em leucdcitos na camada
superior da suspensao celular. O plasma rico em leucdcitos foi aspirado
cuidadosamente, transferido para outro tubo e centrifugado a 400 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 2 mL de

HBSS. Em seguida, uma aliquota desta suspensao celular foi diluida (1:20) em
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liquido de Turk para contagem do numero total de leucdcitos. A contagem destas
células foi realizada em cédmara de Neubauer, e em seguida a concentragédo foi

ajustada de modo a conter 3 x 10° leucécitos/mL com HBSS.

3.5- Medida da explosao respiratoria em granulécitos

3.5.1 - Principio do ensaio

O principio do ensaio baseia-se na introducdo da sonda nao-fluorescente
2',7'-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) no interior das células, provendo
um substrato oxidavel (DCFH). O DCFH-DA é um composto estavel n&o-
fluorescente lipofilico que facilmente atravessa a membrana das células. Dentro da
célula, enzimas citosélicas (esterases) desacetilam o DCFH-DA para formar a 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH) a qual, devido a sua polaridade, fica confinada no
citoplasma. Espécies reativas de oxigénio geradas durante a explos&o respiratoria
oxidam o DCFH formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui
fluorescéncia verde, com emissao em 510-530 nm. A fluorescéncia verde produzida
pela formagdo de DCFoxi é proporcional a capacidade oxidativa da célula. Desta
forma a intensidade da fluorescéncia intracelular se torna uma medida dos
metabdlitos oxidativos produzidos pelas células, em particular H,O, (Figura 3; BASS

et al., 1983).
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MEIO EXTRACELULAR MEIO INTRATRACELULAR

DCFH-DA DCFH DCF-oxi
fluorescente

Figura 3. Principio do ensaio de oxidacdo da DCFH, que pode ser oxidada pelo H,O, ao
DCFoxi fluorescente (Adaptada de ROBINSON, 1998).

3.5.2 - Incorporagdo do DCFH-DA

Para a incorporacdo da DCFH-DA no interior das células, 5 uL
(concentragao final 100 uM) da solugao estoque foram adicionadas a aliquotas de
500 L contendo 3 x 10° leucdcitos/mL, que foram incubadas durante 15 minutos a
37°C no escuro. Ao término deste periodo, uma aliquota de 100 pL da suspensao
celular foi retirada e diluida em HBSS (500 uL) para servir como controle negativo. O
controle permitiu o ajuste dos eventos negativos e demarcagao da area no registro
do citbmetro em que os granuldcitos concentram-se para a posterior leitura da

amostra no citdmetro de fluxo (Figura.6).
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3.5.3 - Estimulagao dos granulécitos

Uma vez que a explosao respiratéria pode ser ativada por uma variedade de
estimulos soluveis e particulados para a produgéo de espécies reativas de oxigénio,
avaliamos a resposta dos granuldcitos a um estimulo fluido (PMA) e um estimulo
particulado (zymosan). O PMA é um conhecido indutor da exploséo respiratoria em
granulécitos e foi utilizado inicialmente para medida da maxima excitacdo das
células e padronizagdo do método. Em seguida, particulas de zymosan (parede
celular de Saccharomyces cerevisiae), foram testadas como estimulo nas mesmas
condicdes em que o PMA foi avaliado para a verificagao da produg¢ao de H,O, na ER
de granuldcitos diante de possiveis alteracbes que pudessem ser ocasionadas pela
fagocitose destas particulas.

Para a realizacdo desta avaliagdo, apds a leitura do controle negativo na
auséncia de estimulo (tubo 1), uma aliquota da suspensao celular contendo 3 x 10°
leucécitos/mL (tubo 2) foi estimulada com PMA (na concentragao final de 160 nM) e
outra aliquota (tubo 3) foi estimulada com zymosan (5 particulas para cada célula). A
suspensao celular foi incubada com PMA ou zymosan em diferentes periodos de
tempo (15, 30 e 45 minutos). Nestes pontos, aliquotas de 100 L foram retiradas dos
tubos e diluidas em solugdo de HBSS (500 uL) para a leitura no citdmetro de fluxo
no filtro de fluorescéncia verde (FL1). Quando do uso de zymosan como estimulo, foi
necessaria a adicao de 5% (v/v) de plasma contendo minima quantidade de
plaquetas a suspensao celular antes da adigao do estimulo. Este plasma foi obtido
com a centrifugacdo de aproximadamente 500 yL de sangue autélogo 480 x g
durante 10 minutos. A adicdo do plasma visou garantir a opsonizagdo do zymosan

para facilitar a fagocitose por parte dos granulécitos.
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3.5.4 Medida da intensidade de fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia foi medida através de citbmetro de fluxo
(FACScalibur — Becton Dickinson, Sdo Paulo, SP) equipado com laser de argdnio de
15 mW resfriado a ar e operando em 488 nm. O uso deste equipamento foi
gentilmente autorizado pelo Laboratério de Marcadores Celulares do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Estado de Santa Catarina (HEMOSC).

Uma vez que leucocitos possuem tamanhos e densidades de organelas bem
distintas, a populagdo dos granuldcitos a ser estudada foi demarcada manualmente
de acordo com os parametros de granulosidade (SSC) e tamanho (FSC). Apos a
demarcacao da area de aquisigao dos granuldcitos, o detector de disperséo dianteira
(FSC) foi ajustado em EO00. O detector de dispersédo lateral (SSC) foi ajustado
através da visualizagdo do histograma de cada amostra para que o controle negativo
permitisse a visualizagdo das respostas positivas que foram representadas em
escala logaritmica. Além destes parametros, foi estabelecido como critério para a
aquisicdo das amostras o numero de eventos (particulas e células). Foi estabelecida
a contagem de 10.000 eventos por tubo na area demarcada (area em que os
granulécitos se apresentam). Assim, a média de intensidade de fluorescéncia
relativa produzida durante a explosdo respiratéria pela oxidacdo do DCFH foi

coletada através do filtro de fluorescéncia verde (FL1).
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3.6 — Avaliagao morfolégica dos granulécitos estimulados

Ao mesmo tempo em que foi separada uma aliquota de células estimuladas
para a medida da intensidade de fluorescéncia, também foi separada uma segunda
aliquota para a analise morfologica das células através de um microscopio 6ptico
equipado com camara fotografica (Nikon Eclipse E400, Sdo Paulo, SP). Apds a
estimulagdo das células com PMA ou zymosan (ou sem estimulo, no caso dos
controles negativos), foram produzidos citocentrifugados (realizado com uma
centrifuga Cytospin) das células. Em cada citocentrifugado foram utilizados 200 uL
de uma suspensao celular contendo 1,5 x 10° células/mL e 100 L de plasma. As
ldminas foram subsequentemente coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa.
A observacédo das laminas permitiu que a fagocitose das particulas de zymosan

pelos granuldcitos fosse visualizada.

3.7 - Avaliagao da viabilidade celular

Este teste foi realizado com o objetivo de determinar a porcentagem de
células viaveis na suspensao celular apds a realizagdo dos experimentos e verificar
a toxicidade dos reagentes e drogas utilizadas. A avaliagao da viabilidade celular foi
realizada com a utilizagdo do corante de exclusdo Azul de Trypan que permite
verificar a integridade da membrana celular. Cinquenta microlitros da suspenséao
celular foram misturados a 5 pyL do corante. Esta suspensdo permaneceu incubada
com o corante por um periodo de 3 a 5 minutos. Aproximadamente 10 pyL das
células expostas ao corante foram observadas em camara de Neubauer em

microscépio optico. As células viaveis apresentaram-se refringentes, enquanto as
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células inviaveis permitiram a passagem do corante através da membrana celular,
corando-se em azul (MISHELL & SHIIGI, 1980). A determinagé&o da porcentagem de

células viaveis foi calculada com a férmula:

Porcentagem de células viaveis = n° de células viaveis (ndo coradas) x 100

n° de células viaveis + n° de células inviaveis
3.8 - Participagdo do Ca®* na explosao respiratéria dos granulécitos

Com o objetivo de avaliar a participagdo do calcio durante o processo de
explosdo respiratéria dos granulécitos foi utiizado o EGTA (acido
N,N,N",N etilenoglicol-bis (B-aminoetil) tetraacético) nas concentragcbes de 1 e 2,5
mM. O EGTA é um quelante de calcio extracelular. Para a realizagdo desta medida,
apoés a incorporagcédo do DCFH-DA, o EGTA foi adicionado a suspensao celular 2
minutos antes da adi¢cdo dos estimulos, PMA ou zymosan. No final deste periodo,
uma aliquota de cada tubo foi diluida em HBSS e lida imediatamente no citbmetro de

fluxo, como descrito anteriormente.

3.9 — Participagao do citoesqueleto na explosao respiratéria dos granulécitos

Para avaliar a participagédo do citoesqueleto durante o processo de exploséo
respiratoria, as células foram incubadas com diferentes compostos interferentes do
citoesqueleto antes da ativagdo dos granulécitos com PMA ou zymosan. Os
compostos usados foram citocalasina D (0,1; 1 e 10 pM), um agente
despolimerizante de microfilamentos, a colchicina (3; 10 e 30 uM) e o taxol (30 e 100
MM), estes ultimos agentes despolimerizantes de microtubulos. Os compostos foram

adicionados a suspensao celular junto com o DCFH-DA, e permaneceram durante
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30 minutos a 37°C antes da ativagédo das células. Apos este periodo, PMA (tubo 1)
ou zymosan (tubo 2) foram adicionados as células e novamente incubados a 37°C
por mais 30 minutos. No final deste periodo, uma aliquota de cada tubo foi diluida

em HBSS e lidas imediatamente no citbmetro de fluxo, como descrito anteriormente.

3.10 - Participagcao da proteina quinase C na explosdo respiratéria dos

granulécitos

Para avaliar o envolvimento da proteina quinase C no mecanismo de
sinalizagao celular de granuldcitos durante a ER, as células foram tratadas com BIM
I, um inibidor seletivo de proteina quinase C. O BIM | foi incubado com a suspensao
celular junto com o DCFH-DA durante 30 minutos antes da ativagao dos granuldcitos
com os diferentes estimulos (PMA e zymosan). Apos este periodo, PMA (tubo 1) ou
zymosan (tubo 2) foram adicionados a suspensé&o celular e novamente incubados a
37°C por mais 30 minutos. No final deste periodo, uma aliquota de cada tubo foi
diluida em HBSS e lidas imediatamente no citbmetro de fluxo, como descrito

anteriormente.

3.11 - Preparo das solugées

3.11.1 - Compostos

Para preparo da solugao estoque, o DCFH-DA foi diluido em dimetilsulféxido
(DMSO) para gerar uma solugao de 10 mM e estocado em aliquotas de 50 uL a
-20°C. A solugao estoque de PMA (160 uM) foi preparada em PBS estéril e estocada
a -20°C em aliquotas de 50 uL. Citocalasina D foi dissolvida em DMSO para gerar

uma a solucado estoque de 10 mM e armazenada em aliquotas a -20°C. Antes da
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realizagcao dos experimentos, esta solugao foi diluida em PBS. O BIM | foi dissolvido
em DMSO, para gerar a solugao estoque de 5 mM e estocado a -20°C. Esta solugéo
foi diluida em PBS imediatamente antes da realizagdo dos experimentos. A
colchicina foi dissolvida em PBS para originar a solugdo estoque de 2,5 mM e
armazenada a -20°C. Finalmente, a solugao estoque de EGTA a 50 mM foi diluida

em PBS antes da realizacdo dos experimentos.

3.11.2 - Solugao de lise

A solucao de lise de eritrécitos foi preparada em nosso laboratério e contém
(mM final) NH4CI (150 mM), NaHCO3; (10 mM) e EDTA dissodico (1 mM). A solugao

foi diluida em agua destilada, esterilizada por filtracdo e armazenada em geladeira.

3.11.3 - Solugao balanceada de sais de Hank (HBSS)

A solugao de HBSS (5,4 mM KCI, 0,3 mM Na;HPO,, 0,4 mM KH2PO4, 4,2
mM NaHCOs;, 1,3 mM CaCly, 0,5 mM MgCl,, 0,6 mM MgSOQO,, 137 mM NaCl e 5,6
mM D-glucose), teve o pH ajustado em 7,4, e foi complementada com 15 Ul/mL de

heparina. A solugao foi esterilizada por filtragdo e armazenada em geladeira.

3.11.4 — Solugao de dextrana 1% (p/v)

A solugao de dextrana (250 kDa de peso molecular) foi preparada em PBS

contendo 15 Ul/mL de heparina. Foi esterilizada por filtragdo e armazenada em

geladeira.
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3.11.5 — Solugao salina tamponada com fosfato (PBS)

Esta solucdo foi preparada em nosso laboratério e continha (em mM), 137
NaCl; 2,7 KCl e 1,5 KH,PO4 e ajustada para pH 7.4. Foram adicionados 15 Ul/mL de

heparina, a solugao foi esterilizada por filtragcdo e armazenada em geladeira.

3.11.6 — Preparo da suspensao de zymosan

A suspensdo de zymosan foi preparada dispersando-se zymosan (Sigma)
ou fermento bioldgico Fleischmann® em PBS para uma concentracao final de 20

mg/mL. A solucéo foi autoclavada e armazenada em geladeira. Imediatamente antes
do uso, uma aliquota foi lavada 3 vezes com PBS e ressuspensa em PBS.
Experimentos preliminares mostraram que nao ha diferenca entre as duas formas de
zymosan (dados ndo mostrados). Nesta concentragdo, a suspensao de zymosan

tem cerca de 10° particulas/mL.
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3.11.7 Liquido de Tiirk

Uma solugao de acido acético em agua destilada (2% v/v) foi preparada e a
ela adicionados alguns cristais de azul de metileno para deixa-la com uma coloragao

azul-piscina suave. A solucao foi armazenada em geladeira.

3.12 - Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média de intensidade de fluorescéncia
produzida + erro padrdo da média (EPM) de 3-24 diferentes doadores por ponto
experimental. Estes dados foram calculados a partir dos histogramas do programa
ProCOUNT que acompanha o citbmetro de fluxo. Para analise estatistica foi utilizada
a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste t de Bonferroni ou o
teste t de Student ndo-pareado. Um valor de p menor que 0.05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Efeito de diferentes métodos de eliminagao de eritrécitos na avaliagao da

explosao respiratéria em granulécitos normais

A eliminacdo dos eritrécitos foi realizada para que fosse possivel a
visualizacdo da populagdo a ser estudada no citbmetro de fluxo e para eliminar
possiveis interferéncias na oxidacdo do DCFH que pudessem ser ocasionadas pela
presengca de hemoglobina. Com este objetivo, dois métodos para a eliminagdo de
eritrocitos foram testados. O primeiro método foi realizado com a utilizagdo da
solucao de cloreto de amoénio, capaz de lisar os eritrocitos presentes na amostra. O
segundo método foi realizado com a utilizagdo de dextrana, que possibilitou a
separacao dos eritrocitos da amostra através da sedimentagdo destas células,
enquanto os leucdcitos permanecem no sobrenadante.

A avaliagdo morfologica dos granulécitos obtidos através dos dois métodos
revelou que as células foram melhor preservadas no procedimento com dextrana,
enquanto que o procedimento de lise alterou a morfologia celular (Figura 5).

Uma vez obtidos, os granulécitos foram estimulados a realizar a exploséao
respiratoria com dois tipos de estimulos. O primeiro, o PMA, é caracterizado como
fase fluida, ja que ele é capaz de permear a membrana celular. O segundo estimulo,
0 zymosan, € um estimulo particulado e como tal, tem que ser fagocitado. Os dois
estimulos foram comparados em relacdo aos métodos de obtencéo dos leucécitos. A
estimulaggdgo com PMA (160 nM) provocou um aumento na intensidade de
fluorescéncia, usada como indice da indugdo da explosdo respiratoria (ver mais
detalhes no Item 3.2). A explosao respiratoria induzida por PMA nao foi diferente

para os dois métodos de eliminacao de eritrocitos (Figura 4).
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Por outro lado, o zymosan induziu o aumento da explosao respiratoria nos
leucdcitos obtidos pelo método da dextrana, mas falhou em estimular os leucécitos
obtidos pelo método de lise, apesar da fagocitose ter ocorrido (Figura 5, Painéis E e
F). Portanto, a obtengéo de leucdcitos livres de hemacias com dextrana foi o método
escolhido para ser utilizado no restante deste trabalho.
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1000+
1

o 3
2 = 750-
©
3%
o [ e
o @ 500-
< &
29
£ o 250
>
- *
0_
PMA (160 nM) Zym (5:1)

Figura 4 - Efeito de diferentes procedimentos de eliminacdo de eritrécitos na explosao
respiratdria de granulécitos (3 x 10° células/mL) estimulados com PMA (160 nM) ou zymosan
(5 particulas/célula). Leucdcitos obtidos utilizando o procedimento de lise de eritrécitos com
cloreto de amoénio (barras abertas) ou o procedimento de separagdo dos eritrocitos com
dextrana 1% (barras fechadas) foram ativados e a leitura da fluorescéncia (em unidades
arbitrarias, u.a.) foi feita apés 30 minutos a 37°C. Cada barra representa a média £ erro
padrao da média de 13 a 19 amostras. *p < 0.05 quando comparado ao ponto controle

(tempo zero min), ANOVA seguido pelo teste t modificado de Bonferroni.
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4.2 - Efeitos de diferentes estimulos na explosao respiratéria de granulocitos

A adigcdo de PMA aos leucdcitos causou alteragcbes morfolégicas visiveis a
microscopia 6ptica, quando comparados a células sem tratamento algum (Figura 5).
A adicao de zymosan foi acompanhada da rapida ingestao das particulas, facilmente
visiveis no interior dos neutrofilos. Embora ndo tenhamos feito uma quantificagcéo
mais rigorosa, cada granuldcito ingere uma meédia de 4-6 particulas e pelo menos

90% destas células fagocitaram o zymosan (Figura 5, Painéis E e F).
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Figura 5 — Morfologia de leucocitos em diferentes situacbes experimentais. A: células
obtidas com sedimentagao diferencial com dextrana; B: células obtidas com lise de
eritrocitos; C e D: células obtidas com dextrana e incubadas com PMA (160nM) por 30
minutos; E e F: células obtidas com dextrana e incubadas com zymosan (5 particulas/célula)
por 30 minutos. As cabecas de setas indicam no Painel B: alteragdes importantes na
morfologia com reducédo do volume celular, vacuolizacdo e “enrugamento” da membrana;
nos Painéis C e D: vacuolizagdo abundante no nucleo e no citosol e células com aparéncia
normal e no Painel E: duas particulas de zymosan no interior de neutréfilos, circundadas

pela elipse. Coloragao May-Grinwald-Giemsa.
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A Figura 6 mostra a caracterizagdo da area correspondente aos granuldcitos
em um registro tipico do citbmetro de fluxo, onde pode ser verificado que os
granulécitos constituem uma populagao relativamente bem definida apods a remogéo

dos eritrocitos (area circundada em vermelho).
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Figura 6 - Registro tipico do citémetro de fluxo mostrando os diferentes tipos leucocitarios,
separados por tamanho e granulosidade. Cada ponto equivale a uma célula. Os granulécitos
foram localizados de acordo com os pardmetros de granulosidade e tamanho das células.
Os leucacitos foram obtidos pelo método de sedimentacao diferencial com dextrana 1%. Na
area circundada em vermelho, percebe-se que a populagdo de granulécitos constitui a
maioria das células e estd bem separada das demais populagdes celulares. Nos demais
experimentos deste trabalho, o equivalente da area em vermelho foi usado para a

quantificagao da fluorescéncia.
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A Figura 7, Painel A, mostra o histograma de fluorescéncia dos granuldcitos
estimulados com PMA. Pode ser nitidamente observado que a fluorescéncia cresce
temporalmente, com deslocamento da curva normal para maior intensidade de
fluorescéncia, com um aumento da ordem de 3 unidades logaritmicas na intensidade
de fluorescéncia.

Quando o estimulo utilizado foi o zymosan, percebe-se um comportamento
similar ao PMA mas com algumas diferengas (Figura 7, Painel B). Por exemplo,
nota-se uma maior dispersao das curvas de intensidade de fluorescéncia, indicando
que nem todas as células exibem intensidades semelhantes de fluorescéncia. Isto
provavelmente esta relacionado ao fato de que o numero de particulas sendo

fagocitadas ndo € o mesmo para todas as células.



37

_
I\.l-.‘ -
- AF Basal 15° 30" 45°
[72]
o
C
()
>
w
“fne T qaE 10
Intensidade de fluorescéncia (FL1)
=i
® AF Basal 15" 30° 45
@]
c
¢
w
()

10*

10% 101 10%

Intensidade de fluorescéncia (FL1)

Figura 7 - Histogramas de fluorescéncia da explosdo respiratoria de granuldcitos
estimulados, avaliada pela oxidagao do composto fluorescente DCFH. Os leucdcitos foram
obtidos por sedimentacao diferencial de eritrécitos com dextrana 1%, lavados, ressuspensos
em HBSS contendo heparina e 5% de plasma autélogo, ajustados para 3 x 10° células/mL.
Uma aliquota foi avaliada para auto-fluorescéncia (AF). O restante da suspensao foi
incubada com DCFH-DA (como descrito em Métodos) por 15 minutos, uma aliquota desta
suspensao foi avaliada para fluorescéncia (basal) das células ndo estimuladas. Ao restante
da suspensao foi adicionado PMA (160 nM; Painel A) ou zymosan (5 particulas/célula;
Painel B) e aliquotas foram medidas nos tempos de 15, 30 e 45 minutos apés a adigao dos
estimulos. Observar que a fluorescéncia final é cerca de 2-3 ordens de grandeza superior

aos valores basais.
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421 - Curva temporal da explosdo respiratoria de granulécitos frente a

diferentes estimulos

Como pode ser visto na Figura 8, Painel A, a adigdo de PMA (160 nM) aos
granulécitos obtidos pelo método da dextrana, induziu um aumento tempo-
dependente na intensidade de fluorescéncia produzida pela oxidagcdo da DCFH pelo
H,O, produzido, usado como indice de inducdo da explosdao respiratéria. A
intensidade de fluorescéncia atingiu valor maximo ao redor de 30 minutos apds
estimulagdo e permaneceu constante pelos préximos 15 minutos. Embora né&o
mostrada, a intensidade de fluorescéncia decai lentamente em periodos de tempo
posteriores. A resposta obtida com a estimulagdo dos granuldcitos com zymosan
atingiu valores de intensidade de fluorescéncia similares aos vistos com o PMA
(Figura 8, Painel B), embora a cinética tenha sido mais lenta. Portanto, este grupo de
experimentos mostra que ha uma clara dependéncia temporal da intensidade da
fluorescéncia produzida por estimulos soluveis ou particulados em granuldcitos
humanos. As diferengas cinéticas devem ser devidas a diferentes mecanismos de
sinalizagao celular envolvidos na indugcdo da explosao respiratéria, dependendo do

estimulo empregado.
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Figura 8 - Curva temporal da explosdo respiratéria de granulécitos (3 x 10° cél/mL)
estimulados com PMA (160 nM; Painel A) ou com zymosan (5 particulas/célula; Painel B).
Os granuldcitos foram pré-incubados com DCFH-DA (100 uM) durante 15 minutos a 37°C
(tempo zero), antes da adicdo dos estimulos. Aliquotas das amostras estimuladas foram
retiradas para a leitura da intensidade de fluorescéncia nos diferentes tempos indicados.
Cada ponto representa a média * erro padrdo da média de 8 a 24 doadores saudaveis.” p <
0.05, diferenga estatisticamente significante entre amostras estimuladas e nao-estimuladas

(ANOVA seguida pelo teste t modificado por Bonferroni).
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4.2.2 - Influencia do numero de particulas de zymosan utilizado para cada

leucécito na indugao da explosao respiratéria

Como pode ser visto na Figura 9, houve uma nitida dependéncia entre
aumento do numero de particulas por leucocito e o aumento da intensidade de
fluorescéncia produzida por estas células. A ativagao de granulécitos realizada
utiizando uma razédo de duas particulas de zymosan para cada célula (2:1) e de
cinco particulas de zymosan para cada célula (5:1) mostra que a ultima condigao foi
a mais adequada. O aumento do numero de particulas/célula além deste ponto néo
induziu maior valor na intensidade de fluorescéncia (dados n&o mostrados) e
dificultou a analise dos resultados pelo citdbmetro de fluxo.

A avaliagdo da dependéncia da concentracdo de PMA na explosao
respiratoria ndo foi realizada porque este valor ja esta bem estabelecido na literatura
(BASS et al., 1983; SMITH; WEIDMANN, 1993; VUORTE; JANSSON e REPO,

1996).
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Figura 9 - Explosdo respiratéria de granulécitos (3 x 10° cél/mL) dependente do tempo de
estimulagdo e numero de particulas de zymosan/célula. Os eritrécitos foram eliminados com
dextrana e os granuldcitos incubados com DCFH-DA durante 15 minutos, 37°C antes da
estimulacdo. Como estimulo foi utilizada a razdo de 2 ou 5 particulas para cada célula. Cada
ponto representa a média + erro padrdo da média de 4 a 9 amostras. *p<0.05 para o grupo
estimulado com razdo de 2:1 quando comparado com o grupo estimulado com a razao de

5:1 (ANOVA seguida pelo teste t modificado por Bonferroni).
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4.3 - Participagdo do Ca*? extracelular na explosio respiratéria

As amostras foram incubadas a 37°C com DCFH-DA durante 15 minutos, e
dois minutos antes da adigdo do estimulo (PMA ou zymosan), foi adicionado EGTA
para fornecer concentragdes finais de 1,0 ou de 2,5 mM. O EGTA na concentracao
de 1 mM né&o alterou a resposta produzida por granulécitos estimulados com PMA
(Figura 10, Painel A), nem aqueles estimulados com zymosan (Figura 10, Painel B).
No entanto, quando as células foram incubadas com 2,5 mM de EGTA, houve uma
grande redugao da intensidade de fluorescéncia nos granulécitos estimulados com
zymosan. Por outro lado, o efeito estimulante do PMA pareceu independer da

presenca de calcio extracelular.
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Figura 10 - Efeito do EGTA na intensidade de fluorescéncia causada por PMA ou zymosan
em granuldcitos normais. O EGTA foi adicionado nas concentragdes indicadas 2 minutos
antes da estimulagcdo das células com PMA (160 nM; Painel A) ou com zymosan (5
particulas/célula; Painel B). A intensidade de fluorescéncia foi avaliada 30 minutos apds a
estimulacdo dos granuldcitos, a 37°C. Cada ponto representa a média = erro padrao da
média de 3 a 6 amostras. * p< 0.05, diferengca estatisticamente significante quando
comparado ao grupo nao estimulado (basal). # p< 0.05, diferenca estatisticamente
significante quando comparado ao grupo estimulado (ANOVA seguida pelo teste de

Bonferroni).
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4.4 - Avaliacao do envolvimento do citoesqueleto na explosao respiratoria

induzida por PMA ou zymosan em granulécitos normais

4.4.1 - Participagado dos microfilamentos de actina

Com o objetivo de avaliar a participagdo dos microfilamentos durante o
processo de explosao respiratéria em granuldcitos, foi utilizado a citocalasina D, um
agente despolimerizante da malha de microfilamentos. O tratamento dos
granuldcitos com citocalasina D nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 uM causou
alteragdes significativas na explosao respiratoria induzida por PMA (Figura 11,
Painel A) somente na maior concentracao deste agente despolimerizante. Por outro
lado, o aumento da intensidade de fluorescéncia causada por zymosan foi mais
sensivel a citocalasina, ja causando redugao significativa na concentragdo de 1 uM
(Figura 11, Painel B). O tratamento com a concentragao de 10 uM de Citocalasina D

inibiu totalmente a explosao respiratoria causada pelo zymosan nos granulocitos.
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Figura 11 - Efeito da citocalasina D na intensidade de fluorescéncia produzida pela oxidagao
do DCFH em granuldcitos normais. Citocalasina D foi adicionada juntamente com o DCFH-
DA, 30 minutos antes da estimulagcdo das células com PMA (160 nM; Painel A) ou com
zymosan (5:1; Painel B). A fluorescéncia foi medida 30 minutos apos a estimulacdo, a 37°C.
Cada ponto representa a média + erro padrao da média de 3 a 6 amostras. *p < 0.05,
diferencga estatisticamente significante quando comparado ao grupo n&o estimulado (basal).
#p < 0.05, diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo estimulado

(ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.4.2 Participagao dos microtubulos

A colchicina (um agente despolimerizante de microtubulos, 3-30 pM) nao
alterou a explosdo respiratéria induzida seja por PMA ou por zymosan em
granulécitos, sugerindo que os microtubulos ndo sdo importantes para a indugéao da
explosao respiratéria nestas condi¢des (Figura 12).

Com o objetivo de confirmar este achado, utilizamos outro agente
despolimerizante de microtubulos, o taxol (Figura 13). Como pode ser visto, apenas
em concentragdes muito elevadas (30 e 100 uM), pdde ser vista uma interferéncia
na explosao respiratoria. Portanto, estes dados confirmam a sugestao de que, caso

haja alguma, a importancia dos microtubulos na exploséo respiratoria € pequena.
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Figura 12 - Efeito da colchicina na intensidade de fluorescéncia produzida pela oxidacao do
DCFH em granulécitos normais. A colchicina foi adicionada juntamente com o DCFH-DA, 30
minutos antes da estimulagado das células com PMA (160 nM; Painel A) ou com zymosan (5
particulas/célula; Painel B). A fluorescéncia foi medida 30 minutos apds a estimulagao, a
37°C. Cada ponto representa a média + erro padréao da média de 3 a 6 amostras. *p < 0.05,
diferencga estatisticamente significante quando comparado ao grupo nao estimulado (basal)

(ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 13 - Efeito do taxol na intensidade de fluorescéncia produzida pela oxidagao do
DCFH em granuldcitos normais. O taxol foi adicionado juntamente com o DCFH-DA, 30
minutos antes da estimulagado das células com PMA (160 nM; Painel A) ou com zymosan (5
particulas/célula ; Painel B). A fluorescéncia foi medida 30 minutos apds a estimulagdo a
37°C. Cada ponto representa a média + erro padrao da média de 3 a 6 amostras. *p < 0.05,
diferenga estatisticamente significante quando comparado ao grupo n&o estimulado (basal).
#p < 0.05, diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo estimulado

(ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.5 - Avaliagao da participagao da proteina quinase C em granulécitos normais

estimulados com diferentes estimulos

Esta bem descrita na literatura a ativagdo da proteina quinase C pelo PMA,
um analogo do diacilglicerol, que € o ativador enddgeno desta classe de quinases.
Assim sendo, comparamos o efeito da inibicdo destas quinases utilizando o BIM |,
um inibidor seletivo da PKC, frente aos dois estimulos aqui utilizados. Como pode
ser visto na Figura 14, Painel A, a exploséo respiratéria promovida pelo PMA foi
efetivamente inibida por concentragdes da ordem de 500 e 5000 nM de BIM |,
coincidentes com a ICsy esperada para este inibidor (CABANI et al., 1996). Por outro
lado este inibidor, na mesma faixa de concentragao foi completamente ineficaz em
alterar a explosédo causada pelo zymosan (Figura 14, Painel B), indicando que pelo
menos a classe de proteinas quinases C nao parece estar envolvida na sinalizacao

da explosao respiratoria promovida por este estimulo.
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Figura 14 - Efeito da inibicdo da PKC pelo BIM | na intensidade de fluorescéncia produzida
pela oxidacdo do DCFH em granulécitos normais. O composto BIM | foi adicionado
juntamente com o DCFH-DA, 30 minutos antes da estimulacdo das células com PMA (160
nM; Painel A) ou com zymosan (5 particulas/célula Painel B). A fluorescéncia foi medida 30
minutos apods a estimulagao a 37°C. Cada ponto representa a média + erro padrao da média
de 2 a 7 amostras. *p < 0.05, diferenga estatisticamente significante quando comparado ao
grupo nao estimulado (basal). #p < 0.05, diferenca estatisticamente significante quando

comparado ao grupo estimulado (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.6 - Avaliagdo da explosdo respiratéoria em granulécitos de pacientes

leucémicos

4.6.1 Explosao respiratéria em leucécitos de pacientes leucémicos, sendo as

células obtidas pelo procedimento de lise com cloreto de aménio

Para esta avaliagdo, amostras de seis pacientes (3 com leucemia linféide
aguda e 3 com leucemia miel6ide aguda) foram avaliadas e comparadas com o
resultado de 13 doadores saudaveis, através do procedimento de lise de eritrocitos e
estimulacdo com PMA (160 nM). A Figura 15 mostra uma importante reducéo, da
ordem de 50%, na intensidade de fluorescéncia produzida durante a explosao
respiratoria de granuldcitos de pacientes portadores de leucemias agudas quando

comparada a produg¢ao observada por granuldcitos de doadores saudaveis.
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Figura 15 - Curva temporal da explosao respiratéria de granulécitos normais e de pacientes
leucémicos estimulados com PMA (160 nM). Os leucdcitos (3x10° células/mL) foram obtidos
pelo procedimento de lise. A leitura da intensidade de fluorescéncia das amostras foi
realizada nos diferentes tempos indicados. Cada ponto representa a média * erro padrao da
média de 13 doadores saudaveis e 6 pacientes leucémicos. * p < 0.05, mostra diferenca
estatisticamente significante entre granuldcitos de pacientes leucémicos e de doadores

saudaveis (ANOVA seguida pelo teste t modificado por Bonferroni).
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4.6.2 Exploséo respiratéria em granulocitos de pacientes leucémicos, sendo as

células obtidas pelo procedimento de sedimentacao diferencial com dextrana

Para esta avaliagdo, amostras de cinco pacientes (4 com leucemia mieldide
aguda e 1 com leucemia linféide aguda) foram avaliadas e comparadas com o
resultado de 5 doadores saudaveis. Os granuldcitos foram separados com dextrana
e estimulados com PMA (160 nM) ou zymosan (5:1). A Figura 16 mostra uma
importante reducdo da intensidade de fluorescéncia produzida durante a explosao
respiratoria nos granuldcitos de pacientes portadores de leucemias agudas em
granuldcitos estimulados com PMA como com as células estimuladas com zymosan.
Diferentemente da intensidade de fluorescéncia produzida pelos individuos
saudaveis, os granuldcitos de pacientes leucémicos apresentaram uma reducéo na

resposta ao estimulo de cerca de 50%.
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Figura 16 — Explosdo respiratéria em granulécitos (3x10° células/mL) de individuos
saudaveis e leucémicos. Os granulocitos foram estimulados com PMA (Painel A) e com
zymosan (Painel B). A leitura da intensidade de fluorescéncia das amostras foi realizada
ap6s 30 minutos de estimulagdo. Cada ponto representa a média * erro padrao da média de
5 doadores saudaveis e 5 pacientes portadores de leucemias agudas. * p < 0.05, mostra
diferenga estatisticamente significante entre granulécitos de pacientes leucémicos e

granulécitos normais (teste t de Student, nao pareado).
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5 - DISCUSSAO

5.1 - Consideragoes metodologicas

A fungcdo normal dos fagocitos (neutrofilos, eosindéfilos e mondcitos) é de
fundamental importancia nos mecanismos de defesa do hospedeiro. Para que os
fagdcitos possam exercer este importante papel, estes precisam aderir ao endotélio
vascular, migrar através da parede dos vasos e tecidos intersticiais até o local da
infeccdo e/ou inflamagéo (EEDEN et al., 1999). Em contato com os microorganismos
invasores os fagdcitos iniciam o processo de fagocitose, que ativa mecanismos néo-
oxidativos e oxidativos através dos quais o agente invasor sera morto e digerido
(SCROFERNEKER & POHLMANN, 1998).

Os mecanismos nao-oxidativos envolvem principalmente a produgao e
ativagdo de enzimas lisossomais, lisozimas, defensinas e varias enzimas hidroliticas
que residem nos granulos dos fagocitos com agéo citotoxica e microbicida. Os
macrofagos ativados também secretam fator de necrose tumoral (TNF-a), uma
citocina que é citotdxica para algumas células tumorais (GOLDSBY et al., 2003).
Milhares de granulos citoplasmaticos fundem-se ao vacuolo fagocitico, levando
assim o seu conteudo ao lumem desta vesicula. O pH do vacuolo fagocitico, que no
inicio do processo é alcalino, 30 a 60 minutos apds acidifica-se, tornando o meio
adequado para a iniciagdo dos mecanismos oxidativos (FAITLOWICZ, 1993). Os
mecanismos oxidativos por sua vez, estao relacionados a ativacdo de um processo
metabdlico chamado de “exploséo respiratéria”. Durante este processo, os fagécitos
aumentam muito o consumo de oxigénio e produzem uma série de espécies reativas

de oxigénio (EROs) e do nitrogénio (ERNs) (ROBINSON, 1998). O aumento do
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consumo do oxigénio envolve a geragdo de maior quantidade de energia para fazer
face a necessidade de maior atividade metabdlica dos fagécitos. Entretanto, uma
parte substancial deste consumo sera utilizada por um complexo multi-proteico,
conhecido como sistema NADPH-oxidase (KARLSSON & DAHLGREN, 2002). Este
complexo fica localizado na membrana plasmatica e na membrana de granulos
citoplasmaticos, e produz, a partir do oxigénio molecular, inumeras espécies
extremamente reativas. Dentre estas espécies reativas, destaca-se o O,", H,0,,
OH*, '0, e 0 HOCI" que formam um potente sistema de defesa ja que todos sao, em
maior ou em menor grau, potentes agentes citotéxicos o que resulta na morte de
microorganismos invasores (Figura 2; HAMPTON et al., 1998).

Os mecanismos oxidativos sdo essenciais para a defesa do organismo
contra infecgdes, o que € claramente observado em pacientes portadores da doencga
granulomatosa crénica (DGC), em que uma falha na enzima NADPH-oxidase
presente nos neutrofilos leva a uma deficiéncia na produgao das espécies reativas
de oxigénio (KARLSSON & DAHLGREN, 2002). Esta deficiéncia na ativagdo da
explosdo respiratoria sujeita os pacientes portadores a repetidos processos
infecciosos, frequentemente letais. Ressalta-se que a quimiotaxia, a fagocitose e a
degranulacdo dos neutrdfilos permanecem conservadas nestes pacientes
(CONDLIFFE et al.,, 1998). Por outro lado, o excesso da producdo de espécies
reativas no metabolismo oxidativo parece ser responsavel, pelo menos em parte,
pela lesdo tecidual observada em diversas doengas como a asma, a artrite
reumatdide, enfisema, sindrome de estresse respiratério agudo e aterosclerose,
entre outras (BABIOR, 2000). Para limitar um possivel dano celular ou tecidual
resultante da ativacdo de tdo potente sistema citotdxico, existem sistemas altamente

eficientes de detoxificagdo das EROs. Dentre estes sistemas destacam-se a enzima
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superoxido dismutase (SOD), que dismuta o anion superoxido em agua, a enzima
catalase que transforma o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio e as enzimas
do complexo glutationa peroxidase, que ao manter altos niveis intracelulares de
glutationa (GSH) reduzida, permitem que este composto funcione como um
excelente sequestrador de EROs (JAKUBOWSKI & BARTOSZ, 2000; LIU et al.,
2001).

A necessidade da avaliacdo dos mecanismos oxidativos tem ocasionado o
desenvolvimento de varias metodologias para a medida da geracéo e liberacdo de
EROs em fagodcitos. Atualmente existe wuma variedade de técnicas
espectrofotométricas, fluorimétricas e quimioluminescentes que visam avaliar a
explosao respiratoria, quase sempre baseadas no monitoramento da geragao das
EROs. Entretanto, estes ensaios medem a atividade média de um grande numero de
células capazes de produzir EROs, ou seja, a resposta coletiva da suspenséo celular
analisada, assumindo que os fagdcitos fazem parte de uma populagdo homogénea.
Porém, esta suposi¢cdao nem sempre € valida uma vez que trabalhos indicam que até
mesmo os polimorfonucleares normais podem responder de maneira heterogénea, o
que sugere a existéncia de diferentes funcionalidades entre subpopula¢cées de PMN
circulantes (ROBINSON, 1995). Além disso, com o uso destas metodologias ¢é dificil
distinguir se a localizagdo da produgdo de EROs ocorre no compartimento intra ou
extracelular. Para melhor avaliacdo destas questdes, a citometria de fluxo tem
demonstrado ser uma excelente ferramenta. A citometria de fluxo, em conjunto com
a utilizacdo de sondas moleculares reativas aos EROs, pode medir a producao de
espécies reativas de oxigénio exclusivamente no meio intracelular e em células
individuais. A vantagem disso é que a quantificagdo da produgédo de H,O, durante a

explosao respiratoria sera efetuada principalmente naquele compartimento mais
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relevante para a acdo citotoxica, isto €, a atividade resultante do complexo NADPH-
oxidase que reveste o fagolissomo. Varias sondas moleculares como a
dihidrorodamina-123 (DHR-123), o dihidroetidio (DHE) e a diclorofluoresceina
(DCFH) sao sensiveis a mudancas oxidativas nas células (LEHMANN, 2000).

Para avaliarmos a producdo de EROs neste estudo, selecionamos o0 ensaio
de oxidagcdo da sonda DCFH-DA. Esta medida da produgcdo de EROs
(principalmente perdxido de hidrogénio) no interior da célula ocorre porque esta
sonda possui um grupamento éster em sua estrutura que confere a ela uma
caracteristica lipofilica que permite o facil acesso da molécula ao interior das células
(ROBINSON, 1998) Uma vez no interior da célula, enzimas citosolicas (esterases)
desacetilam o DCFH-DA para formar o produto nao-fluorescente DCFH, o qual
devido a sua polaridade fica preso no interior da célula (Figura 3; BASS et al., 1983).

A producédo de H,O, oxida o DCFH a DCFoxi, que possui fluorescéncia verde
e que pode ser facilmente medida a 510-550 nm no citdbmetro de fluxo (SZEJDA et
al, 1984). Desta forma, a intensidade de fluorescéncia produzida se torna uma
medida dos metabdlitos oxidativos produzidos pelas células, em particular o H2O,
(BASS et al, 1983). Uma evidéncia a favor desta afirmativa consistiu do achado que
azida, um inibidor da mieloperoxidase e da catalase, causou um aumento
substancial na fluorescéncia das células incubadas com DCFH-DA, confirmando que
o H,O, é a principal espécie responsavel pela oxidagdo da DCFH (BASS et al, 1983;
SMITH & WEIDEMANN, 1993). O sinal fluorescente emitido pelo DCFoxi pode ser
captado enquanto a viabilidade das células for mantida, pois uma vez que a
membrana citoplasmatica seja lesionada, o DCFoxi é rapidamente eliminado da
célula. Logo, o acompanhamento da viabilidade celular foi realizado no final de cada

experimento, pois a diminuicdo da viabilidade ou a auséncia de células viaveis
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poderia mostrar resultados falso-negativos na produgdo da intensidade de
fluorescéncia produzida, decorrente da producido de H,O,. Desta maneira, podemos
dizer que nossos resultados nao foram influenciados pela presenca de células
inviaveis, e excluir resultados falso-negativos, pois 98% das células se apresentaram
viaveis. Como dito, a detecgao da oxidacdo da DCFH através por citometria de fluxo
tem inumeras vantagens sobre outros métodos na avaliagdo da exploséo
respiratoria: 1) pode ser utilizada em combinagdo com outra sonda fluorescente que
possua um comprimento de onda diferente, permitindo investigar parametros
multifuncionais simultaneamente; 2) um pequeno numero de células é suficiente
para a realizagdo das medidas propostas neste trabalho, facilitando a avaliacdo de
amostras de criangas e pacientes neutropénicos; 3) o aumento da fluorescéncia do
DCFoxi em resposta a oxidagao intracelular pode ser monitorada somente quando
as células séo viaveis, uma vez que as células foram selecionadas de acordo com
os parametros de granulosidade e tamanho; e 4) permite a detecgcdo de EROs
produzidas exclusivamente no interior das células.

Embora a técnica de oxidagado do DCFH seja considerada bastante eficiente,
varios autores sugerem que esta sonda possa ser oxidada ndo somente pelo H20-
como também pelo NO e pelo ONOO™ (JAKUBOWSKI & BARTOZ, 2000). Em
experimentos n&o-mostrados, avaliamos a possivel presenca de nitrito, um
metabdlito estavel do NO, em células estimuladas com PMA. Como n&o
encontramos nitrito, sugerimos que os fagécitos nao produzem NO em quantidades
detectaveis. Considerando que o anion ONOO™ s6 ocorre na presenga simultanea de
anion superoxido e de NO (DUSSE, 1997), a auséncia de NO fortemente sugere que
o que foi medido neste trabalho foi o H,O, Apesar do grande interesse nas espécies

reativas do nitrogénio como e NO e ONOO" pelo seu grande potencial citotdxico, a
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presenca de NO s6 foi bem documentada em células de macrofagos murinos em
resposta a citocinas (HAMPTON; KETTLE; WITERBOURN, 1998). Neutréfilos
humanos isolados do sangue periférico ndo produzem espécies reativas de
nitrogénio em espacos de tempo tao curtos quanto aqueles utilizados neste trabalho,
que foram da ordem de 60 minutos no maximo (FIERRO et al., 1996).

Uma das poucas desvantagens do método da DCFH €& a necessidade da
eliminacdo dos eritrécitos das amostras. Este procedimento € necessario uma vez
que um grande numero de eritrocitos pode prejudicar o reconhecimento das
subpopulagdes celulares pelo citbmetro de fluxo, além de que alguns autores
demonstram que a presenga do grupamento heme da hemoglobina pode oxidar a
sonda (DCFH) ocasionando resultados falso-positivos, além de que a quebra deste
grupamento pode liberar ferro que por sua vez é capaz de reagir com o HyO;
formando o radical OH® (OHASHI, et al, 2002). Para evitar estas possiveis
interferéncias, dois métodos para a eliminacdo dos eritrécitos das amostras foram
avaliados: eliminagao dos eritrécitos através da hemolise com NH4Cl ou a eliminagao
fisica dos eritrocitos através da sua sedimentacao diferencial causada pela dextrana.
Ambos os métodos permitiram a obtencdo de um numero suficiente de leucécitos
(maior que 5x10° leucdcitos/mL) com uma grande proporcdo de granulécitos nas
amostras (maior que 90%). Entretanto, a analise morfoldgica de células obtidas apos
o método de lise revelou irregularidades na membrana plasmatica, apesar da
manutencao da viabilidade celular no momento da leitura das amostras (Figura 4).
Por outro lado, a eliminagao dos eritrocitos através da sedimentacao destas células
com dextrana produziu uma melhor preservagdo da morfologia celular (Figura 5). As
alteragdes morfoldgicas, além da demora deste procedimento talvez justifiquem a

auséncia de resposta da ER das células estimuladas com estimulos particulados
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(zymosan), uma vez que o0 mesmo necessita ser fagocitado para induzir o processo
de explosao respiratéria nos granulécitos. Por outro lado, a resposta ao estimulo
fluido ndo foi influenciada pelo método de lise, possivelmente porque o PMA é
lipofilico e capaz de facilmente permear a membrana celular, ndo necessitando do
maior envolvimento da membrana celular. Portanto, a obtencédo de leucdcitos livres
de hemacias através da utilizacdo de dextrana foi o método escolhido para a

realizagao do restante deste trabalho.

5.2 - Mecanismos moleculares

Uma importante caracteristica dos fagdcitos € sua habilidade em responder
a diferentes estimulos para que o processo de ER seja iniciado. Os fagdcitos podem
ser ativados por estimulos endogenos como a interleucina 8 (IL-8), leucotrieno B4
(LTB4), fator de ativacdo plaquetaria (PAF), fator C5a do sistema complemento,
interleucina 1 (IL-1), e fator de necrose tumoral (TNF-a), ou por estimulos exégenos
como o fMLP, bactérias opsonizadas, particulas de zymosan opsonizadas, ionéforos
e ésteres de forbol, como o PMA (EEDEN et al, 1999). Em nossos estudos,
avaliamos a producédo de espécies reativas de oxigénio frente a dois diferentes
estimulos exogenos: o PMA, um estimulo fluido e o zymosan, um estimulo
particulado. O PMA é um conhecido indutor da ER e de fato foi eficiente na inducao
deste processo em granulécitos, apresentando a maxima produgcdo de EROs apods
30 minutos de estimulagdo, com uma queda na producado apos este periodo. Ja o
zymosan apresentou resposta semelhante ao PMA aos 45 minutos apds a
estimulacdo. Experimentos preliminares demonstraram que apés 60 minutos da

exposicdo ao zymosan a intensidade de fluorescéncia decai lentamente.
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Diferentemente do PMA, o zymosan apresentou uma cinética mais lenta entre os 15
e 45 minutos apos a estimulacgao.

A selecao dos estimulos depende da natureza do problema que precisa ser
abordado. O PMA vem sendo utilizado para identificar deficiéncias na ER em células
isoladas de pacientes com DGC, assim como auxiliar a avaliacao deste processo em
varios outros estados patolégicos que podem estar relacionados com a produgéo
exagerada ou deficiente de EROs (BASS ET AL 1986; SMITH & WEIDEMANN,
1993). Além da aplicacdo clinica, Heath et al. (1992), mostraram que algumas de
respostas fisiologicas como a exercicios fisicos (natagdo e ciclismo) e estresse
psicolégico também podem se apresentar alteradas e contribuir para o aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento de infec¢des respiratorias durante periodos de
treinamento prolongados. Em nosso estudo, o acompanhamento morfolégico em
microscopia optica das células estimuladas com zymosan mostrou que ha uma clara
relacdo entre a producdo de EROs e a ingestdo de particulas durante o processo
fagocitico. Esta observacdo deixou claro que a ER estimulada com zymosan é
dependente do processo fagocitico, ao contrario do PMA que opera em fase fluida.
Estas diferencas nos apontam na direcdo que, a escolha do estimulo depende da
funcdo granulocitica que se quer avaliar. Com o objetivo de auxiliar o diagnéstico da
DGC em ensaios de rotina laboratorial, a melhor escolha seria a utilizagdo do PMA,
uma vez que uma ER diminuida poderia ser decorrente de deficiéncias que impegam
a fagocitose e nao decorrentes de uma deficiéncia na produgdo de EROs através da
ER. As diferengas cinéticas observadas entre o zymosan e o PMA devem ser
devidas aos distintos mecanismos de sinalizagdo celular que levam a explos&o

respiratoria, dependendo do estimulo empregado.
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Para investigarmos as vias de sinalizagdo celular envolvidas nos dois
estimulos, os seguintes pontos foram investigados: a participagdo do calcio, do
citoesqueleto e da PKC durante a exploséao respiratoria.

Trabalhos citam que existem varios mecanismos em termos de requerimento
de calcio e participacdo de microfilamentos do citoesqueleto (KARLSSON &
DAHLGREN, 2002; NAUSEEF et al, 1991). O calcio € um conhecido regulador da
funcao neutrofilica. Para investigar a participagao do calcio frente aos dois diferentes
estimulos, utilizamos o EGTA, um quelante de calcio extracelular. Os resultados
sugerem que as vias de sinalizagdo para indugcdo da ER séo diferentes para cada
um destes estimulos. A estimulagdo pelo zymosan envolve a participagado do calcio
extracelular, enquanto a estimulagcdo pelo PMA parece ndo depender tanto da
presenca deste ion. Este achado sugere que a liberagdo do calcio estocado nas
organelas intracelulares pode nao ter sido suficiente para a ativagao das células com
0 zymosan, e que provavelmente ocorre um influxo do calcio extracelular para que
esta ativagdo pelo zymosan possa acontecer. Tais estoques intracelulares por sua
vez parecem ser suficientes para garantir o funcionamento do PMA.

Diferentes estimulos podem desencadear o processo de explosao
respiratoria por diferentes vias de sinalizagédo celular. Estes estimulos podem agir
em receptores encontrados na membrana de neutrdéfilos, levando a produgcdo de
varios segundos mensageiros responsaveis pela ativagdo de varias cascatas de
sinalizacao celular (GARFIA; GARCIA-RUIZ; SOLIS-HERRUZO, 2004). Alguns dos
segundos mensageiros formados sao o diacilglicerol (DAG) e o trifosfato de inositol
(IP3), gerados pela hidrolise de fosfolipidios de membrana (especialmente o
fosfatidilinositolbifosfato — PIP;) pela agdo da enzima fosfolipase C. O IP3 aumenta

0s niveis citoplasmaticos de calcio, enquanto o DAG estimula subtipos especificos
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de PKC (TWOMEY et al., 1990). Interessantemente, alguns estudos demonstram
que inibidores da PKC reduzem a producado de espécies reativas, incluindo o anion
superoéxido, por fagocitos estimulados com TNF-a (DUSI et al., 1996) e PAF (NIWA
et al., 1996).

O PMA é um analogo funcional do DAG (CASTAGNA et al., 1982). Este éster
de forbol e o DAG causam um grande aumento na afinidade da PKC pela
membrana, 0 que serve para recrutar esta quinase para aquele compartimento.
Ambos os ligantes regulam a atividade da PKC através do mesmo mecanismo.
Entretanto eles podem ter efeitos bioldgicos diferentes por pelo menos dois motivos.
Primeiro, o recrutamento a membrana e a ativacao iniciada por DAG ocorre em um
periodo de curta duracdo e é transiente, uma vez que o DAG é rapidamente
metabolizado. O PMA ao contrario, ndo € prontamente metabolizado o que resulta
na ativagao constitutiva da PKC. Segundo, o PMA ¢é duas vezes mais potente que o
DAG (em base molar), no recrutamento da PKC para a membrana celular
(NEWTON, 2001). Nossos resultados estdo de acordo com outros relatos da
literatura que demonstram que o PMA induz o processo de ER ativando diretamente
a PKC (OHNO & NISHIZUKA, 2002). Porém, além da PKC, existem pelo menos
cinco tipos alternativos de proteinas que possuem alta afinidade pelo receptor de
ligacdo do DAG ou PMA, incluindo proteina quinase D, DAG quinase y e subtipos
de RasGRP, Munc13 e quimerinas (BROSE & ROSENMUND, 2002). Entretanto, os
presentes resultados demonstraram que a PKC deva ser o principal alvo para a
acao do PMA pois o BIM |, um inibidor seletivo da ativagdo da PKC foi capaz de
bloquear substancialmente a oxidagdo da DCFH em células estimuladas pelo PMA.

Embora critica para o efeito do PMA, a sinalizagdo celular através da PKC

parece nao ser essencial para o zymosan. De fato, nossos resultados demonstraram
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que a utilizagcdo do BIM | ndo foi capaz de bloquear a oxidacdo da DCFH causada
por este estimulo. Este resultado demonstra que a ativagdo da ER em granuldcitos
induzida pelo zymosan nao é dependente da PKC.

Em contraste ao PMA, a via de transdugao pela qual o zymosan atua ainda
nao foi completamente esclarecida. Liu et al. (2000) relatam que a fagocitose e
morte bacteriana parecem ocorrer eficientemente quando na presencga de anticorpos
IgG (imunoglobulina G, uma opsonina), cuja por¢gdo Fc interage com receptores
presentes nos neutréfilos. Também tem sido descrito que a fungdo de neutrofilos
mediada por receptor Fc sdo completamente dependentes da presenca de
receptores de complemento tipo 3 (CR3). Jaconi et al. (1993) demonstraram que o
bloqueio de CR3 por anticorpos monoclonais anti-C3bi, diminuiram
substancialmente a fagocitose de células estimuladas com zymosan opsonizado.
Outro estudo, entretanto, testou este mesmo efeito e n&do observou alteragées na
fagocitose de neutrdfilos estimulados com zymosan (LIU et al, 2000).
Recentemente, Halevy-Hazan, Seger e Levy (2000), sugeriram que a via de
transducdo de sinal iniciada pelo zymosan em neutrofilos humanos pode ocorrer
através da ativagao da fosfolipase A, citosdlica (PLA2c), de maneira dependente da
tirosina quinase, mostrando que a estimulagdo da PLA; pelo zymosan é mediada
por receptor Fc gama (FcyRs) e n&o por receptores do complemento para a proteina
C3b. Finalmente, também é relatada que a atuagdo do zymosan através de
receptores acoplados a proteina G, estimulando a hidrdlise e fosforilacdo de PIP; via
PLC (fosfolipase C) e PI3K (fosfoinositidio 3 quinase) (GARFIA;GARCIA-RUIZ;
HERRUZO, 2004).

O estudo de Levy et al. (1994) demonstrou que a incubagdo de alguns

inibidores nao seletivos da PKC (tais como a estaurosporina, K252a ou calfostin C)
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foram capazes de reduzir a produgdo de superdxido em neutrofilos humanos
estimulados com PMA ou zymosan. Entretanto, concentragées muito baixas destes
inibidores foram necessarias para inibir a resposta ao PMA, quando comparadas
aquelas necessarias para afetar a estimulagao pelo zymosan. Estes achados podem
ser atribuidos ao fato de que estes inibidores possam estar funcionando de maneira
nao seletiva, ja que eles também inibem outras quinases tais como a PKA (proteina
quinase A), PKG (proteina quinase G) e a MLCK (quinase de cadeia leve de
miosina) (JACOBSON et al., 1995; KASE et al.,, 1987). Outro estudo demonstrou
que o inibidor seletivo da PKC, o BIM |, n&o alterou o aumento da produgao de anion
superoxido causada pelo zymosan, em concentragdo que bloqueia o mesmo efeito
produzido pelo PMA (HAZAN et al., 1997). Os dados do presente estudo confirmam
estes dados da literatura, demonstrando que o inibidor seletivo da PKC, o BIM |
(ativo na faixa de 500 e 5000 nM), bloqueou seletivamente o aumento na reposta de
oxidagdo do DCFH produzida com o PMA, sem entretanto, alterar as respostas
causadas pelo zymosan. Portanto, nossos resultados e de outros deixam clara a
existéncia de distintas vias de sinalizagdo para que diferentes estimulos possam
ativar a NADPH oxidase e consequentemente produzir espécies reativas de
oxigénio durante a explosdo respiratéria. Mais ainda, enfatizam que apesar da
poténcia demonstrada pelo PMA, este estimulo ndo retrata fielmente o que ocorre
fisiologicamente em relacédo a atividade dos fagodcitos, cuja explosao respiratoria
depende da fagocitose, isto €, a fagocitose e a ER s6 tem sentido fisiolégico como
elementos que trabalham juntos.

A NADPH oxidase €& composta por 7 subunidades que se encontram
distribuidas entre o citosol e a membrana celular e membrana de granulos e

vesiculas intracelulares (fagossoma). Entre as subunidades citosdlicas, a Rac2
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encontra-se livre no citoplasma enquanto trés destes componentes, o p40~H%% o

p477H%% e 0 p677HOX encontram-se no citosol como um complexo (BABIOR,1999).

2PHOX 1 PHOX

Na membrana encontram-se as subunidades p2 e gp9

que aparecem
como uma flavoproteina conhecida como citocromo bssg, além da subunidade
Rap1A, que também esta localizada na membrana e que pode ser copurificada com

7PHOX &

o citocromo bssg. Quando o fagdcito € ativado, o componente citosélico p4
fosforilado e o complexo citosdlico inteiro migra para a membrana, onde se associa
ao citocromo bssg para montar a forma ativa da oxidase (BABIOR, 2000; KARLSSON
& DAHLGREN, 2002).

Entretanto, o mecanismo de translocacdo destes fatores do citosol para a
membrana nao esta bem estabelecido, assim como o possivel papel do
citoesqueleto na translocacao destas subunidades citosdlicas para ativacdo da
NADPH-oxidase e inicio da exploséao respiratdria.

O citoesqueleto € uma estrutura altamente dindmica que se reorganiza
continuamente, sendo o responsavel direto por movimentos tais como o
deslocamento das células sobre um substrato e movimentos intracelulares tais como
transporte de organelas no citoplasma (ALBERTS et al., 2002). O citoesqueleto
controla a localizagdo espacial de complexos protéicos e organelas, bem como
fornece vias de comunicagao entre elas. Sabendo que as diferentes atividades do
citoesqueleto dependem de diferentes tipos de filamentos protéicos, a saber
filamentos de actina (microfilamentos), de tubulina (microtibulos) e os filamentos
intermediarios, neste trabalho avaliamos a participagao dos principais filamentos (de
actina e tubulina) na ativacédo da ER.

A exposicdo de neutrdfilos a fatores quimiotaticos inicia uma série de

respostas biolégicas que incluem mudangas de forma, projegcbes de membrana,
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motilidade celular, fagocitose, entre outras, e que sdo dependentes da montagem e
reorganizagao de microfilamentos de actina (LORENZI, 1992; TORRES & COATES,
1999). Apesar da importancia do conteudo de microfilamentos de actina, os detalhes
moleculares de sinalizagdo, montagem e reorganizagdo ainda nao sao
completamente claros.

Para avaliar a participagcao dos microfilamentos utilizamos a citocalasina D,
um composto capaz de despolimerizar os microfilamentos de actina, 10 vezes mais
potente que a frequentemente utilizada citocalasina B (TORRES & COATES, 1999).
A citocalasina D foi mais potente e eficaz em inibir a explosao respiratoria causada
pelo zymosan quando comparado ao PMA. A citocalasina na concentragcédo de 1 uM
inibiu parcialmente enquanto na concentragédo de 10 yM, aboliu a agdo do zymosan.
Por outro lado, a maior concentracdo de citocalasina testada (10 pyM) reduziu
somente parcialmente a reposta do PMA. Estes resultados confirmam que a
integridade dos microfilamentos de actina é essencial para a produgédo de espécies
reativas de oxigénio como o H;O,, na explosdo respiratdria estimulada com
particulas de zymosan. Provavelmente, este efeito ocorreu porque a citocalasina D
inibiu a capacidade fagocitica das células e a fagocitose, que fisiologicamente,
antecede a ER. Estes dados estdo de acordo com trabalho da literatura que
demonstra a importancia da integridade dos microfilamentos de actina para a
producao da explosao respiratéria (GRANFELDT & DAHLGREN, 2001). Ainda que
pouca e somente em doses mais altas de citocalasina, a resposta inibitoria na
explosao respiratéria causada por PMA indica que os microfilamentos parecem ter
alguma importancia neste estimulo. Neste caso, a citocalasina D poderia estar
inibindo outras fungbes associadas aos microfilamentos como por exemplo, a

redistribuicdo de receptores da membrana, o deslocamento de organelas no
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citoplasma e o acoplamento de complexos multi-proteicos. Neste sentido, esta
documentado que a elevagao dos niveis intracelulares de DAG (ou a administragéo
de seu analogo, o PMA), pode induzir a polimerizagdo de microfilamentos de actina,
0 que sugere que a remodelagem de microfilamentos em células ativadas pode ser
indiretamente ativada pela PKC (DOWNEY et al.,1992).

Além dos microfilamentos, exploramos o efeito de compostos que
conhecidamente afetam a fungcdo dos microtubulos na explosao respiratoria dos
fagocitos. As ferramentas farmacoldgicas que utilizamos foram o taxol e a
colchicina. O taxol é extraido de uma arvore, Taxus brevifolia, e tem recebido muita
atengdo por ser um medicamento com propriedades anticancerigenas. O taxol
promove a polimerizagdo de tubulina e estabiliza microtubulos organizados,
resultando entdo em um aumento da rede de microtubulos com consequente
‘congelamento” das atividades celulares deles dependentes (SCHIFF; FANT;
HORWITZ, 1979). A colchicina é outro medicamento bem conhecido que atua nos
microtubulos do citoesqueleto exercendo um efeito oposto ao do taxol. A colchicina
€ capaz de se ligar a subunidade B da tubulina, formando o complexo colchicina-
tubulina que inibe a polimerizagao dos microtubulos (DOWNEY et al, 1992).

Curiosamente, a ER nao foi influenciada pelo taxol quando as células foram
estimuladas com zymosan. Ja a resposta das células tratadas com taxol e
estimuladas com PMA, mostrou uma reducido da producdo de EROs na explosao
respiratéria que foi entretanto observada somente frente a concentragoes
(farmacoldgicas) muito elevadas deste reagente. A colchicina por sua vez nao
alterou a resposta na ER induzida tanto pelo PMA quanto pelo zymosan.

Estes resultados sugerem que as propriedades mecanicas possivelmente

envolvidas durante o processo fagocitico e produgcédo da exploséo respiratéria séo
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predominantemente reguladas pelos microfilamentos de actina, e que os
microtubulos parecem exercer uma limitada participacdo nestes processos. Apesar
das evidentes interagdes entre os dois grupos de filamentos, existe descricdo na
literatura que demonstra que a desorganizagdo dos microtubulos ocasionada por
estes compostos ndo repercute nos microflamentos e ndo causa nenhuma
mudanga nas propriedades mecanicas das células (TSAI; WAUGH; KENG, 1998).
As diferengas observadas no nosso trabalho portanto, indicam a existéncia de
mecanismos distintos envolvendo o citoesqueleto e a inducdo da explosio
respiratdria. Estes fatos indicam portanto que, para finalidades de auxiliar o
prognéstico e escolha do tratamento profilatico de pacientes portadores de
leucemias agudas, ha que se considerar a utilizagado de estimulos particulados, que
devem retratar mais fielmente a resposta fisiologica e portanto devem ser mais
adequados para a avaliagdo de disturbios de fungdo de granuldcitos, assim como
doencgas relacionadas a defeitos na fagocitose e falhas no citoesqueleto. Mais ainda,
nossos resultados mostram que para a avaliagdo da explosao respiratoria, é
importante a utilizagcdo do estimulo fluido (do tipo do PMA) em conjunto com um
estimulo particulado. Desta forma, a resposta seria avaliada de maneira que poderia
ser diferenciada a presenca de uma ER alterada decorrente de deficiéncias na
producdo de EROs e/ou devida a presenca de anormalidades que impegam o
desenvolvimento de um processo fagocitico normal. Esta sugestdo se deve a
observagéao realizada neste trabalho, onde os granuldcitos que nao fagocitaram as
particulas de zymosan nao foram capazes de induzir o processo de explosao
respiratoria indicando que uma diminuigdo da ER pode ser decorrente de alteragbes
que impegam a ocorréncia da fagocitose e ndo devido a deficiéncias no processo de

ER. A estimulagdo utilizando apenas o PMA como estimulo ndo permite a detec¢ao
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de alteragbes que impecam a fagocitose, o que poderia proporcionar resultados

falso-negativos da ER na presenca de deficiéncias fagociticas.

5.3 — Leucemias

Sabendo que a maior fonte de mortalidade de pacientes portadores de
leucemias agudas sao decorrentes de frequentes processos infecciosos que
acometem estes pacientes, estudamos a capacidade de producao de H,O, durante
a ER na presenca desta patologia. A resposta obtida com o estimulo particulado
(zymosan) assim como com o estimulo fluido (PMA) se apresentou diminuida nestes
pacientes. Este fato € de grande interesse uma vez que pode sugerir que a
presenca dos repetidos processos infecciosos pode ocorrer como consequéncia da
deficiéncia da ER nos granuldcitos destes pacientes leucémicos.

Entretanto, existem varios resultados bastante heterogéneos na literatura.
Powel et al. (1986) demonstraram um aumento na producdo de H,O,, e poucos
casos apresentando uma produgao diminuida em células de pacientes leucémicos
(LLA e LMA) estimuladas com PMA. Porém, a presenga de uma resposta diminuida
nestes pacientes coincidiu com a maior taxa de mortalidade deste grupo quando
comparado com os pacientes que apresentaram resposta aumentada. Outro
trabalho demonstrou falhas na producdo de H,O, intracelular em células de
pacientes com LMC estimuladas com fMLP, porém uma resposta normal foi
observada quando as células sao estimuladas com PMA (SAMUELSSON et al.,
1998). Também foi demonstrada a diminuigdo da producédo de H,O, em células de
pacientes portadores de leucemias mieldides cronicas (LMC) estimuladas com

Céandida guilliermondii (EL-MAALEEM & FLETCHER,1979). Estes ultimos trabalhos
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corroboram com nossos resultados, sugerindo mais uma vez que os estimulos
particulados parecem ser mais fiéis para a avaliagao da produc¢ao de H,O, quando a
fagocitose ocorre normalmente. Além disso, a utilizacdo do zymosan como estimulo
também nos permite fazer uma avaliagdo do processo fagocitico através da
visualizacdo das células estimuladas em laminas através de microscopia optica. As
diferencas encontradas na literatura podem ser decorrentes do tipo de leucemia,
estagio da doenga, tipo de tratamento e presengca ou auséncia de processos
infecciosos, além das diferengas metodologicas. Além da doenga em si, alteragbes
das respostas de pacientes leucémicos foram observadas quando do tratamento de
infecgbes com antibidticos e drogas antiinflamatorias, que parecem contribuir para o
aumento da produgao de anion superoxido (DEVI et al., 2000).

Diante do exposto, podemos sugerir que a imunodeficiéncia presente pode
nao ser causada s6 pela neutropenia decorrente do tratamento, mas também da
deficiéncia destas células na producédo de H,O, durante o processo de ER. Estes
resultados podem ser de fundamental importancia no acompanhamento progndéstico
destes pacientes, e contribuir para o entendimento dos diferentes mecanismos que
podem estar envolvidos nesta etapa de defesa imunoldgica do organismo contra os
microorganismos invasores.

Nossos resultados podem ajudar a estabelecer testes de rotina em
laboratdrios clinicos para auxiliar o diagnéstico da doenga granulomatosa crénica, e
a avaliacdo progndstica de pacientes portadores de leucemias agudas e, além
disso, avaliar a ocorréncia ou ndo do processo fagocitico. A literatura demonstra que
a presenga de uma ER deficiente pode ocorrer em outras patologias, como por
exemplo em pacientes com cirrose hepatica, hiperbilirrubinemia (ARAI et al., 2001),

leucemias crénicas (EL-MAALLEM & FLETCHER, 1979). Outros fatores
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determinantes, tais como ingestdo de alcool, idade avangada, raga e excesso de
exercicios fisicos podem ocasionar uma produc¢do diminuida de EROs (SIDDIQI et
al., 2000; SMITH & WEIDMANN, 1993). Considerando que EROs podem exercer
tanto um papel benéfico ao organismo como contribuir para efeitos danosos, é
importante a existéncia de estudos e/ou métodos que sejam capazes de diferenciar
anormalidades nas vias de sinalizacao celular e participagao do citoesqueleto neste
processo.

Finalmente, este trabalho também deixa varias perspectivas futuras
interessantes para serem estudadas: a) avaliar a capacidade de producédo de
explosao respiratéria induzida por bactérias e comparar com o resultado obtido com
o zymosan e o PMA; b) avaliar a transducdo de sinal em células leucémicas e c)
otimizar métodos para avaliar simultaneamente a fagocitose e morte bacteriana para

instalagao de rotinas laboratoriais.



74

6 - CONCLUSOES

- Os granulécitos foram melhor preservados pelo método de eliminacdo dos
eritrocitos com dextrana quando comparado ao método de lise por cloreto de
amonio;

- Tanto o estimulo em fase fluida (PMA) quanto particulado (zymosan) foram
capazes de induzir a ER, medida pela oxidagdo da sonda DCFH a um composto
fluorescente, DCF;

- Os dois estimulos parecem utilizar mecanismos distintos para induzir a explosao
respiratoria;

- O calcio extracelular nao interferiu na ER causada pelo PMA, enquanto que o
zymosan mostrou ser dependente do calcio extracelular;

- A integridade dos microfilamentos de actina mostrou ser essencial para o
funcionamento do zymosan, mas n&o do PMA,;

- Ja os microtubulos sédo importantes para a indugdo da ER pelo PMA, mas nao
influenciaram esta resposta induzida pelo zymosan;

- Os resultados obtidos na avaliagdo dos microfilamentos indicam que a ER
depende do processo fagocitico;

- A estimulacao da ER pelo PMA foi dependente da proteina quinase C, enquanto o
zymosan estimulou este processo de maneira independente desta quinase;

- Um estimulo particulado permite a avaliagdo simultdnea do processo fagocitico e
da ER mas, em caso de deficiéncias na fagocitose somente este tipo de estimulo
nao permite o estudo da ER, ja que ambos os fenbmenos ocorrem de maneira
sequencial;

- O emprego de ensaios usando os dois tipos de estimulos, permite que sejam
avaliados tanto o processo de ER como a fagocitose, uma vez que o PMA atua de
maneira independente do processo fagocitico;

- Os granuldcitos de pacientes portadores de leucemias agudas mostraram uma ER
deficiente, apesar da fagocitose ser normal, sugerindo que as inumeras infec¢des
que acometem estes pacientes estdo relacionadas com uma menor explosao

respiratoria.
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