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ABSTRACT

Neutrophils are the major type of leukocytes in peripheral blood and protect
against fungal and bacterial infections. Directed migration in a gradient of chemotactic
stimuli enables these cells to rapidly find the site of infection and destroy the invading
pathogens. PMNs can exist in three different activation states, namely, resting, primed,
and activated states. Activated neutrophils produce reactive oxygen species (ROS), in
what is known as respiratory burst, increase phagocytosis, delay apoptosis, among other
functions. These cells can also be activated in vitro by particles and substances such as
phorbol-myrystate-acetate (PMA). The PMA is a diacylglicerol (DAG) analog that
bypasses membrane receptors and directly activates intracellular protein kinase C
isoforms (PKC).

In this study, human neutrophils were prepared from peripheral venous blood of
healthy volunteers (greater than 96% purity, greater than 97% viability) and were
obtained by density centrifugation on percoll gradient. 10’ cells were activated with
100ng PMA for 30 minutes in 1 mL of PBS. Cytometric analysis was executed for
measurement of respiratory burst, viability and purity from neutrophils.

A comparative analysis of 2D-eletrophoresis gels, of normal and PMA activated
neutrophils was executed, and 83 spots revealed differential expression, from which 13
spots were up regulated after PMA activation and 70 were down regulated in this
condition (p<0,05). Moreover, 141 spots were regarded as belonging only to normal
gel, and 109 spots were exclusive of the PMA activated neutrophil map

Thirty five conserved spots were subjected to peptide mass fingerprinting,
yielding six identifications. Among the identified proteins, four are related to the
inflammatory process and two are classified as structural.

RBCKI1 and CRAa, were found for first time in neutrophils. Our hypothesis is
that MEK1 and MEK kinase 1 (MEKKI1) represses the RBCKI1 activity, and PKA
enhances its activity.

Lysozyme, a microbicidal protein of specific granules, and B-actin, the main
isoform of neutrophil cytoskeleton were identified too. MRP-14, present in the

neutrophil cytoplasm, provides bacteriostatic and cytokine-like effects.



RESUMO

Os neutrofilos constituem o principal tipo de leucocito do sangue periférico e
protegem contra infec¢des fungicas e bacterianas. Devido a sua capacidade de
quimiotaxia, conseguem chegar rapidamente a um sitio de infeccdo e destruir os
patégenos invasores. Essas células podem existir em trés estidgios de ativagdo
denominados, quiescente, estimulado e ativado. Neutrofilos ativados produzem
espécies reativas de oxigénio (ROS), aumentam sua capacidade fagocitaria; tém a
apoptose retardada além de outras fungdes. Os polimorfonucleares podem ser ativados
in vitro por vérias substancias, dentre elas 0 PMA, que atravessa as membranas e ativa,
diretamente, varias isoformas de PKC.

Neste trabalho, os neutréfilos foram purificados a partir do sangue venoso
periférico, e obtidos apos centrifugacdo do sangue total em um gradiente de percoll
(pureza maior que 96% e viabilidade maior que 97%). Em seguida, 10’ células foram
ativadas com PMA 100 ng/mL, por 30 minutos, mantendo também um grupo controle
ndo ativado. Andlises citométricas foram executadas para se acompanhar a ativacdo
celular através da explosdo respiratoria e a viabilidade e pureza da separacdo dos
neutrofilos.

Também foi realizada uma andlise comparativa dos géis bidimensionais na
condi¢do Normal e ativada com PMA, verificando que 12 spots tiveram sua expressao
aumentada com a ativagdo e 62 apresentaram expressdo diminuida nesta condigdo.
Além disso, 141 spots foram considerados como pertencentes apenas ao gel Normal e
109 spots foram exclusivos da condicdo PMA. Trinta e cinco spots foram sujeitos a
identificagdo por peptide mass fingerprinting, dos quais seis foram identificados. Entre
as proteinas identificadas, quatro sdo relacionadas ao processo inflamatério e duas
foram classificadas como estruturais.

RBCK1 e CRAa, foram encontradas pela primeira vez em neutrofilos. Nossa
hipdtese ¢ que MEK1 e MEKKI, reduzam a atividade transcricional de RBCKI1,
enquanto PKA aumenta sua atividade.

A lisozima, proteina microbicida de granulos especificos e a p-actina,
classificada como a principal isoforma do citoesqueleto de neutréfilos, também foram
identificadas. MRP-14, presente no citoplasma de neutrédfilos, apresenta efeitos

bacteriostaticos e semelhantes as citocinas.
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1. INTRODUCAO

Os neutrofilos sdo os principais tipos de leucdcitos encontrados no sangue
periférico, compreendendo de 40% a 70% do total de globulos brancos sanguineos, em
condi¢des normais. Embora eles sejam chamados comumente de granuldcitos, esse
termo inclui também os granuldcitos eosinofilicos (eosinofilos) e os granulocitos
basofilicos (basoéfilos). A nomenclatura ¢ devida a diferencgas na cor entre os granulos
citoplasmaticos dessas células, apos coloragdo padrao Romanowsky.

Os neutrofilos tém uma meia-vida curta na circulagdo de apenas seis a dez
horas. Da circulacdo essas células podem migrar para os tecidos, sendo recrutadas a um
sitio de inflamagdo, seguindo um gradiente de quimiocinas especificas, onde
permanecem ativas por dois até seis dias. A abundancia de neutr6filos no sangue, a
eficacia de seu recrutamento e suas agdes antimicrobianas e fagocitarias no sitio
inflamatério, fazem dessas células uma primeira linha de defesa do sistema imune

inato.[1]
1.1. Fases de maturacao

Os neutrofilos sao produzidos na medula 6ssea, onde necessitam, em média, de
duas semanas para completar a fase de maturacdo. Os fatores de crescimento
estimuladores de colonia de granulocitos e de macréfagos-granulocitos (G-CSF e GM-
CSF), produzidos por fibroblastos e células endoteliais apds indugdo de mediadores
inflamatoérios, como a IL-1, desempenham uma importante fun¢do nesse processo. Na
primeira parte desse periodo, as células precursoras passam por cinco divisdes e se

diferenciam de mieloblastos a promieldcitos e por tltimo, a mieldcitos.
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Figura 1. Vida média e estagios de maturacdo pelos quais passa o neutrdfilo, mostrando
o tempo que ele passa na medula 6ssea, sangue e tecidos. Modificado a partir da
referéncia [1]

Os mieloblastos tém um grande nucleo, com cromatina frouxa, ocupando quase
todo o citoplasma, e pouco ou nenhum granulo. No estdgio de promieldcitos ha a
formagdo dos granulos azurofilos, seguida pela formacdo de granulos especificos no
estagio mielocitico. Nas etapas posteriores ndo mais ocorrem divisdes celulares e os
mielocitos apenas se diferenciam em metamielocitos, seguidos dos estagios de
bastonetes e segmentados. Como o proprio nome indica, estas uUltimas fases sdo
caracterizadas pelo aparecimento de nucleo em forma de bastdo, que passa a apresentar
estreitamentos originando segmentos no estagio posterior.

A medula 6ssea compreende uma reserva de neutréfilos maduros que contém
aproximadamente 20 vezes mais a quantidade destas células presentes na circulagdo.
Em condi¢des normais, os neutréfilos sdo liberados para o sangue dois dias apos sua
completa maturagdo. Durante as infecgdes, estas células podem ser liberadas mais
rapidamente, ainda sob a forma de bastdo. O aparecimento de formas imaturas no

sangue ¢ refletido por uma diminuicao na resposta quimiotatica celular.[1]



1.2. O Neutroéfilo na inflamacao

Quando os patogenos ultrapassam as barreiras externas da imunidade inata,
como pele e mucosas, ocorre a instalacdo da infeccdo que pode induzir uma cascata de
eventos conhecidos como resposta inflamatéria. A presenga da inflamagdo ¢ uma
resposta do organismo a uma agressao cronica ou aguda. A resposta inflamatéria aguda
combate os estagios iniciais de infec¢ao e inicia os processos de reparagdo dos danos
teciduais. Os sinais de uma inflamagdo localizada foram descritos pela primeira vez
pelos romanos ha quase 2000 anos atras: dor, calor, rubor, tumor. Minutos apos a lesdao
tecidual, h4 um aumento no didmetro vascular (vasodilatagdo), resultando numa
elevacao do volume sanguineo na area, que causa o aquecimento local e a vermelhidao.
A permeabilidade vascular também aumenta, levando ao extravasamento de fluidos
(edema) deixando o tecido intumescido. Em poucas horas, os leucocitos aderem ao
endotélio da regido inflamada e passam através das paredes dos capilares alcangando o
tecido.

Os neutrofilos e outros fagdcitos englobam patogenos invasores e liberam
mediadores moleculares, como as citocinas, que contribuem para a resposta
inflamatoria e para o recrutamento e ativagdo de mais células efetoras. As quimiocinas,
também liberadas durante uma resposta inflamatoria, fazem parte de um grupo de
citocinas, que tém como caracteristica a capacidade de agir como quimiotaticos
(substancias que atraem as células em direcdo ao seu gradiente de concentracdo).
Outros importantes quimioatraentes sdo os produtos do complemento C5a, C3a, ¢
varios N-formil peptideos produzidos por fragmentacdo bacteriana durante uma
infec¢do [2]. Os neutréfilos também possuem a capacidade de migrar em direcdo aos
tecidos lesados, onde podem liberar componentes toxicos, como espécies reativas de
oxigénio e enzimas proteoliticas, como a elastase, desenvolvendo um processo
inflamatorio ausente de infecgdes.

Os mediadores lipidicos como leucotrieno B4 (LTB4) e fator de ativacdo
plaquetaria (PAF) sdo também fortes agentes quimioatraentes. As quimiocinas sdo
produzidas pelos leucdcitos em resposta a inflamagao, lesdo tecidual, hipoxia ou outras
formas de estresse. Para cada um desses agentes, existem receptores especificos no
neutroéfilo. Os receptores de fMLP (um formil peptideo) e PAF pertencem a
superfamilia “sevenspan” de proteinas integrais de membrana com sete dominios

transmembrana. A especificidade de cada ligante ¢ devida a diferencas nos dominios



extracelulares. Os dominios intracelulares interagem com varias proteinas que se ligam
ao guanosina trifosfato (GTP), desencadeando vias de transdugdo de sinal que levam a
uma ampla variedade de respostas funcionais. A ativagao de enzimas citoplasmaticas,
tais como fosfolipases C, D e A2, e diferentes proteinas cinases (PK), cada uma com
seus substratos e produtos, levam a varias fungdes efetoras como a adesdo ao endotélio,
quimiotaxia, fagocitose, retardo da apoptose e ativagdo da explosdo respiratoria em
neutréfilos [1]. Os neutréfilos quando estimulados, seja por fagocitose ou por agdo de
mediadores inflamatorios, manifestam um aumento do consumo de oxigénio, utilizado
na geragdo de uma grande quantidade de superdxido e perdxido de hidrogénio, dos
quais derivam varios metabolitos oxidantes, num processo chamado "explosdo
respiratoria” [3].

Em estudos “in vitro”, o PMA, 13-acetato de fobol éster 12-miristato, um
andlogo do diacilglicerol, também se mostra quimiotatico para neutr6filos humanos [4].
A membrana plasmatica é permeavel a esse ativador, que ativa diretamente a proteina
cinase C (PKC). Gabler e colaboradores sugerem que o possivel mecanismo para
indugdo da migracdo seja através de um gradiente de ativagdo de PKC. Esta via pode
ser uma alternativa a via classica de ativagdo por receptores de membrana, ja que varios
mediadores inflamatorios soliveis podem estabelecer gradientes intracelulares de

ativacao de PKC.[4]

1.3. Marginac¢o e migracio

Os polimorfonucleares sdo capazes de reconhecer um gradiente de concentragao
de quimiotaticos e migrar em dire¢do a fonte desses agentes, no sitio de inflamacao.
Este ¢ um processo muito complexo, do qual muitos detalhes ainda sdo desconhecidos
[1].

Os neutréfilos sdo as primeiras células a migrar do sangue para o sitio de
infeccdo e se apresentam com um vasto armamento de defesa contra os agentes
infectantes. O processo de migragdo para o local da inflamagdo ¢ finamente regulado
por citocinas e outros mediadores. As citocinas também agem nas células endoteliais
proximas a regido inflamada induzindo um aumento da expressdo de moléculas de

adesdao (CAMs), deixando esse epitélio num estado de ativacao.[2]



Ocorre uma interacao fraca, de baixa afinidade, entre glicoproteinas mucinas do
neutrofilo com selectinas das células endoteliais. Na auséncia de sinais inflamatorios,
esta ligacao se rompe pela for¢a do fluxo sanguineo e a c€lula continua circulante. Mas
quando hd um estimulo inflamatério, estas interacdes fracas sdo estabilizadas pelas
ligagdes de integrinas com as ICAMs endoteliais, facilitando a diapedese [2]. Além
disso, a ligacdo de quimiocinas ou outros quimiotaticos a receptores de membrana de
neutréfilos induz uma mudanga conformacional em proteinas da familia das integrinas,
aumentando sua afinidade por moléculas de adesdo intracelular (ICAMs) situadas no
endotélio. Interleucina 8, GROa, GROPB, GROy, ativador de neutrofilo derivado de
célula epitelial, MIP2, citocina indutora de quimioatracdo em neutrofilos (CINC) e
MIG, sdo as principais quimiocinas que exercem atividade quimiotatica e estimulatéria
em neutrofilos, favorecendo a adesao [5]

As ligacdes dependentes de ativagdo das P2 integrinas (Mac-1, LFA-1) dos
neutro6filos aos seus ligantes endoteliais (ICAM-1) convertem as interagdes transitorias
do rolamento em firme adesdo. Entdo, os neutrofilos aplainam sobre o endotélio,
resultando em um aumento do contato e formacdo de um grande niimero de pontes de
ligacdo pelas integrinas. Subseqiientemente, os neutrofilos sofrem transformagdes na
sua forma, permitindo que eles passem entre as jungdes interendoteliais da parede do
vaso. A partir de entdo, eles penetram no espaco tissular extravascular e migram para os
sitios inflamatérios [6]. Os polimorfonucleares possuem muitas proteases capazes de
quebrar colageno, laminina e outros componentes da matriz extracelular. Apds a
diapedese, os neutréfilos migram em direcdo a um gradiente de varias substancias

quimiotaticas através da liberagdo de proteases e emissao de pseudopodes [7].
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Figura 2. Processo de rolamento, ativagdo, adesdo e migragdo transendotelial do
neutrofilo. Em destaque, as interagdes entre o neutréfilo e o endotélio durante a adesao.
A adesdo de quimiocinas ao receptor induz uma mudanga de conformacgdo nas
integrinas facilitando sua interacdo com as ICAMs endoteliais. Modificado a partir da
referéncia [2].

1.4. Fagocitose

Ao atingir o sitio inflamatdrio, inicia-se no neutréfilo o processo de fagocitose

de microorganismos invasores. Os fagdcitos sdo equipados com receptores

especializados que reconhecem seus alvos e iniciam os mecanismos de degradagao,
culminando com a morte e liberacdo de particulas lisadas. Assim como os macrofagos,

os neutréfilos também podem internalizar particulas opsonizadas ou ndo opsonizadas.



Os principais receptores de opsoninas (RFc) ligam-se a imunoglobulinas, na porg¢ao Fc,
além do subgrupo de 2-integrinas que se liga a particulas ativadas pelo complemento.

Existem dois tipos mais conhecidos de 2 integrinas expressas em neutrofilos:

LFA-1 (CD11a-CD18), que se liga especificamente as moléculas de adesdao ICAM-1 e
ICAM-2; e MAC-1 (CR3, CD11b-CD18), que também se liga a ICAM-1 e ao iC3b,
produto ativado do complemento. [8]
Os principais receptores Fc de neutrofilos normais sdo FcyRIIA (CD32) e FcyRIIIB
(CD16), enquanto os receptores com alta afinidade de ligacdo FcyRI (CD64)
apresentam-se em neutréfilos estimulados com interferon ou fatores de crescimento. [9]
Estudos em macroéfagos sugerem que a ligagdo aos receptores Fcy inicia o estendimento
dos pseudopodos e a internalizagdo da particula. Os receptores Fcy levam a fosforilagado
e subsequente ativacdo de tirosina cinases das familias Src e Syk, que se associam a um
motivo immunoreceptor tyrosine-based activation motif ITAM, situado nas
subunidades dos receptores Fcy. As tirosinas cinases ativadas, fosforilam o motivo
ITAM e outros substratos que levam a um aumento na concentragdo de célcio
intracelular, reorganizacao do citoesqueleto e ativacao transcricional [10].

O receptor FcyRIIIb, em neutréfilos, pode se mover rapidamente durante a
apoptose ou a ativagdo desta célula. A ligacdao de particulas opsonizadas a um receptor
Fc eleva a concentragdo de tais receptores ao redor da area de contato, ¢ as células
estendem seus pseuddpodos em volta da particula, formando um canal (figura 3). Entao
o canal formado se funde, originando uma vesicula (fagossomo). Além disso, a ligacdo
do patdégeno opsonizado pode desencadear dois outros processos: a geracao de
compostos reativos de oxigénio, através da enzima NADPH oxidase e a liberagdo do

conteudo granular para o fagossomo[1].
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Figura 3. Microorganismos opsonizados ligam-se aos receptores Fcy e aos receptores de
complemento na superficie de neutrofilos. Como resultado, os microorganismos sao
engolfados originando um fagossoma intracelular. Granulos se fundem com a
membrana do fagossomo e descarregam seus constituintes. A NADPHoxidase também
¢ ativada com a montagem do complexo na membrana do fagossomo, iniciando a
producao de radicais superdxido. Modificado a partir da referéncia [1].

Uma vez formado, o vactiolo passa por uma série de eventos que alteram sua
composi¢do adquirindo capacidade de matar patogenos e dispor dos debris. Estes
eventos remodeladores sdo conhecidos como maturagdo do fagossomo. A composi¢ao
inicial de um fagossomo ndo ¢ ainda microbicida e o termo maturagdo se refere ao
processo pelo qual o fagossomo nascente adquire competéncia para destruir e eliminar
os microorganismos internalizados. Este fenomeno ¢ um processo dindmico que inclui
a aquisicdo de enzimas microbicidas, ATPases vacuolares, importantes para a
diminui¢do do pH e a montagem do complexo NADPH oxidase.[10]

Em neutrofilos, o fagossomo adquire capacidade antimicrobiana quando se
funde com as vesiculas secretorias e granulos. Estas organelas contém um poderoso
arsenal de peptideos antimicrobianos, enzimas proteoliticas e proteinas de membrana
que contribuem para a elimina¢do do patégeno. Elevados niveis de célcio citosolicos
sdo detectados durante a secre¢do de granulos e a fagocitose [11]. Os compartimentos

secretorios tém diferentes limiares de célcio para secrecdo. O mais baixo e o mais alto

sdo das vesiculas secretdrias e dos granulos azuréfilos respectivamente [12].



1.5. Neutrofilo — Granulos

A maioria das etapas de um processo inflamatorio mediado por neutréfilos €
dependente da mobilizagdo de granulos citoplasmaticos e vesiculas secretorias. Os
varios subgrupos de granulos ndo sdo apenas reservatorios de proteinas
antimicrobianas, proteases ¢ componentes da explosdo respiratdria oxidativa, mas
também de receptores de membrana para moléculas de adesdo, proteinas da matriz
extracelular, produtos bacterianos e mediadores inflamatorios. A mobilizacdo destas
organelas citoplasmaticas permite a transformacdo do neutréfilo de uma célula
passivamente circulante a um potente efetor do sistema imune inato. A precisa
regulacao da exocitose de granulos, capacita o neutrofilo a liberar seu arsenal granular
potencialmente citotoxico de maneira orientada, prevenindo danos teciduais em muitas
situagoes. [13]

Os granulos sao formados seqiiencialmente durante a maturacao celular. Ainda
no estagio de promieldcitos, a produ¢do de granulos se inicia por brotamento do
complexo de golgi.[14] Os granulos formados nesta fase sdo definidos como
peroxidase-positivos pois contém altas concentracdes de mieloperoxidase. Eles também
sdo chamados de granulos azuréfilos devido a sua afinidade pelo corante basico, azure
A ou simplesmente designados granulos primarios. A producao de MPO ¢ interrompida
no estagio de transicdo de promieldcito para mieldcito. Em estagios posteriores, ocorre
a formacao de granulos peroxidase-negativos, que podem ser divididos em especificos
(secundarios) e de gelatinase (tercidrios), baseados no tempo de aparecimento € no
conteudo granular. Os granulos especificos sao formados nos estagios de mieldcitos e
metamieldcitos com um alto conteudo de lactoferrina e pouca quantidade de gelatinase,
enquanto os granulos de gelatinase sdo formados na fase de bastdo, com altas
concentragdes de gelatinase e pouca lactoferrrina.[15, 16] Ja as vesiculas secretorias
surgem nos neutrofilos segmentados, também chamados polimorfonucleares e contém
proteinas plasmaticas, sugerindo sua formacao por endocitose.[17-19]

Existem vérias diferencas entre os tipos de granulos considerando o conteudo
protéico e o destino desses granulos. Muitos estudos mostram que a composicdo do
granulo ¢ dependente do tempo de biossintese da proteina, ou seja, as proteinas
sintetizadas em um dado estdgio de maturagdo celular pertencerdo aos granulos
formados naquele periodo, j4 que nem todas as proteinas sintetizadas sdo direcionadas

com eficiéncia para os granulos onde ficam armazenadas.[16, 20] Os mecanismos



responsaveis pelo enderecamento entre as vias exociticas constitutivas e regulatorias

sdo ainda desconhecidos.

1.5.1. Gréanulos azurdfilos

Os granulos azurdfilos foram inicialmente considerados lisossomos primarios
por conter granulofisina (CD63) em sua membrana. Contudo, eles ndo expressam
proteinas de membrana associadas ao lisossomo (LAMPI1 e 2), e, além disso, o
direcionamento de proteinas para esse granulo nao depende do receptor de manose-3P,
como ocorre nos lisossomos [21]. Esses granulos primarios tém uma limitada exocitose
em resposta a um estimulo, sendo mais comum a sua fusdo com fagossomos para agir
contra os patdégenos engolfados. [12, 22]

A MPO, componente importante dos granulos azurofilicos, como descrito
acima, ¢ uma hemeproteina microbicida de 150-kDa que catalisa a reagdo de H,O,, na
presenca de um halogénio (CI',Br,I") induzindo a forma¢do de acido hipocloroso
(HCI10). H,0,+ H'CI' —(MPO)—> HOCI + HO

Outros produtos clorados, radicais de tirosina e espécies reativas de
nitrogénio(RNS), tambem podem ser produzidos e causar alteragdes nas superficies de
membranas de microorganismos

As alfa-defensinas sdo as principais proteinas constituintes dos granulos
azurofilos. Elas sdo peptideos cationicos, de aproximadamente 3.5kDa, com ampla agdo
contra bactérias, fungos, virus envelopados e protozoarios. Outra potente proteina
catidnica antimicrobiana dos granulos azurofilos ¢ a BPI, de 50kDa, que aumenta a
permeablilidade bacteriana, sendo efetivo em concentragdes nanomolares, contra

bactérias Gram-negativas.[23]

Proteinase-3, catepsina G e elastase sdo serino proteases chamadas comumente
de serprocidinas, que possuem atividade proteolitica contra uma variedade de
componentes da matriz extracelular como elastina, fibronectina, laminina, colageno
tipo IV e vitronectina. Elas induzem a ativacdo de células endoteliais e epiteliais,
macréfagos, linfocitos e plaquetas, e possuem propriedades microbicidas.[24] A
azurocidina ¢ uma serino protease homodloga também presente nos granulos azurofilos,
que aumenta a permeabilidade vascular durante o extravasamento dos neutrofilos,

sendo inclusive, quimiotatica para monocitos, fibroblastos e células T [25].
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1.5.2. Gréanulos peroxidase negativos

Os granulos peroxidase negativos podem ser divididos em especificos
(secundarios) e de gelatinase (terciarios). Os granulos especificos sdo ricos em
substancias antibidticas enquanto os terciarios ndo sdo. Contudo, os granulos de
gelatinase sdo importantes reservatorios de enzimas degradantes de matriz e receptores
de membrana, necessarios durante o extravasamento e a diapedese[26]. J& os granulos
especificos participam na atividade antimicrobiana por mobilizacdo do seu arsenal de
substancias em direcdo ao fagossomo ou para o exterior da célula. Jeisatis, et al, 1990
verificaram que logo apds a fagocitose de S. aureus opsonizados ha uma translocagado
de granulos especificos que se fundem com o fagossomo formado, onde ocorre a
liberacao do contetido granular e a produgao de radicais livres de oxigénio [27].

Os granulos peroxidase negativos possuem o citocromo p22/gp91phox
(citocromo bssg) que ¢ transferido para a membrana plasmatica ou fagossomal na
ativagdo do neutrdofilo. Apds essa translocagdo, o citocromo funciona como um
carregador de elétrons na montagem do complexo multienzimatico NADPH-oxidase,
responsavel pela producdo de ROS na explosao respiratdria oxidativa [27].

A lactoferrina ¢ uma glicoproteina de 78kDa, predominantemente estocada nos
granulos especificos, ativa contra bactérias Gram negativas e positivas devido a sua
propriedade de impedir o crescimento bacteriano por seqiiestro de ferro [28].

Também ¢ encontrada nos granulos especificos, uma proteina antimicrobiana de
25-kDa, chamada de lipocalina associada a gelatinase (NGAL), ndo sendo produzida
apenas por neutr6filos, mas também por uma variedade de tecidos normais e
inflamados [29]. A lisozima ¢ um peptideo antimicrobiano de 14kDa que esta presente
em todos os tipos de granulos, com um pico de concentragdo nos granulos especificos,

em concordancia com o seu perfil biossintético [30].

1.5.3. Vesiculas secretorias

Essas vesiculas constituem uma reserva de receptores associados a membrana,
que sdo uteis nas primeiras fases da resposta inflamatoria, mediada por neutrofilos. Elas
sd0 mobilizadas em resposta a uma ampla variedade de estimulos como: fMLP, PMA,

GM-CSF, IL-8, LT-B4, PAF e TNF-a [12, 31]. As membranas de vesiculas secretorias

11



sdo ricas em P2-integrinas Cd11b/CD18 (Mac-1, CR-3), receptor de complemento 1
(CR1), receptores para peptideos bacterianos, receptor de LPS (CD14), receptor Fcylll
(CD16) e leucolisina, as quais sdo incorporadas a membrana plasmatica apos a
exocitose. A mobilizagdo dessas vesiculas ¢ acompanhada de aparecimento de L-
selectina na superficie do neutrofilo. Estas mudancas na membrana plasmatica,
induzidas pela incorporacdo das vesiculas secretérias, permitem ao neutrofilo
estabelecer firme contato com o endotélio vascular ativado para alcangar o sitio

inflamatorio.[13]

1.5.4. Mecanismos de Degranulacdo: estimulos com fMLP e PMA

A mobilizagdo dos subtipos de granulos depende da propensdo de cada um para
a exocitose. Como regra, os granulos formados em estagios mais tardios da mielopoiese
tém um maior potecial secretério que os granulos formados em precursores mieldides
mais imaturos. As vesiculas secretérias tém maior facilidade para liberagao extracelular
seguido por granulos de gelatinase, especificos e azurdfilos [12, 26]. A estimulagdo “in
vitro” de neutréfilos, em concentragcdes nanomolares de mediadores inflamatorios como
o fMLP, leva a uma rapida e completa descarga de vesiculas secretorias, sem
significativa liberacdo dos outros granulos. Ja a estimulacdo com agonistas mais
poderosos, como o PMA, induz a liberagdo exaustiva de granulos de gelatinase,
moderada liberacdo de granulos especificos ¢ pouca degranulagdo de azurofilos [22,
32].

A degranulagdo hierdrquica dos granulos pode ser reproduzida “in vitro” pela
gradual elevacdo dos niveis de calcio intracelular[12]. Véarios estimulos tém mostrado a
inducdo de um aumento de célcio citosolico, incluindo a ativagdo direta de proteina
cinase C por PMA ¢ a ligagdao de L-selectina, B2 integrina ¢ fMLP aos seus receptores
[12, 33]. A ligacdo de B2 integrinas induz ativagdo de tirosina cinase citoplasmatica,
que fosforila e ativa uma série de proteinas incluindo fosfolipase Cy2 e fosfolipase D
[34-36]. Estas fosfolipases catalisam a quebra de fosfatidil-inositol e fosfatidilcolina e a
geragdo de inositol-3fosfato, diacilglicerol e acido fosfatidico. Estes metabolitos
gerados também ativam a proteina cinase C (PKC) que induz a liberagdo do célcio
intracelular armazenado e o influxo do célcio extracelular através da membrana

plasmatica.[36-38]
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1.5.5. Fusdo de granulos com as membranas

Na degranulagdo, as vesiculas secretdrias e os granulos sdo capazes de se
fundirem com a membrana plasmatica, quando as células sdo ativadas por agonistas
soluveis. Entretanto, durante o engolfamento de particulas, a fusdo fica restrita a
membrana dos fagossomos. Provavelmente, alguns mecanismos devem existir para
garantir a direcionabilidade e a especificidade desses eventos de fusdo [10].

As anexinas sdo proteinas que se ligam a fosfolipideos e fazem o intermédio
entre a agregacao vesicular e a fusdo com a membrana quando expostos a altas
concentracoes de calcio. Varias anexinas tém sido identificadas em neutrofilos e
parecem promover eventos de fusdo granular “in vitro” dependentes calcio [39].

Alem disso, o calcio pode regular interagdes entre SNAREs, soluble n-
ethylmaleimide-sensitive-fusion-protein-attachment  protein  receptor, que s@o
componentes de um maquindrio de brotamento vesicular e fusdo. Pensa-se que um
SNARE (receptor protéico de fusdo) em uma membrana doadora interage com um
SNARE cognato da membrana alvo. Entdo ocorre a forma¢do de um complexo estavel,
consistindo de quatro hélices, montadas pelos dois SNARESs. Esse complexo tetraédrico
faz com que as duas membranas se unam, promovendo a fusdo. Embora os SNAREs
sejam importantes mediadores dos eventos de fusdo em membranas, o grau de
especificidade de suas interagdes permanece questionavel. Acredita-se que a familia
Rab das GTPases, em especial, Rab5, complete esse papel juntamente com os
SNAREs, conferindo uma camada extra de especificidade para a unido das membranas
doadora e alvo [10].

Muitos SNARES foram identificados recentemente no neutréfilo, incluindo a
proteina 2 associada a vesiculas (VAMP-2) e proteina de membrana carreadora
secretoria (SCAMP), encontradas nas membranas de vesiculas secretorias, granulos de
gelatinase e especificos[40]. VAMP-2 esta presente predominantemente na membrana
de vesiculas secretorias e, em menor extensao, nas membranas de granulos secundarios
e terciarios, sugerindo-se que a densidade de VAMP2 corresponde ao potencial
exocitico de diferentes vesiculas [41].

A geracdo de radicais livres de oxigénio durante a explosdo respiratoria € a
degranulacdo sdo eventos preferencialmente destinados a liberagdo de produtos
microbicidas no interior do fagossomo. Contudo a secrecdo destes produtos pode

comecar antes do fagossomo estar completamente fechado, e alguns radicais de
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oxigénio e enzimas granulares podem escapar para o meio extracelular. Em alguns
casos, quando o neutréfilo ndo consegue fagocitar a particula, ele pode secretar esses
produtos para o espago extracelular, podendo causar danos aos tecidos adjacentes.
Durante a fagocitose, eventos intracelulares induzem a fusdo de granulos com a
membrana plasmatica, de forma a ocorrer a exocitose das enzimas. A degranulagdo e a
produgdo de radicais livres de oxigénio, s3o minimamente detectadas em neutréfilos, na

auséncia de estimulos [1].

1.6. NADPHoxidase

Em neutrofilos, mondcitos e macrofagos, outro dispositivo antimicrobiano, além
da fagocitose, contribui para uma defesa prolongada e efetiva. Esse mecanismo
oxidativo emprega espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), que sdo
gerados a partir do anion superoxido produzido pelo complexo NADPHoxidase. As
particulas fagocitadas sdo internalizadas nos fagossomos, onde os ROS e RNS sdo
usados como microbicidas [1]. A catalise da redu¢do da molécula de oxigénio em anion
superoxido, € dependente de uma continua reducdo de NADP em NADPH que ¢é gerada

as custas de um marcante aumento da glicélise pela via das pentoses [3].

As NADPHoxidases sao um grupo de enzimas associadas a membranas
encontradas em uma variedade de células de origem mesodermal. As mais amplamente
estudadas sdo as leucocitdrias, que se encontram nos fagocitos e linfocitos B. O
complexo NADPHoxidase, catalisa a producdao do anion superéxido O,", pela redugdo

do oxigénio, tendo o NADPH como doador de elétrons [3].
20, + NADPH —(Phox)— 20, + NADP' + H"

O complexo NADPH oxidase possui componentes ligados a membrana e
também citosolicos, que sdo requeridos para sua ativacdo. A fragdo membranar,
chamada de flavocitocromo b558, ¢ constituida das proteinas p22phox e gp91phox. Ja
os componentes citosolicos p47phox, p67phox, p40phox, e Rac2 precisam translocar-se

para a membrana durante a ativacao do complexo [42].
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Apoés a fagocitose, se inicia o processo da montagem do complexo NADPH
oxidase e essas células comecam a explosdo respiratéria, caracterizada pelo rapido
aumento no consumo de glicose ¢ de oxigénio molecular, utilizados na produgdo
intensa de radicais livres de oxigénio, altamente reativos, incluindo o anion superdxido,

peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e acido hipocloroso [43].

O radical superoxido inicialmente gerado ¢ transformado espontaneamente em
peroxido de hidrogénio, por dismutacdo ou pela acdo enzimdtica da superoxido

dismutase (SOD) conforme a reagdo: O, + O,” + 2H" —(SOD) — H,0, + O,

O peroxido de hidrogénio também pode reagir com o ion superoxido, na
presenca de um metal de transi¢do, geralmente ferro ou cobre, originando o radical

hidroxila. O, + H,0, —(Fe*" ou Cu’")— OH°® + OH + O,

A mieloperoxidase (MPO) liberada de granulos azurdfilos catalisa a
transformac¢do de H:0-, na presenca de halogénios, em produtos altamente toxicos como

o acido hipocloroso. H,O,+ H+CI" —(MPO) — HOCI + HO

Outras reagdes também podem ocorrer levando a formagao de outros radicais de
oxigénio e de cloraminas tdxicas, altamente eficazes contra os microorganismos

fagocitados [43].

H'+ OCI + R-NH, — R-NHCI + HO

Viérios radicais de nitrogénio também sao formados por sua reagdo com radicais
superdxido. Por exemplo, o NO, reage com O, produzindo um potente oxidante, o
peroxinitrito ONOQO™ [44]. O ion nitrito também tem sido mostrado como um substrato
para varias peroxidases, incluindo a MPO, a qual produz um agente fortemente
oxidante, o dioxido de nitrogénio (NO;’). O ion nitrito também pode reagir com HOCI

para formar espécies transitorias como NO,Cl, que reagem com anéis fenolicos [45].

Em neutréfilos ndo ativados, o sistema Phox permanece dormente, sendo
ativado apos exposi¢ao das células a um estimulo infeccioso ou inflamatério. A
fosforilagdo dos componentes citosolicos p47phox, p67phox, p40phox e p22phox, além
da dissociag¢do de Rac de sua proteina inibitoria, e a posterior ligagdo aos componentes

de membrana, resultam na ativagdo do complexo e producao de ROS [42].
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Figura 4. Ativacdo da NADPHoxidase: Os componentes p47phox, p67phox e p40phox
sao fosforilados apos ativacao celular (1), e migram para a membrana onde se associam
aos componentes gp91phox e p22phox (2). Ao mesmo tempo, Rac se dissocia de seu
inibidor rho-GDI e migra para a membrana (3). O citocromo b558 ¢ ativado pelo
dominio de ativagdo (AD) e Rac2 promove a interacdo entre p67phox e o citocromo
(4). NADPHoxidase ativada usa o NADPH para reduzir o oxigénio e produzir anions
superoxido. [43]

1.6.1. Flavocitocromo b558

E o componente de membrana central da NADPHoxidase, composto de duas
subunidades, gp91phox e p22phox. A subunidade gp91phox contém um FAD e dois
grupos heme onde ocorre a transferéncia de elétrons durante a oxidacao. A gp91phox ¢
considerada como a molécula transferidora de elétrons enquanto os outros componentes
do complexo NADPHoxidase sdo chamados de regulatérios. Um modelo do fluxo de
elétrons no flavocitocromo tem sido proposto por Nisimoto e colaboradores (1999)
[46].

NADPH — FAD — hemeA — ®hemeB — >0,

1.6.2. p47phox

E o componente responsavel pelo transporte da fragdo citossélica para a
membrana, ¢ também ¢ o organizador das subunidades do complexo, durante a
ativacdo. Essa subunidade ¢ fortemente fosforilada, enquanto o p40phox ¢ fracamente

fosforilado durante a ativagao. [43]

16



1.6.3. p67phox

Associa-se fortemente com o citoesqueleto e ¢ fosforilado durante a
estimula¢do, mas em menor extensdao que o p47phox. P67phox interage com Racl/2 e
com o citocromo b558, podendo regular sua atividade catalitica através de uma
seqiiéncia chamada dominio de ativagao[46]. Esse mecanismo de regulagdo ainda ndo é
bem conhecido, mas acredita-se que o dominio de ativacao presente na p67phox ative
diretamente algum passo na transferéncia de elétrons entre o NADPH e o FAD.
Nisimoto et al (1999) sugere que p67phox favorega a transferéncia de um hidreto do
NADPH para a flavina [46]. Sheppard e colaboradores (2005) também indicam a
presenca de um sitio catalitico para transferéncia de elétrons do NADPH para o FAD na

subunidade p67phox [47].

1.6.4. Rac2

Ap0s ativagdo, Rac 2 ¢ convertida do estagio de ligacdo ao GDP para GTP,
dissociando-se do seu inibidor Rho-GDP e migrando para a membrana. Rac2 liga-se
diretamente ao p67phox na membrana, mas ndo se liga ao p40phox ou p47phox.
Recentemente identificou-se que Rac2 ¢ essencial para a produgdo de O27, quimiotaxia

e arranjamento de F-actina [47].

A importancia vital dessa enzima ¢ ilustrada por uma doenga genética chamada
“doenga granulomatosa cronica” (DGC), a qual ¢ associada a um aumento na
susceptibilidade do individuo a infecgdes fingicas e bacterianas, na qual alteracdes
genéticas levam a reducao na producao de ROS. A excessiva liberagdo de ROS também

pode causar danos aos tecidos adjacentes, amplificando as reagdes inflamatdrias[43].

1.6.5. Ativacdo da NADPHoxidase

Em neutréfilos ndo ativados, 15% do citocromo b558 estd localizado na
membrana plasmatica, e 85% na membrana de granulos especificos e vesiculas

secretorias, que sdo translocados para a membrana plasmatica durante a ativacao[47].
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Apds um estimulo, as subunidades p47, p67 e p40 interagem para formar a
fracdo citossolica. Durante a ativagdo, aproximadamente 10% dessas proteinas migram
para a membrana plasmatica [43].

Em condi¢des normais, uma regido autoinibitéria de p47phox impede sua
ligagdo ao p22phox e Rac ¢ mantida ligada a uma proteina inibitéria RhoGDP. Vérios
relatos sugerem que a fosforilacdo de p47phox induz mudangas conformacionais que
descobrem o sito de ligacdo para o flavocitocromo. P47phox age entdo como um
adaptador, facilitando também a interacdo de p67phox e de p40phox com p22phox
[48].

Além disso, p22phox forma um complexo estabilizante com gp91phox
(citocromo b558) e sua regido carboxi-terminal possui um sitio, rico em prolina, para
ligagdo de p47phox. O flavocitocromo b558 ¢ inativo em neutréfilos ndo estimulados,
mas torna-se ativado quando as células sdo expostas a microorganismos ou mediadores
inflamatoérios resultando na ligacao das subunidades citossolicas ao citocromo [49]. O
dominio de ativagdo de p67phox ativa a transferéncia de elétrons do NADPH para o
FAD, sendo a etapa determinante da producdo de superdxido. Essa etapa protege contra
ativacdo acidental da oxidase [49]. Embora o entendimento da estrutura da
NADPHoxidase tenha avancado substancialmente, os mecanismos de ativagao,
montagem e fosforilagdo dos componentes sdo pouco conhecidos.

Alguns estudos sugerem que isoformas diferentes de PKC podem ativar dois
pools da NADPHoxidase, um intracelular, na membrana dos granulos e o outro
localizado na membrana plasmatica. Verificou-se que as duas fracdes da oxidase sdao
dependentes de de ERK/MAP cinase e fosfatase 1 e/ou 2, porém apenas a fracdo

intracelular foi dependente de IP3 cinase [50].

1.6.6. Disfuncdes na Explosdo Respiratoria

1.6.6.1.Doenca Granulomatosa Cronica
A doenga granulomatosa cronica (DGC) ¢ uma rara deficiéncia na produgdo
ROS, causada por mutagdes genéticas dos componentes da NADPHoxidase. Mutagdes
no gene da gp91phox, situado no brago curto do cromossomo X, sdo responsaveis por
60 a 65% dos casos de DGC. O restante dos 35% dos pacientes apresenta uma heranga

autossOmica recessiva de mutagdes nos genes p47phox, p22phox ou p67phox [51, 52].
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Pacientes com mutagdes no gene da gp9lphox apresentam geralmente 30% da
capacidade total de producao de ROS [53].

A DGC ¢ caracterizada clinicamente por severas e recorrentes infeccoes
fingicas e bacterianas, dificeis de tratar pelos meios convencionais. Essas infecc¢des
predominam nos linfonodos, tecidos subcutaneos, pulmdes e figado. Ocorrem também
manifestagdes gastrintestinais como diarréia, abcessos perianais ¢ obstrugdes devido a
formacdo de granulomas. Essa doenga ¢ reconhecida ainda na infancia, geralmente nas

criangas ainda menores de dois anos [52].

1.6.6.2.ANCAs

Hé evidéncias de que anticorpos citoplasmaticos anti-neutrofilos (ANCAs),
produzidos em algumas doengas autoimunes como a vasculite, induzem uma adesdo
prolongada dos neutréfilos ao endotélio e ativam a producdo de radicais livres,
causando danos aos tecidos. Ocorre também uma desregulagdo da apoptose e uma
ineficiente remoc¢ao dessas células pelos macrofagos. Todos esses fatores contribuem
para uma lesdo tecidual associada a doenga inflamatoria [54].

Os ANCAs pertencem a um grupo de anticorpos, direcionados para proteinas
citoplasmaticas de neutrofilos e mondcitos. Eles tém sido descritos em varias doengas
incluindo vasculites sistémicas idiopaticas, doengas do tecido conjuntivo, algumas
infeccdes e doengas autoimunes. Esses anticorpos reconhecem como antigenos a
proteinase 3, MPO, catepsina G, lactoferrina, BPI e algumas outras proteinas do
neutr6filo[55]. Os mecanismos de acdo desses anticorpos ainda sdo pouco conhecidos.
Um modelo em camundongos indica que apos estimulo de neutrofilos com citocinas
ocorre translocagdo de proteinase 3 ¢ MPO para a membrana celular. Entdo os ANCA-
PR3 e ANCA-MPO se ligam a essas proteinas e ativam os granulécitos, desencadeando
uma prematura degranulagdo e causando danos endoteliais [56]. Além disso, Radford
(1999) e colaboradores verificaram a translocacdo de PKCPII apos ativagdo com
ANCAs e sugeriram que tirosina cinases e PKCBII, induzem a producdo de O2” em

neutrofilos ativados com ANCA de pacientes com vasculite sistémica [57].

1.6.6.3.SIRS, SARA e SDMO

Vérias pesquisas realizadas nos ultimos anos tentam explicar a evolugdo
inesperada de pacientes com trauma grave, representada por grande destruicao tecidual,

choque hemorréagico, dentre outras caracteristicas, devido a uma ativagdo inadequada
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ou exagerada da resposta inflamatdria. Varias substincias sdo produzidas nesse
contexto, destacando-se as citocinas, radicais superdxido, produtos de degradagdo de
membrana celular como leucotrienos e PAF. Essas substancias ativam células da
resposta inflamatéria como os mondcitos/macrofagos, neutrdfilos e as células
endoteliais, que passam a expressar receptores de membranas diversos e a produzirem
mais substancias ativadoras dessas e de outras células da resposta inflamatoria.
Desencadeia-se assim, no organismo, um resposta inflamatéria intensa e difusa
(sistémica), que se expressa clinicamente como a Sindrome da Resposta Inflamatdria
Sistémica (SRIS), que muitas vezes escapa ao controle exercido pela auto-regulacio
natural do organismo e passa a causar lesdo de tecidos e 6rgdos. Inicialmente, o 6rgao
mais frequentemente acometido ¢ o pulmdo, onde se observa infiltrado pulmonar
difuso, associado a insuficiéncia respiratéria, quadro este denominado Sindrome da

Angustia Respiratoria Aguda (SARA) [58].

Dada a funcdo natural dos neutréfilos na defesa do organismo, seu papel na
SRIS parece contraditdrio, e ¢ explicado como resultado de uma hiperatividade, nao
controlada, que se torna prejudicial ao organismo. Tal acdo estd diretamente
relacionada a estimulacdo de polimorfonucleares, levando a iniciagdo de diversas vias
metabolicas, a expressdo de receptores de membrana e a producdo de radicais livres, de
proteases e de citocinas que ddo prosseguimento a ativagdo de mais neutrofilos, num
ciclo vicioso que, somadas as agdes das demais células inflamatdrias, podem levar a

Sindrome da Disfungio de Multiplos Orgios (SDMO) [59].

1.7.Estimulacio e Ativacao do Neutrofilo na Resposta Inflamatoria

Devido a sua capacidade de fagocitose, produgdo de ROS, enzimas e peptideos
com grande poder microbicida, os neutrofilos podem ser classificados como células
efetoras na destrui¢do de microrganismos. Porém, eles sdo considerados de acdo
indiscriminada, pois tém pouca ou nenhuma capacidade de realizar uma inibi¢do
seletiva de suas respostas especificas. Entretanto, torna-se evidente que as respostas do
neutrdfilo devem ser finamente moduladas, ja que a resposta inflamatéria € limitada. Os

fatores implicados nessa fun¢do modulatéria sdo conhecidos como agentes
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estimulatorios, nos quais se incluem diversas citocinas e formil peptideos. Assim, a
habilidade desses agentes em modular uma resposta gradativa permite a célula
responder proporcionalmente a severidade do estimulo [60].

Inicialmente, acreditava-se que o padrao para uma resposta do neutrédfilo era a
ativagdo completa. Ou seja, apés a agao de um estimulo apropriado, o neutrdfilo que
circulava no sangue seria atraido a um sitio de infec¢do e ativado totalmente. Esse
processo envolveria a polarizagdo morfoldgica da célula e subseqiiente quimiotaxia,
fagocitose, produgdo de radicais toxicos de oxigénio, e liberacdo de enzimas granulares
no meio extracelular. Mais tarde, outros estudos evidenciaram que a ativagdo nao
correspondia a um processo “tudo-ou-nada” e introduziram alguns conceitos
complementares de ativagao [60].

Atualmente, a ativagcdo ¢ reconhecida como um processo que ocorre em um
gradiente continuo, observado em dois estdgios [61]. Os neutrofilos primeiramente
sofrem um estimulo que ndo os ativa diretamente, mas que os leva a um estado
estimulado. Quando esses neutrofilos estimulados encontram um segundo estimulo
apropriado, um estado completamente ativado ¢ alcangado. De modo geral, o agente
estimulatério por si s6 ndo promove uma resposta funcional notdria, exceto quando esta
em elevadas concentragdes, fato que leva a célula do estado normal ao estado de
completa ativagado, diretamente [60].

Além disso, foi evidenciado que os neutrofilos estimulados podem retornar ao
estado de repouso. Porém, uma vez chegado ao estado ativado nao ha retorno ao estado
inicial [62].

Atualmente, acredita-se que os neutrdfilos possuam trés fendtipos diferentes,
classificados como quiescente, estimulado e ativado, como mostra a figura 5. O
primeiro € visto na auséncia de estimulos, em que os PMNs circulantes se mostram ndo
aderentes ao endotélio e sem alteragdes na expressdo de receptores de membrana.
Estimulos pro-inflamatorios podem deixar as células num estdgio de estimulagao,
induzindo sua aderéncia ao endotélio e aumentando a expressdo de moléculas de
adesdo. Entdo essas células podem voltar ao estado quiescente ou sofrer um segundo
estimulo, para que alcancem a completa ativagdo. Neutrofilos estimulados mostram-se
mais sensiveis a degranulacao e a ativagdo da NADPH oxidase apds a agdo um segundo
estimulo. Agentes estimuladores que nao despertariam essas fungdes no neutrdfilo
quiescente conseguem desencaded-las no neutrofilo estimulado. Os neutréfilos

completamente ativados além de apresentarem capacidade de aderir firmemente ao
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endotélio, também realizam a diapedese, chegam ao sitio de infec¢do e iniciam a

fagocitose e a explosdo respiratoria [47].

Em repouso Estimulado Attvado
@ {:__::> Ativacio
completa

Evento '
estimulante N

Figura 5. Ativacdo do polimorfonuclear em um processo continuo caracterizado por
dois estagios. Através de uma série de estimulos ele pode alcangar o estado estimulado
e voltar a seu estado de repouso, caso nao receba um segundo estimulo. Na
oportunidade de receber esse estimulo posterior, a célula passa do estado estimulado
para outro — ativado, sem possibilidade de retorno ao estado anterior. Modificado a
partir da referéncia [60].

Botha, et al, 1995, realizaram alguns testes in vitro com os ativadores PAF,
fMLP, PAF + fMLP e PMA para se verificar o perfil de ativacdo neutrofilica pela
explosdo respiratoria frente a diferentes estimulos. Foi verificado que o fator de
agregacao plaquetaria, PAF, ¢ um fraco ativador da explosdo respiratoria. Acredita-se
que esse fator apenas deixe o neutréfilo num estado de estimulagao, ndo alcangando o
estado completamente ativado. O fMLP em baixas concentragcdes também exerceu
funcdo semelhante ao PAF na geracdo de ROS. J4 o estimulo com PAF seguido de
fMLP, deixou a célula num estagio estimulado e, apos o segundo estimulo, o estagio
completamente ativado foi alcangado. Em contrapartida, a ativacdo com 1umol/L de
PMA levou o neutroéfilo a uma completa ativagdo sem passar pelo estado intermediario
de estimulacao [59].

A estimulagdo com PMA em doses mais baixas também ja foi verificada por
Siddiqui, e colaboradores, 1995. Eles demonstraram que o PMA na concentragdo
subestimulatoria de 1nmol/L, induziu uma pequena producdo de superoxido, que foi

potenciada apds um estimulo secundario com écido fosfatidico [63].
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Um outro estudo de ativagdo in vitro também mostrou que TNFa ¢ um fraco
ativador da explosdo respiratdria e da degranulagdo. Porém quando se adicionou
particulas de Saccharomyces cerevisiae (zimosan), houve um aumento significativo da
producao de peroxido de hidrogénio, fagocitose e degranulacao. Esses autores sugerem
que o TNFa atua estimulando a aderéncia ao endotélio e as particulas fagocitadas,
aumentando assim a capacidade fagocitdria do neutrofilo [64]. As vias de ativagdo
envolvidas na estimulacdo inicial por TNFa ainda ndo sdo bem conhecidas. Além disso,
¢ muito dificil distinguir quais vias sinalizagdo estao envolvidas no estado estimulado e
no estado completamente ativado do neutréfilo. Forsberg et al (2001) verificaram que a
estimulacdo prévia de neutréfilos com TNFa, induz um aumento de trés vezes no
numero de receptores CR3 na membrana, indicando ser esse um dos possiveis
mecanismos pelo qual a fagocitose ¢ aumentada apos estimulagao com TNFa [65]. Um
outro estudo também mostrou que a adigdo de EGF (epidermal growth factor) a
neutrdfilos estimulados com TNFa resultou em um aumento da explosdo respiratoria e
da capacidade fagocitaria além de uma maior expressao de receptores C3 [66]

Lipopolissacarideo (LPS) extraido de uma cepa virulenta de Burkholderia
cepacia, também foi usado como agente estimulador de neutréfilos induzindo aumento
da expressdao de CR3 e B2-integrina. Ele também foi capaz de deixar o neutréfilo num
estado de estimulagdo inicial, para posterior ativacdo com o segundo estimulo fMLP,

induzindo um aumento significativo da explosao respiratoria [67].

1.8. O PMA e o Neutrofilo

O PMA ¢ um éster de forbol andlogo do diacilglicerol, muito utilizado como
controle positivo de ativagdo “in vitro” em experimentos com neutr6filos humanos. Os
ésteres de forbol sdo produtos naturais isolados de Croton tiglium e de outras plantas da
familia Euphorbiaceae. Eles sdo encontrados nas sementes dessa planta e sdo os
principais produtos obtidos da extragdo do 6leo das sementes de créton. Esse dleo tem
grande poder téxico sobre a pele e olhos, causando dermatites e conjuntivites com
intensa rea¢do inflamatoria. Quando ingerido induz grande acdo laxativa e a fumaca

originada da queima do 6leo também tem agdo irritante sobre os olhos. Os ésteres de
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forbol, sobretudo o PMA, sdo os responsaveis pelas caracteristicas toxicas das sementes
¢ do 6leo de créton [68].

O PMA ¢ um mediador soluvel que atravessa a membrana plasmatica e ativa
diretamente isoformas de PKC intracelulares. Esse agente ndo induz a explosdo
respiratdria em baixas doses, mas em altas concentracdes (100nM - 1uM) induz

diretamente uma liberagdo maxima de ROS [59].
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Figura 6. Estrutura molecular do 12-miristato,13-acetato de forbol (PMA)

1.8.1. PKC estrutura, familia e funcio

A proteina cinase C (PKC) faz parte de uma familia de proteinas serina/treonina
cinases e sua ativacdo medeia inumeras respostas intracelulares. Essa enzima participa
de varias fun¢des no neutrdfilo, como ativagdo da NADPHoxidase, remodelamento do
citoesqueleto de actina e degranulacdo [69, 70]. A forma ativada da PKC fosforila os
residuos de serina e treonina de suas proteinas-alvo, sendo que as histonas, as
MARCKS (myristoylated, alanine-rich C kinase substrate) e a MAP cinase-cinase-
cinase (Raf) sdo seus substratos mais conhecidos. A translocacdo da PKC para o local
especifico relacionado a sua fungdo difere bastante entre as isoformas.

Onze isoenzimas de PKC foram identificadas em mamiferos e podem ser
divididas em trés familias de acordo com o mecanismo de regulacdo por calcio,
fosfolipideos ¢ DAG (figura 7). As cPKCs, ditas convencionais, envolvem as isoformas
a, BL, BII e v, sdo dependentes de célcio e ativadas por PMA ou DAG. Contudo, as
PKCs classificadas como novas (PKC o, €, n e 0) sdo independentes de calcio, mas
ativadas por DAG. Ja as cinases atipicas, que correspondem as isoformas ( e 1, ndo
respondem ao calcio, PMA ou DAG, porém, como todas as isoformas de PKC,
requerem fostatidilserina para ativacdo méxima. Diferengcas na distribuicdo pelos

tecidos, localizag¢do intracelular e atividade enzimatica sugerem uma fun¢do celular
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especifica para cada isoforma de PKC. Até o momento ja foram descritas cinco
isoformas de PKC no neutréfilo humano, a, BI, BIL, 6 e { [57].

Ao longo dos anos, diferentes grupos de pesquisa vém estudando os
mecanismos de regulagdo da atividade da PKC. Essa proteina ¢ composta de 2
subunidades: a) subunidade regulatoria que apresenta os dominios C1, responséavel pela
ligacdo com o diacilglicerol (DAG) e com o éster de forbol (PMA), e o C2, responsavel
pela ligagdo com o célcio; e b) a subunidade catalitica altamente conservada dentre as
diferentes isoformas, que apresenta os dominios C3 e C4 responsaveis pela ligagdao do

ATP e do substrato, respectivamente [71].

Dominio Regulatério Dominio Catalitico
Isoformas de PKC T = 1T

Cl1

cPKC o Vi V2 C2 V3 (C3 C4 \E
BI/pIx
o PMA/ DG Sitio de

ligagdo

de Calcio Sitio de Sitio de ligagéo do Substrato
ligagdo de ATP

nPKC

A

aPKC
C
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Figura 7. Esquema da estrutura primaria das diferentes isoformas da PKC, mostrando o
dominio catalitico, com sitio de ligagdo para o ATP e para os substratos da cinase; € 0
dominio regulatério de ligagdo para PMA/DAG e célcio. Modificado a partir da
referéncia [71].

Os cofatores classicos que regulam a enzima alostericamente sdo:
fosfatidilserina, célcio e ésteres de forbol/DAG. A ligagdo da DAG ou ésteres de forbol
ao dominio Cl1, favorece a ligagdo de fosfatidilserina a esse dominio e causam um
aumento significativo na afinidade de PKC por membranas, facilitando sua
translocagdo citosolica para as membranas. Esses dois cofatores regulam PKC pelo
mesmo mecanismo, contudo eles tém efeitos bioldgicos diferentes, pois a ativagdo

iniciada por DAG e o recrutamento para as membranas ¢ rapida, ja que DAG tem uma
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meia vida curta, sendo inativado velozmente. Em contraste, ésteres de forbol ndo sdo
metabolizados rapidamente e resultam numa constitutiva ativagdo de PKC. Além disso,
o PMA ¢ duas vezes mais potente que o DAG e aumenta em 4 vezes a afinidade de
fosfatidilserina pelo dominio C1. A liga¢@o do calcio ao dominio C2 causa um aumento
na afinidade de PKC por lipideos anidnicos de membranas, devido a atragdo do cation

Ca™ pelos lipideos de carga negativa [72].

Ester de Forbol
D ‘f‘!

Figura 8. Dominio C1 da PKC5 ligada ao PMA. A ligagdo de um éster de forbol cobre
um sitio hidrofilico do dominio C1 e cria uma superficie hidrofobica de interagdo com a
membrana. Modificado a partir da referéncia [72].

1.8.2. Interacdo com o endotélio apos ativacdo com PMA.

Quando o neutrofilo ¢ exposto ao PMA, rapidamente ocorre um aumento da
adesdo ao endotélio, mesmo que este ndo esteja ativado. Essa interacdo parece ser
mediada pela ativagdo das B2 integrinas, LFA-1 e Mac-1. Sugere-se que o aumento da
adesdo via B2 integrinas decorre de um aumento da avidez destas moléculas por seus
ligantes. A fosforilagdo de Mac-1 por PMA, via PKC convencionais, tem sido proposta
para explicar essa mudanga de afinidade. Esse aumento na afinidade ¢ independente do
nivel de integrinas expresso na superficie celular. CD11b ¢ constitutivamente
fosforilada, enquanto a fosforilacdo da subunidade beta (CD18) tem sido demonstrada

em resposta ao PMA [8].
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A fosoforilagdo de Mac-1 (CR3) também se correlaciona cineticamente com um
aumento de afinidade pelo iC3b. A ativacdo do complemento desempenha uma
importante fun¢ao na amplificacdo da resposta imflamatéria devido a opsonizagao,
estimulacdo da quimiotaxia e ativagdo dos demais leucdcitos. Um segundo aspecto da
regulacdo dos recetores de complemento por PMA ¢ a competéncia fagocitica. H4 um
aumento de trinta vezes na capacidade de promover fagocitose, via CR1 apos ativagado

por PMA [8].

1.8.3. Montagem de actina e quimiotaxia em neutrofilos ativados com PMA

Downey e colaboradores (1992), hipotetizaram que a polimerizagdo da actina
em resposta a0 PMA pode ser mediada pela ativagdo das isoformas novas, nPKC. Este
grupo verificou que em neutréfilos humanos ativados com 10*mol/L de PMA h4 uma
expressiva reorganizacdo de F-actina localizada difusamente no citoplasma para
agregados situados nas areas de enrugamento na membrana.[70]

A exposi¢do de neutréfilo a ésteres de forbol induz um enrugamento por
toda a membrana plasmatica, suprimindo a polaridade e originando movimentos
randomicos que afetam diretamente a motilidade celular. Porém, mesmo em altas
concentracoes de PMA, demonstrou-se que estas células ndo perderam sua resposta a
quimiotaxia. Estes autores sugerem que a morfologia polar e a distribuicdo de actina
produzida por petideos quimiotaticos favorecem a locomocao, enquanto os movimentos
ndo polares produzidos por PMA podem ser mais favoraveis a adesividade e a outras

fungdes como a fagocitose e a pinocitose [73].

1.8.4. Ativacdo da NADPHoxidase apos ativacao com PMA

O complexo NADPHoxidase pode ser ativado em fagocitos por um grande
nuamero de fatores soltiveis ou ndo, como formil peptideos (fMLP), LTB4, PAF,
diacilglicerol(DAG), ionomicina, e ativadores de PKC, como o acetato de forbol
miristato (PMA). A fosforilagdo de proteinas e a translocacdo dos componentes
citosolicos para a membrana, sdo dois eventos que acompanham a ativacdo da

NADPHoxidase. A montagem do complexo oxidativo ¢ acompanhada da ativacdo de
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muitas proteinas cinases, tais como, tirosinas cinases, PKA, PKC ¢ MAP cinases, as
quais fosforilam proteinas componentes do sistema NADPH oxidase [43].

LodewijkV.Dekker et al. demonstraram que PKC-B ¢ ativada nas mesmas
condicdes de ativagdo da NADPHoxidase em neutréfilos. Utilizando inibidores
especificos de PKC-3 e ratos nocauteados para este isotipo de PKC, verificou-se que
PKC-B contribui para a ativacdo da NADPHoxidase em resposta ao PMA e a ativagdo
do receptor Fcy. Em neutréfilos ndo ativados, PKC-B; e Py estdo presentes
predominantemente no citosol, mas sdo recrutados para a membrana plasmatica em
resposta ao éster de forbol. Esse trabalho também sugere que PKC- contribui com
55% da ativacdo da oxidase por PMA, enquanto PKC-5 contribui com 30 a 40% da
ativacao. Juntas, PKC-f3 e PKC-6 contribuem com 90% da ativacdo da NADPHoxidase,
em neutrofilos ativados por PMA [74].

Alem disso, Ana Karlsson, (2000) e colaboradores sugeriram que o PMA ativa
dois pools distintos da NADPHoxidase, um localizado na membrana plasmatica e outro
nas membranas intracelulares dos granulos. Eles demonstraram que a liberagdo
extracelular do superoxido foi independente de IP3 cinase, enquanto a fragdo
intracelular de ROS foi diminuida com a inibigdo de IP3 cinase. Ambos os pools foram
dependentes de ERK/MAP cinase e fosfatase 1 e/ou 2 [50].

Brown e colaboradores (2003), também relataram a fung¢do de PKC-6 na
geracdo intracellular de ROS pela montagem do complexo NADPH-oxidase em
neutr6filos humanos ativados por PMA. [75].

Quando os neutrofilos sdo ativados com PMA ou fMLP, observa-se a
fosforilagdo de p47phox no citosol € na membrana, que ¢ inibida por inibidores de
PKC, mas, em contraste, quando hé ativacdo por GM-CSF a fosforilagdo parcial desse
componente ndo ¢ inibida por inibidores de PKC, e sim por inibidores de tirosina
cinases e IP3 cinases. Isto sugere que a fosforilagcdo de p47phox pode ser controlada por
varias vias de sinalizacdo e que muitas proteinas cinases podem participar deste
processo [43]. Além disso, p67phox, p40phox e p22phox sdo fosforidadas por vias
dependentes de PKC [76-78].
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1.8.5. A via das MAPcinases € 0 PMA

As cascatas das mitogen-activated proteins kinase (MAPKs) sdo organizadas
por uma sinalizacdo que envolve trés proteinas cinases: uma MAP cinase cinase cinase
(MKKK), uma MAP cinase cinase (MKK) e uma MAPcinase. A ativagdo desta cascata
leva a expressdo de fatores de transcri¢do, regulando a atividade transcricional de varios
genes envolvidos na proliferacdo, regulagao do ciclo celular, diferenciagdao e apoptose.
As trés subfamilias mais bem caracterizadas das MAPKs sdo: p42/p44MAPK
(ERK1/2), p38MAPK e JNK [79].

Estudos com fMLP e PAF sugerem que a ativacdo de MAPK ¢ através de Ras,
MKKK(Raf) e MEKK1, por ativagdo de um receptor de membrana acoplado a proteina
G. Entdo ocorre a geragdo de pequenas moléculas que agem como segundos
mensageiros € podem regular uma rede altamente interconectada de cinases, do
receptor de membrana ao nucleo [80].

Existem relatos de que PKC a, B e y ativadas estimulam Ras, que ativam
dowstream Rafl e MEK1. Além disso, o PMA mostrou induzir parcialmente a ativagao
de p38MAPK na liberacio de superoxido, indicando também que mecanismos
independentes da ativagdo de p38MAPK podem mediar a liberagdo de ROS [81].
p38MAPK fosforila p47 e p67phox, durante a montagem do complexo NADPH
oxidase, ocasionando a produg¢do de ROS. A ativacdo de p38MAPK também induz
quimiotaxia e adesdo de neutrofilos, devido a ativagdo de uma proteina cinase 2 ativada
por MAPK (MAPKAPK-2), que modula a polimerizagdo de actina [81], conforme
figura 9.

P42 MAPK fosforila diretamente PLA; citosolica, permitindo a liberagdo de
acido aracdonico para a sintese de prostaglandinas e leucotrienos. A ativagao de PLA;
também induziu um aumento da produgcdo de ROS apods ativagdo com PMA.
Demonstrou-se ainda que o PMA induziu a translocacdo de PLC do citosol para as
fragdes de membrana apos sua fosforilagdo por ERK, por um mecanismo dependente de
PKC. Por ultimo, se verificou neste trabalho que ERKs podem ser ativadas por Ras e
Raf-1 independentemente de PKC [82]. A ativagdo de MEKK, MEK e andlogos pode
ocorrer depois da ativacdo de PLC, PLD e PKC, ou alternativamente serem ativadas em
paralelo aos mecanismos iniciais de ativagdo. A localizacdo de PKC, PLA,, PLC e PLD
nas vias de ativacao das MAPK ainda sdo controversas, apesar da fosforilagao direta de

PLA; e PLC por p42MAPK [83].
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Figura 9. Vias de ativagdo das MAP cinases por PMA, PAF e fMLP. Setas em
vermelho indicam mecanismos ainda ndo confirmados

1.9. Estratégias de estudo de mecanismos de ativacdo do neutrofilo

Apesar do importante papel do neutréfilo na resposta inflamatoria, observa-se
em algumas situacdes, uma hiperatividade nao controlada que pode levar a sindrome da
resposta inflamatdria sistémica e até mesmo a faléncia multipla dos orgdos, com
elevada taxa de mortalidade. As vias de sinaliza¢do do neutréfilo durante um processo
inflamatorio ainda sdo pouco conhecidas. Existem varios pontos obscuros no
conhecimento dessas vias envolvendo os processos de estimulacdo e ativagdo de
neutréfilos. Ha uma grande dificuldade em se distinguir quais vias sdo ativadas, uma
vez que, fisiologicamente, varias citocinas, formilpeptideos e outras moléculas estdo
envolvidas ao mesmo tempo. Além disso, o interrelacionamento dessas vias dificulta o
estudo de todas as funcdes celulares ativadas ou inibidas, durante ativagao.

A estimulagdo in vitro com o PMA, permite que tenhamos uma melhor
compreensdo das vias de sinalizacdo desencadeadas pela ativacdo das diversas

isoformas de PKC, minimizando a interferéncia de outros agentes ativadores. A
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abordagem protedmica permite a comparacdo simultdnea de um grande numero de
proteinas, eliminando influéncias da variabilidade de expressdo observada entre
diferentes individuos e permite localizar proteinas diferencialmente expressas, bem

como marcadores moleculares potencialmente aplicdveis a métodos diagndsticos.

1.10. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma tecnologia, baseada no emprego de radiagdo laser,
fluxo hidrodinamico, o6tica, substancias fluorescentes (fluorocromos) e recursos de
informadtica, utilizada para determinar algumas caracteristicas estruturais e funcionais
de particulas biologicas. Essas particulas biologicas entendem-se como varios tipos de
células, protozoarios, bactérias etc. Esta tecnologia ¢ usada para determinar os
componentes e propriedades de células e organelas celulares que fluem em uma
suspensao celular. Os citometros de fluxo t€ém como principio bésico aspirar células ou
particulas de uma suspensdo previamente preparada e forca-las a passar por uma
camara especial (flow cell) que faz com que as células fiquem envolvidas e
centralizadas num fluxo continuo de liquido (sheath fluid) ¢ saiam desta cAmara uma
atras da outra de modo que uma unica célula seja interceptada pelo laser. Uma vez
interceptada pelo laser, dois tipos de fendomenos fisicos ocorrem e fornecem
informagdes acerca da célula.

Primeiro, uma parte da luz ¢ espalhada (scatter) de acordo com as
caracteristicas morfologicas e estruturais da célula. O Forward Scatter Cell (FSC —
célula de leitura de espalhamento frontal) se relaciona com o tamanho e o Side Scatter
Cell (SSC — célula de leitura de espalhamento lateral) com a granularidade da célula ou
particula.

Segundo, as células previamente coradas com fluorocromos, uma vez excitadas
pelo laser, emitem luz de acordo com suas caracteristicas fluorescentes e sdo utilizadas
para se examinar aspectos bioquimicos, biofisicos € moleculares das células. Uma série
de lentes colocadas proximas desta zona de interceptacdo (célula-laser) coletam a luz
emitida e enviam-na para tubos fotomultiplicadores (TFMs) que convertem o sinal
luminoso em pulsos elétricos, os quais sdo proporcionais a quantidade de luz dispersa

(FSC e SSC) ou fluorescente captada pelos TFMs.
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O fotodiodo de detec¢ao do FSC se localiza na mesma dire¢do da incidéncia do
laser, e define o tamanho celular pela quantidade de luz que tangencia a célula e chega
ao detector. J& a granularidade ¢ medida pela dispersao da luz que incide sobre a célula.
O detector fica situado perpendicularmente (side) a dire¢do de incidéncia do laser e

capta os feixes desviados , conforme a figura abaixo [84].
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Figura 10. Analise das caracteristicas fisicas das células — tamanho e complexidade
interna (granulosidade). FSC ¢ medido em fun¢do da captag¢do dos sinais luminosos do
laser que tangenciam a célula e SSC ¢ medido pela dispersdo do laser incidente

Para a sele¢do e captacdo dos sinais luminosos, filtros 6ticos sdo usados para
bloquear determinados comprimentos de onda da luz incidente e deixar passar somente
a luz de comprimento de onda desejado. Eles sdo colocados em canais, direcionando a
luz para os sensores TFM. Os filtros mais comumente usados sdo os de 488nm, que
selecionam a luz azul, 530nm para detectar a fluorescéncia verde, 670 e 580 para filtrar
as luzes vermelha e amarela respectivamente. Os sinais elétricos gerados pelos TFMs
sdao amplificados, convertidos para a forma digital e enviados para um computador. A
amostragem dos dados, as analises e a interpretagdo podem, entdo, ser realizadas
através de softwares especificos. Cinco parametros sao considerados basicos e podem
ser medidos simultaneamente, sdo eles: tamanho celular (FS); granularidade interna das
células (SS); fluorescéncia verde; fluorescéncia amarela; Fluorescéncia vermelha [85].
Existem aparelhos mais sofisticados com maior numero de canais para a deteccdo de
varios comprimentos de onda, para os mais variados fluorocromos.

Além de analisar células, alguns citdmetros de fluxo tém a propriedade de separar
uma populagdo celular de acordo com pardmetros pré-estabelecidos. A separacdo de
células (sorting) pode ser baseada nas propriedades funcionais, bioquimicas ou
morfoldgicas das células. As mesmas nao sofrem qualquer dano durante o processo ¢ a

populagdo obtida pode ser posteriormente utilizada em qualquer outro ensaio
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experimental in vitro ou in vivo, ja que todo o processo pode ser feito sob condigdes

estéreis [85].
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Figura 11. Estrutura basica de um citometro de fluxo. As células passam por uma
camara de fluxo, onde ha a incidéncia de um laser. A fluorescéncia emitida é captada e
posteriormente selecionada por vérios filtros 6ticos, de acordo com o comprimento de
onda de emissdo de varios fluorocromos. O tamanho celular ¢ medido pela refragdo da
célula ao passar pela cadmara de fluxo. Uma etapa de separagao dos tipos celulares pode
ser feita apds a incidéncia do laser.

Este método permite avaliar as capacidades funcionais do neutréfilo, tendo
como vantagens a necessidade de pequena quantidade celular para analise e a redugdo
de interferéncias dos artefatos produzidos por métodos de purificacdo. Além disso, com
o surgimento de novos fluorocromos ¢ possivel analisar simultaneamente varios
parametros da mesma populacgdo celular. [86]

A ativacdo do neutrofilo “in vitro” com PMA, induz a montagem do complexo
NADPHoxidase e consequentemente, uma intensa produ¢do de radicais livres, que
podem ser convertidos a peroxido de hidrogénio pela a¢do da superdxido dismutase

(SOD). O;" + 0"+ 2H" —(SOD)—> H,0, + O

33



A dihidrorodamina 123 (DHR) reage especificamente com H,O, produzindo o
fluoréforo, rodamina 123 [87], que ¢ detectado no canal FL1 do citometro de fluxo
utilizado.

Niwa e colaboradores (1996) mostraram que PKC ativada por PMA e tirosina
cinase (TK) induzem um aumento na atividade da SOD [88], e consequentemente

induzem a explosdo respiratoria em neutrofilos.

Figura 12 . Estrutura molecular da DHR1,2,3. Aexcitagdo=488nm, Aemissdao= 525nm

Neste trabalho, a dihidrorodamina 1,2,3, foi utilizada como marcador para se
avaliar a producdo de peroxido de hidrogénio intracelular pelo neutrofilo. Desta
maneira, podemos ter uma estimativa da producdo de radicais livres, da ativacdo da
NADPHoxidase e do burst respiratorio celular, nos estados quiescente e ativado “in
vitro”.

Para se verificar a porcentagem de células vivas apds a separagdo e a ativacao
“in vitro” com PMA, foi utilizado o iodeto de propidio, um marcador de alta massa

molecular que se liga ao DNA das células mortas que ainda estejam integras [89].
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Figura 13. Molécula de Iodeto de Propidio Aexcitacdo= 536nm, Aemissdo=623nm
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1.11. Protedmica

A protedmica pode ser entendida como a andlise, em larga escala, do conjunto
de proteinas expressas a partir do genoma de um organismo ou célula, em um dado
sistema bioldgico. Ao contrario do genoma, que tem carater permanente € invariavel, o
proteoma ¢ extremamente dindmico, dependendo do estidgio de desenvolvimento e
diferenciagdo, assim como das condi¢des temporais e especificas do ambiente.

A compreensdo dos estudos gendmicos ndo pode ser restrita a andlise do DNA e
do mRNA, pois o nivel d¢ mRNA ndo permite que se faca o progndstico do nivel de
expressdo protéica, uma vez que a fungdo protéica ¢ controlada por muitas
modifica¢des pos-traducionais. Além disso, a maturagdo e a degradagdo protéica sdo
processos variaveis que alteram dramaticamente a quantidade final da proteina ativa,
independentemente do nivel de mRNA [90].

A analise protedOmica permite saber se um produto génico estd sendo expresso,
a concentragdo relativa deste produto e as modificacdes pds-traducionais que podem
ocorrer nestas proteinas. Além disso, o proteoma pode mostrar como 0s processos
metabolicos, regulatorios e de sinalizacdo se tornam disfuncionais em dados estados
patologicos e como podem ser manipulados na busca por solugdes terapéuticas [91].

O estudo protedmico divide-se basicamente em duas etapas: a primeira consiste
na separagdo das proteinas a partir de um extrato celular, baseando-se em propriedades
intrinsecas de cada proteina como o peso molecular e o estado de suas cargas; ¢ a

segunda na identificagdo de cada proteina usando técnicas de espectrometria de massa.

1.11.1. Eletroforese Bidimensional

O método mais comumente aplicado para analisar o estado de expressdo da
maioria das proteinas de uma célula ¢ baseado na eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE) . Nessa técnica, as células e organelas devem ser
completamente lisadas e os seus contetidos solubilizados para obten¢do de um extrato
representativo de proteinas.[90]

Em uma primeira dimensdo, as proteinas sdo separadas pela sua capacidade de

protonagdo, em intervalos definidos de pH, através de seu ponto isoelétrico (pl), numa
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fase chamada isoeletrofocalizacdo (IEF). Em seguida, as proteinas sdo submetidas a
uma segunda separacdo em um gel desnaturante de poliacrilamida com
sodiododecilsulfato (SDS), de acordo com suas massas moleculares. Por ultimo os géis
sdo corados, utilizando um método que detecte a maioria das proteinas separadas e

permita quantificagdo e compatibilizacdo com as proximas etapas. [90]

1.11.2. Analise de Imagens

Este tipo de analise ¢ muito util para se comparar cada proteina ou conjunto de
proteinas (Spots) visualizadas em varios géis. Existem alguns programas de
computagio, como o Image Master Platinum GE®, que agrupa os géis de acordo com a
condi¢do experimental, por exemplo, antes e ap6s um estimulo, e depois se faz um
pareamento entre os géis de cada condigdo e entre os géis representativos das duas
condicgoes.

Essa ferramenta também permite a quantificacdo de cada spot, gerando dados de
proteinas diferencialmente expressas em cada condicdo e de proteinas ausentes ou

presentes em apenas uma das condi¢des estudadas.

1.11.3. Espectrometria de massa

Os spots, visualizados pela coloracdo, num gel 2D-PAGE, sdo cortados e
digeridos, geralmente pela enzima tripsina, originando peptideos que se ionizam em
um espectrometro de massa (MALDI — matrix-assisted laser desorption ionization).
A ionizagao por MALDI usa pulsos de laser os quais excitam uma matriz que &,
adsorvida aos peptideos das proteinas digeridas. A matriz adsorvida aos peptideos ¢
convertida em uma fase gasosa contendo ions, o que induz a ionizagdo dos peptideos.
Esses ions sd3o entdo acelerados em um campo elétrico, para serem posteriormente
detectados. O tipo de analise chamado TOF (time of flight) mede a razdo massa/carga
de um ion peptidico de acordo com o tempo que ele percorre uma regido livre de
campo elétrico até o detector[92].

Depois dessa etapa, segue-se a andlise da impressdo digital de fragmentos

peptidicos (peptide mass fingerprinting). Uma série de massas de peptideos, obtidas por
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analise de espectrometria de massa, pode servir como uma impressao digital, pois o
digesto triptico ¢ especifico para cada proteina [90]. Portanto, uma série de massas
determinadas a partir de MALDI-TOF ¢ comparada com aquelas calculadas a partir da
digestdo tedrica de seqiliéncias existentes em bancos de dados disponiveis na Internet,
levando a identificacdo da proteina. Tal identificacdo pode ainda ser aperfeicoada
acrescentando-se ao conjunto de massas de peptideos, fragmentos de seqiiéncia obtidos
através de sequence tags (pedacos de seqiiéncias), o que permite a identificacdo com

apenas um fragmento, ou ainda outros dados obtidos na eletroforese como pl e massa

molecular aproximada da proteina estudada.

1.11.4. Analise Prote6mica de Neutr6filos

A andlise protedmica de leucdcitos tem contribuido para mapear o perfil
protéico de células inflamatérias, colaborando no entendimento dos mecanismos
envolvidos na funcdo leucocitdria. A descoberta de novas proteinas e a expressao
diferencial protéica pode esclarecer mecanismos e vias de sinalizacdo envolvidas nos
processos inflamatodrios, possibilitando o desenvolvimento de novos farmacos e de
marcadores moleculares para o acompanhamento e diagnostico de doengas.[93]

Em 2005, Lominadze, et all, publicaram um extenso trabalho de andlise
protedmica de granulos de neutréfilos, em que 286 proteinas, pertencentes a trés tipos
de granulos, foram identificadas. Esses resultados contribuiram para um melhor
entendimento da localizacao das proteinas luminais e de membranas em cada tipo de
granulo. Porém, os mecanismos moleculares que controlam a exocitose e a fusdo
homotipica ou heterotipica dos granulos ainda sdo pouco conhecidos.

Os mapas bidimensionais de neutrofilos também tém sido uma ferramenta
valiosa para a descoberta de proteinas diferencialmente expressas em pacientes com
neutropenia severa cronica [94] e na doenca de Behget [95].

Alguns experimentos realizados em polimorfonucleares humanos ativados com
LPS envolvendo Transcriptomica e Protedmica também ja foram descritos. Nesses
estudos, verificou-se um aumento na expressdo de reguladores inflamatorios e uma
baixa correlacdo com os respectivos mRNAs [96]. Um outro estudo de transcriptomica
nas fases da diferenciacdo granulocitica, utilizando técnicas de microarray, ja

identificaram mais de 11310 genes envolvidos na diferenciacdo, dos quais 6700 foram
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diferencialmente regulados, incluindo proteinas efetoras ainda ndo identificadas e
receptores de superficie de neutrofilos [97].

O mapa protedmico de ratos, publicado por Piubeli em 2002, mostrou a
identificacdo de 52 proteinas e apresentou géis de boa qualidade, porém com a presenca
de poucos spots. Provavelmente devido a utilizagdo de um método de coloragdo sem a
presenga de prata, mas que favorece a identificagdo por espectrometria de massa [98].

Estudos mais recentes, descrevem a primeira publicagdo de associagdo de um
gel 2D com um banco de dados de proteinas identificadas do neutréfilo humano [99]. O
estabelecimento de uma referéncia pode contribuir para estudos de comparagdo entre os
estados de ativagdo destes granuldcitos, como o realizado neste trabalho, levando a
identificacao de marcadores diagnostico ou alvos terapéuticos para um melhor controle

das fun¢des do neutrofilo.
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

2.1. Objetivo Geral

» Estudo inicial das vias de sinaliza¢do desencadeadas pelo PMA, associando
a identificagdo de proteinas do neutrofilo com o objetivo de esclarecer vias

metabolicas ainda pouco conhecidas.

2.2. Objetivos Especificos

» Padronizagdo da técnica de purificacio de neutrofilos utilizando um
gradiente de percoll (Amersham Biosciences).

» Elaboragdao dos mapas protedomicos acidos bidimensionais de neutrofilos
humanos ndo ativados e ativados com PMA.

» Analise de imagens dos géis bidimensionais, utilizando o programa Image
Master Platinum versdo 6.0 (Amersham Biosciences) para se verificar as
variagoes de expressao das proteinas.

» ldentificag@o inicial dos spots protéicos dos géis 2D por espectrometria de

massa.

A consecugdo desses objetivos podera permitir comparagdes entre as
duas condigdes estudadas, sendo possivel estabelecer as semelhancas e
diferencas em relagdo as proteinas expressas, que poderdo contribuir para a
identificagdo de marcadores moleculares ou alvos farmacoldgicos, uteis no

desenvolvimento de terapias relacionadas a disfungdes inflamatorias.
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3. METODOLOGIA

3.1. Fluxograma geral dos procedimentos:

| Individuos Higidos

!

‘ Coleta de sangue

!

Separacao de neutréfios usando Percoll

!

Ativagao “in vitro” com PMA

Citometria de Fluxo

il i

Lise celular

; Dosagem de Proteinas
Granulosidade, tamanho
e viabilidade celular (Pl), ﬂ
producao de radicais ‘ Eletroforese Bidimensional
livres (DHR).

!

| Coloracao dos géis com prata

!

| Digitalizacao e secagem dos géis

!

‘ Analise de imagens

!

‘ Pareamento e analise estatistica

!

‘ Digestao de spots e identificacao de proteinas
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3.2. Coleta de sangue

Foram colhidos 15mL de sangue de trés individuos doadores voluntarios, sem
historico de doencas cronicas, alérgicas e infectocontagiosas e que ndo faziam uso de
medicamentos. A heparina foi utilizada como anticoagulante na concentracdo de
SUI/mL de sangue.

A coleta foi realizada lentamente em seringa plastica heparinizada, a fim de se
evitar ativacdo celular pela turbuléncia do fluxo. Entdo se homogeneizou a amostra
levemente e foram adicionados trés mililitros de sangue diretamente sobre o gradiente

de percoll previamente preparado, como descrito a seguir.

3.3. Separacio de neutrofilos

Foi preparado um gradiente de percoll (Amersham Biosciences) com o objetivo
de purificar neutréfilos, através de sua densidade, a partir de sangue venoso periférico
heparinizado. O Percoll é composto de particulas de silica inerte, ndo tdxicas, que nao
aderem a membranas, sendo ideal para purificacdo de células e organelas [100]. O
gradiente foi composto por solugdes a 60% e a 70% de percoll, diluido em solugdo
balanceada de sais (HBSS). As solugdes do gradiente foram preparadas conforme a

tabela:

Tabela 1: Reagentes e solu¢des para a montagem do gradiente de percoll.

Reagentes 60%(3mL) | 70%(3mL)
Percoll 100% dens:1,130g/mL 1800 pL 2100puL
HBSS (solugéo balanceada de|990 pL 645uL
sais)1X
HBSS (solugéo balanceada de|210uL 255uL
sais) 10X

Solu¢ao de HBSS pH 7,2-7,4:
Cloreto de potassio 0,4g/L
Fosfato de potassio monobasico 0,06g/L
NaCl 8g/L
Fosfato de sodio dibésico 0,048g/L
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d-glicose 1g/L
Vermelho de fenol 11mgL
Bicarbonato de sodio 0,35g/L

Durante a montagem de um gradiente, adicionou-se lentamente 3mL da solucao
de percoll 70% ao fundo de um tubo falcon de 15mL, que ja continha 3mL da solugdo
de percoll a 60%. Em seguida, 3mL de sangue heparinizado foram colocados
cuidadosamente por cima da montagem e centrifugados a 400g, por 35minutos, a 22°C,
em centrifuga de cagamba modvel Hitashi-Himac SCR, com aceleragdo/desaceleracdo
lenta, igual a dois. Apds a centrifugacdo, obteve-se um halo de neutrdfilos situado entre
os gradientes de 60% e 70% de percoll, que foi coletado para um novo tubo. As
hemacias sedimentaram no fundo do tubo e o plasma, juntamente com as plaquetas e os
demais leucdcitos, permaneceram na por¢ao superior do gradiente

A fracdo do plasma foi desprezada e o halo de neutrofilos foi retirado
diretamente com uma pipeta. As células recolhidas foram lavadas duas vezes com
10mL de HBSS para a retirada de resquicios de percoll e as hemacias residuais foram
lisadas com 3mL de 4gua milliQ durante 15 segundos. A osmolaridade foi restaurada
apos esse tempo, por adicdo de 9mL de NaCl 1,2%. Ao final, obteve-se um pellet de
neutrofilos que foi ressuspenso em 500ul. de PBS com célcio e magnésio. Uma
aliquota de 100pL(contendo em média 2 x 10°células) desta amostra foi separada para
as analises de citometria de fluxo, viabilidade celular, pureza e rendimento da
separacao.

A pureza foi verificada por contagem diferencial de leucocitos em lamina
corada com Wright e por citometria de fluxo através dos parametros intrinsecos:
tamanho e granulosidade celular. Contaram-se 100 células visualizadas no esfregaco e
depois se verificou a porcentagem referente a neutrofilos. A contagem foi realizada em

triplicata e uma média das trés contagens foi considerada
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Figura 14. Exemplo de lamina corada com Wright obtida para a contagem diferencial.
Aumento 100x

A viabilidade foi verificada pela citometria de fluxo, utilizando o iodeto de
propidio e em cadmara de Neubauer utilizando nigrosina 0,05%, como corante de
exclusdo (figura 15). Foram pipetados 5 uL da aliquota de suspensdo de células para
20uL de solugdo de nigrosina 0,05% diluida em PBS pH 7,2. Homogeneizou-se a
suspensdo, que foi adicionada a uma camara de Neubauer até o completo
preenchimento de um campo de leitura. As células que apresentavam o interior corado
de preto foram consideradas mortas e as cé¢lulas ndo coradas foram consideradas vivas
(figura 15). Um total de 100 células foram contadas e a porcentagem de cé¢lulas vivas
foi calculada. Esta analise foi realizada em triplicata e o resultado final foi uma média

das trés contagens.
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Figura 15. Campo visualizado durante a contagem de células coradas com nigrosina
0,05% Aumento de 40X

O rendimento da separacdo foi determinado em hemocitdmetro, diluindo-se 10uL
da aliquota de células em 50uL de liquido de Turck. Esta suspensdo foi homogeneizada
e adicionada a camara de Neubauer até o preenchimento do campo de leitura. O niimero

de células presentes em cada regido L do campo foi contado.

'
1 |
A

i |
E l 13 A B

cubraphjatas

Figura 16. (A) Camara de Neubauer com um campo de leitura e (B) com dois campos
de leitura, (C) mostra a profundidade da cdmara, de 0,1mm.

A area de cada quadrado L é de Imm’, como mostra a figura 16. A
S58profundidade da camara ¢ de 0,lmm. Logo ao contar quatro areas L, estamos
contando o niimero de células presentes em 0,4mm”, que corresponde ao nimero de

células em 0,4uL. Entdo se multiplicou por 2,5 para saber o numero de células por pL,
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além de multiplicar pelo fator de dilui¢do 6 vezes (10uL células : 50 puL solugdo de

Turck).
Célculo: 2,5 x 6 x (L1+L2+L3+L4) = numero de células / uL

Figura 17.Visualizagdo de neutr6filos em Hemocitometro, para contagem do numero
de células. Aumento de 40X.

Apbs a otimizacdo da técnica, foram necessarios 12 mL de sangue de cada
individuo,em média, para se obter a quantidade de 2.10” células, necesséria para analise

protedmica.

3.4. Ativacao celular

As células purificadas de cada individuo foram divididas igualmente em dois
grupos: um denominado Normal, que serviu como controle de ndo ativagdo e o segundo
classificado como PMA, que passou por ativagdo “in vitro” com PMA 100ng/mL. Foi
retirada uma aliquota de 8.10* células para as as analises de citometria de fluxo.

55 uL de PMA Ing/uL foram adicionados & 495 pL da suspensio de células (10

células) em PBS, e 55 pL de PBS foram adicionados a outra suspensdo de células (10
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celulas) também em 495 pL. de PBS (controle ndo-ativado). Os dois eppendorfs

permaneceram por 30 minutos sob leve homogeneizacao, a 25°C.

3.5. Citometria de fluxo

Apos a ativacdo celular “in vitro” com PMA 100ng/mL as andlises citométricas
foram realizadas.

Dezoito microlitros de DHR 250uM foram adicionados a 250 pL de suspensao
de células (2 .10%) em PBS (controle negativo) e a 250 uL de suspensdo de células
ativadas com PMA 100ng/mL, e incubados por 30 minutos. Em seguida, realizou-se a
aquisi¢do celular de 10.000 eventos no aparelho CyFlow Space (Partec) e foi feita uma
andlise inicial utilizando os parametros intrinsecos celulares: tamanho e granulosidade,
para se verificar a pureza da separagdo e o aspecto morfoldgico do neutrofilo.

A explosdo respiratéria celular também foi analisada através da reacdo do
peréxido de hidrogénio com o fluorocromo DHR1,2,3. A fluorescéncia foi lida a
530nm no canal FL1. Utilizou-se laser de ion argénio, com emissao no comprimento de
onda de 488nm, muito utilizado para a excitacdo de varios fluorocromos, como as
rodaminas, brometo de etideo, iodeto de propideo, FITC etc.

A uma outra aliquota de um mililitro de suspensao celular (2 .10%) ndo ativada
acrescentou-se um microlitro de PI Img/mL e incubou-se por cinco minutos no gelo.
Depois foi feita a aquisicao de 10.000 células para a analise da viabilidade celular. A
fluorescéncia foi lida a 623 nm, no canal FL2. O mesmo procedimento foi repetido para

uma outra suspensao de neutroéfilos ativados por 30 minutos com PMA.

3.6. Lise celular

Apbs ativagdo celular com PMA 100ng/mL e a incubacdo por 30 minutos, os
dois ependorfs, referentes aos grupos Normal ¢ PMA foram centrifugados e
descartamos os sobrenadantes. Acrescentou-se 450 pL de tampao de lise (uréia 7M,

tiouréia 2M, pharmalyte pH4-7 0,5%, triton X-100 1%, inibidores de protease 1% e
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nuclease 1%) ao pellet de neutrofilos obtido em cada tubo. Entdo as amostras passaram
por agitacdo em voértex durante 5 minutos e incubou-se por 30 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo. Por ultimo, foram adicionados 50 pL. de DTT 0,Img/uL e 3 pL
de EDTA 0,16M a cada amostra, novamente agitados sob vortex por cinco minutos e
incubados sob agitacdo, por uma hora e meia.

O tampao de lise ¢ uma solucdo usada para promover lise celular e o rompimento de
organelas, além de solubilizar grande parte das proteinas. Os inibidores de protease
também sdo importantes para se evitar a degradagdo de proteinas por proteases. O pré-
tratamento das amostras com tampao de lise envolve também o rompimento de
agregados protéicos promovidos por lipidios de membrana pouco soluveis, a
desnaturagdo protéica e a quebra de interacdes moleculares entre as proteinas.[101,

102]

3.7. Dosagem de Proteinas das Amostras

Apo6s obtengdo dos extratos protéicos dos grupos controle e ativado com PMA
de cada individuo, realizou-se a dosagem de proteinas pelo método descrito por
Bradford [103]. Foi feita uma curva de calibragdo com albumina bovina no mesmo
tampao de lise, apresentando coeficiente R acima de 0,99. Cada amostra foi dosada em
triplicata e se calculou o volume a ser retirado de cada eppendorf para que se obtivesse
50 pg de proteinas. Completou-se o volume para 350uL com solugdo de lise (uréia 7M,
tiouréia 2M, DTT 1% pharmalyte pH4-7 0,5%, triton X-100 1%, inibidores de protease
1%).

3.8. Focalizacao Isoelétrica (IEF ou 1* Dimensao):

Foram focalizados juntos, um strip da amostra Normal ¢ um strip da amostra
PMA, de um mesmo individuo. Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada
individuo. O protocolo de isoeletrofocaliza¢do utilizado foi o mesmo para todas as

amostras.
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Cinqilienta microgramas de proteinas foram aplicadas num sarcofago
(canaleta de ceramica contendo poélos positivo e negativo), seguindo-se a sobreposi¢cao
de gel em forma de strip, com 18 cm de comprimento, 0,3 cm de largura, e intervalo de
pH de 4 a 7 (Immobiline DryStrip, Amersham Biosciences, UK). Sobre essa disposi¢do
foram colocados 400 pl de 6leo mineral (PlusOne), para se evitar o ressecamento do
strip durante o processo. Em seguida, os sarcofagos foram submetidos a IEF no
instrumento IPG-Phor II (Amersham Biosciences, UK). Nesse aparelho, as amostras
passaram por uma etapa de reidratacdo de 12 horas e depois se iniciaram as etapas de
focalizagdo: uma, em gradiente crescente até 500 V por 500 Vh; outra, em gradiente
crescente até 3500 V por 3500 Vh, e a tultima, constante de 8000 V por 40000 Vh.
Durante a hidrata¢do e a focalizagdo as amostras foram mantidas a 20°C, e a corrente

limite a que ficaram submetidas foi de 75 pA por strip.

3.9. Etapa de Equilibrio:

Com o término da etapa da focalizagdo isoelétrica, os strips foram
retirados do IPG-Phorll e imersos em 5 ml de solucao de equilibrio (uréia 6M, SDS
10%, glicerol, TRIS 1,5 M pH 8,8), com DDT 1%, agente redutor de pontes dissulfeto,
onde permaneceram por 20 minutos, sob agitacdo leve, a 20 °C. Completado o tempo
de redugdo, transferiram-se os strips para uma solucgdo de equilibrio contendo, além dos
componentes mencionados anteriormente, lodoacetamida 135mM, com o objetivo de

alquilar os grupos -SH reduzidos, também por 20 minutos.

3.10. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE ou 2* Dimensao):

Preparou-se um gel de poliacrilamida 12% entre duas placas de vidro, utilizando
o sistema Protean II (BioRad, Hercules, CA, USA) para todos os géis de 2* dimensdo
desenvolvidos neste trabalho.

O marcador de massa molecular (Amersham Pharmacia- Biotech) ¢ uma mistura

de proteinas de massas moleculares conhecidas, tais como: fosforilase b (94000 Da),
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albumina (67000 Da), ovoalbumina (43000 Da), anidrase carbonica (30000 Da),
inibidor de tripsina (20100 Da), e lactalbumina (14400 Da), adicionado a um pogo ao
lado do strip, na segunda dimensdo, para permitir uma estimativa da massa molecular
das proteinas separadas no gel. Findo o tempo de equilibrio, cada strip foi colocado em
um poco adaptado para encaixa-lo e coberto com agarose morna, misturada ao azul de
bromofenol, com objetivo de fixar o strip no gel de poliacrilamida, apo6s seu
resfriamento.

Em seguida, o gel foi transferido para uma cuba contendo 2 L de tampao de
corrida Tris base 0,55mol/L - Glicina 1,92mol/L pH 8,3. Adaptou-se o gel a uma cuba
superior que foi totalmente preenchida com 500mL do mesmo tampao de corrida,
fechando sua tampa e a conectando a fonte elétrica. Esta estrutura também foi acoplada
a um aparelho de refrigera¢do a base de dgua (Multitemp II Cooling Bath, Amersham
Biosciences), que manteve toda a montagem a uma temperatura constante de 15 °C. A
corrida foi realizada com amperagem de 20mA e a voltagem de 500 V. O azul de
bromofenol foi utilizado como agente visualizador da frente de corrida, durante a

eletroforese.

3.11. Coloracao dos Géis

Os géis foram corados utilizando uma técnica com prata amoniacal em pH
basico, segundo Lansen, et al. [104], que aumenta consideravelmente a sensibilidade na
visualizacdo e na resolucao dos spots.

Apds o término da segunda dimensdo, cada um dos géis foi colocado em uma
cuba plastica contendo a primeira solugdo fixadora com 12% de acido tricloroacético e
50% de metanol, permanecendo em agitagdo por 1 hora.

Em seguida, eles foram transferidos para uma segunda solugdo fixadora (5%
acido acético e 50% etanol), também sob agitacdo constante por 1 hora e lavados duas
vezes com agua, por cinco minutos. Depois os géis foram colocados em uma solugdo de
coloragdo, contendo: 0,89%de AgNOs, 0,3% de NH4OH e 0,08% de NaOH. Ao final
desse tempo, eles foram novamente lavados em agua milli Q por 5 minutos e
mergulhados em 250mL solugdo reveladora, que consistiu de 0,017% de acido citrico e

0,236% de formaldeido P.A. Com a visualizacdo adequada dos spots, retirou-se a
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solu¢do reveladora e a solug¢do de parada da reagdo (30% de etanol, 7% de acido acético
glacial e 2,5% de glicerol 87%) foi acrescentada por 20 minutos. Finalmente, os géis
foram colocados por 1 hora dentro de uma solucao de lavagem e hidratagdo, contendo

30% de etanol 95% e 2,5% de glicerol 87%.

3.12. Digitalizaciio e Secagem dos Géis:

Cada gel teve sua imagem digitalizada ¢ armazenada em computador, por meio
de scanner modelo Image Scan UMAX GE® (USA), com uma resolucio de 300 dpi e
alta nitidez. Foram armazenadas, para todos os géis, imagens coloridas nos formatos
JPG e PSD, e imagens em 256 tons de cinza no formato TIF.

Apds ser digitalizado, cada gel foi colocado entre 2 folhas de celofane
hidratadas em solucdo de 32% de etanol e 1%de glicerol 87%. Apos 48 horas em

camara fria, cada gel foi recortado e guardado em pasta plastica.

3.13. Analise Computacional das Imagens dos Géis:

As imagens dos géis, salvas no formato TIF, foram utilizadas para andlise com
auxilio do software Image Master 2D Platinum versdo 5.0 (Amersham Biosciences)
para iniciar a analise dos géis do grupo Normal e do grupo PMA. Por meio dos recursos
fornecidos por este programa, os spots foram detectados automaticamente em todos os
géis, apos selecdo dos parametros mais adequados para cada gel.

A andlise de imagens compreendeu as seguites etapas:

e Revisao manual da deteccao para incluir spots nao detectados, separar dois
spots juntamente delimitados, eliminar background de coloragéo e artefatos
detectados erroneamente como spots.

e Selegao dos pares de spots marcadores (Landmarks), que foram considerados
pares de referéncia para os pareamentos nas proximas etapas.

e Pareamento automatico de cada gel PMA com o seu controle Normal (ndo

ativado), de cada individuo.(etapa 1)
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e Pareamento automatico de todos os géis da classe Normal com o gel Normal
escolhido como referéncia.(etapa 2)

e Refinamento manual dos pareamentos para se eliminar erros do pareamento

automatico.
Individuo A Individuo B Individuo C
Mormal 14 » PMA 1A Mormal 18 » PMAIE Mormal 12 » PMAIC
Etapa 1
p MNormal 24 , PMAZA Mormal 28 Fhid 26 Mormal 22 , PMAZC
MNormal 34 , PMAZA Mormal 38 FhiA 3B MNormal 3C , PMASC
Referéncia
Mormal 14 \ / Mormal 28
Etapa 2 MNormal 24 ~—,  Normal 3B - MNormal 1C
Referéncia
Mormal 34 _—* *— _ MNormal 2C
Mormal 1B / \ Mormal 3C

Figura 18. Esquema geral do pareamento

Uma vez que todos os géis do grupo Normal foram pareados com os seus
correspondentes no estado ativado; e todos os géis do grupo Normal foram pareados
com um mesmo gel Normal escolhido como referéncia (3B), foi possivel fazer um
alinhamento dos spots para se verificar a presenga de um mesmo spot em todos os géis.

Figura abaixo.
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Mormal 38

Normal 154 ¢ Referancia > r?\)J(c:)rmaI
Etapa 3 / \
l Normal 24 / \A\. Narmal 2C l

PMA 14 l Narmal 3 Narral 10 l FMA 30

Mormal 1B MNormal 3B
PMA 28 l NOrmel 28 meferanda l P& 2C
PMA 34 l l l PMA 1C
PMA 1B S
PMA 2B

Figura 19.Esquema da rede de pareamentos

Para se obter os dados com a porcentagem de volume dos spots presentes ou nao
em cada gel da rede formada foi necessario criar no programa Image Master uma classe
geral, dividida em subclasses que continham um gel do grupo Normal ja pareado com o
seu respectivo gel PMA.

Essa estratégia foi escolhida para a andlise de imagens, devido a sua
possibilidade de identificar a presenca ou auséncia de cada spot em todos os géis, o que
permitird uma comparacdo com dados futuros de variabilidade de expressdo do spot na

populagdo e em outros estados de ativagdo e/ou estimulagao.
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=- ™2 Normal_Phid
=B Vitario-01_10_06
LB Mamal_01_10_06_tam
LR PMA_01_10_06_tam
=™ Witario_07_10_E
B Momal_07_10_06_tam
) Pha_07_10_06_T am
-®# Pedio_11_10
B Momal_11_10_06_tam
LR PMA_REP(11_10_06)_22_11_05
E-®# Pedio_18_10
B MNomal_16_10_06_tam
L.HR PMA_REP_[18_10_06)_24_11_05
E-®#® Pedio_20 10
B Nomal REP_[_16_01_07

# Pha_20 10_06_tam
- B Ales_01_11
B Momal_01_11_06_tam
LR PMA_01_11_05_tam
- B Ales_08_11
R Momal_08_11_08

L.HR PMAIOS_11_0B)_17_01_07
- B Ales_10_11

R Momal_10_11_08

LR PMA_10_11_08
- ™ Vitario_28 09
21 Momal_28_09_06_tam
i PMa_28_09_06_tam

Figura 20.Esquema de divisdo da classe e subclasses criadas durante a andlise de
imagens.

3.13.1. Analise Estatistica

Ainda dentro da classe gerada, obteve-se uma tabela com os dados da
porcentagem de volume de cada spot em cada gel. Este relatorio foi utilizado para
calculos de analise estatistica no programa SPSS® Base 10.0. A distribui¢do gaussiana
dos dados foi verificada considerando os valores de porcentagem de volume dos spots
nos nove géis do grupo Normal e nos nove géis do grupo PMA. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificacdo da distribuicdo gaussiana, levando
em conta os critérios de: média dos spots correspondente a mediana, simetria da curva
de Gauss e propor¢ao altura versus largura da curva. O teste t pareado foi utilizado para
os dados que apresentaram distribui¢cdo normal e o teste de Wilcoxon foi empregado
para os dados ndo paramétricos. O nivel de significancia p<0,05 foi considerado para os

dois testes.
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3.14. Digestao de spots protéicos

Cada spot foi retirado de um gel de neutréfilo nao ativado, cortado em cubos
pequenos, e transferido para um eppendorf de 0,5mL, para a digestdo triptica.
Adicionou-se 50pL de acetonitrila 100%, que foram retirados e descartados.
Novamente foram adicionados 50 pL de acetonitrila 100% e entdo secaram-se 0s spots
em Speed Vac. Depois, os spots passaram por dois ciclos de lavagem com 50uL de
NH4HCO; 100mM, por 10minutos e 50uL de acetonitrila. Os spots secos foram
hidratados em 50 pL de tampao contendo tripsina suina modificada (Promega) 12,5ng/
uL, bicarbonato de amonio 50mM, cloreto de calcio SmM e incubados por 50 minutos
no gelo. Entdo se acrescentou 10uL do mesmo tampao de digestdo sem tripsina e
incubou-se por 37°C overnight.

Os peptideos obtidos foram extraidos com 20 pL. de NH4sHCO; 20mM, e com
agua: acetonitrila: acido acético (50:50:5 v/v/v) em sonicador por vinte minutos.Todo o
sobrenadante foi coletado e secado em Speed Vac. Cada digesto seco foi solubilizado
em 10pL de TFA 0,1% e aderidos em microcolunas de fase reversa Zip Tip (Millipore,
Billerica, MA, USA), ap6s seu equilibrio. A coluna foi entdo lavada por trés vezes com
solu¢do de TFA 0,1% para se retirar o sal da amostra. Logo em seguida, os peptideos
foram eluidos da coluna diretamente para 2 pL da solucdo de matriz acido alfa-ciano-4-

hidroxicinamico 10mg/ml aplicados sobre a placa de ago do espectrometro de massa.

3.15. Espectrometria de massa (MALDI-TOF)

Os espectros peptidicos das amostras foram obtidos em um espectrometro de
massa tipo MALDI-TOF, modelo Reflex IV (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), em
modo positivo e refletor, apds calibracdo externa utilizando uma mistura padrdo de
peptideos, pepmix. Os espectros obtidos foram calibrados internamente com picos
originarios da digestdo de queratina e tripsina e editados manualmente com a selegao de
picos monocarregados e caracteristicos de distribuicao isotopica. A edigdo foi realizada
usando os programas Xmass ¢ Biotools.

As buscas em bancos de dados foram realizadas através do programa MASCOT

(www.matrixscience.com), usando o banco de dados ndo redundante do NCBI,
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National Center for Biotechnology Informmation. Os parametros de busca foram:
tolerancia de desvio de massa molecular entre 50 ¢ 100 ppm, espécie Homo sapiens,
maximo de uma clivagem triptica perdida, carbamidometilagdo como modificacao

constante de cisteinas ¢ oxida¢ao de metionina como modificacao variavel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Coleta de sangue

O sangue foi coletado em seringa plastica, sob fluxo lento de suc¢do para se
evitar a ativacdo dos neutrofilos. Além disso, a concentragdo de heparina usada
(5UI/ml) foi menor que a usual de 25Ul/mL. A baixa concentracdo de heparina ¢é
necessaria para se evitar alguns efeitos deste anticoagulante, como a inibi¢do da adesao
e da degranulacdo, sobretudo que podem ocorrer em concentragdes a partir de 10UI/mL

[105].

4.2. Separacio celular e citometria de fluxo

Tendo em vista as grandes dificuldades de cultura “in vitro” de neutréfilos, sua
facil ativacdo em resposta as manipulagdes e sua curta sobrevivéncia “ex vivo” [106],
foi necessario implementar uma técnica de separacdo celular a partir de sangue venoso
periférico, para viabilizar a utilizagdo destas células logo ap6s a purificacao.

O nosso grupo de pesquisa ja iniciou um trabalho de protedmica de neutréfilos
de pacientes traumatizados, com amostras fornecidas pelo Laboratério de Investigagao
Meédica (LIM-62) da Universidade de Sao Paulo, obtidas através de uma outra técnica
de separagdo celular usando gradiente com Ficoll-Paque Plus e sedimentacdo prévia
com Dextran.. Entretanto, Venaille e colaboradores (1994) compararam estes dois
métodos e verificaram que a utilizagdo de Percoll era a mais adequada para separacao
celular de neutrofilos por causar menor ativagdo celular durante o processo [107].

Inicialmente, nos foi cedido um protocolo de separacio de neutrofilos [108], que
utiliza quatro gradientes de percoll nas concentragdes de 45%, 54%, 63% e 72%
diluidos em HBSS sem célcio e magnésio, pH 7,4. Nos testes iniciais, verificamos que
a contamina¢do com hemadcias permanecia muito grande e para melhorar a separagao
diminuimos a concentra¢do do ultimo gradiente de 72% para 71% e depois para 70%

de percoll.
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Figura 21. Perfil de separagdo de neutrdfilos utilizando quatro gradientes de percoll
diluidos em HBSS, sendo que (A) possui o quarto gradiente na concentragdo de 72% de
percoll, (B) 71% de percoll e (C) 70% de percoll.

Os testes de separacao celular foram acompanhados de andlises de citometria,
para se verificar a pureza da separagdo, a viabilidade celular e a ativacdo nao desejavel
destas células durante o processo de purificacdo. A pureza e viabilidade também foram
confirmadas por contagem diferencial de neutr6filos em esfregaco corado com Wright e

pelo teste de exclusdo de nigrosina 0,05% em hemocitometro, respectivamente.
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Figura 22. Tamanho e granulosidade celular de sangue, sedimentado por 30 minutos
(A) e dos granulécitos separados por gradiente de percoll (B). Em 1 temos hemacias e
debris, em 2 mononucleares e em 3 granuldcitos
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Foram feitos vérios testes de otimizacdo deste protocolo, incluindo a lise de
hemacias residuais com agua, cloreto de amoénio 0,144M e solugdo de lise
BD®.Verificamos que a lise com 4gua por 15 segundos, com solu¢io BD® e com
cloreto de amonio 0,144M por 2 minutos, apresentaram a mesma eficiéncia em lisar
eritrocitos. Porém, na analise de viabilidade por exclusdo de nigrosina, percebemos que
a lise com cloreto de amonio causava uma discreta diminui¢ao para 95% na viabilidade
destas células, comparada com as lises com agua (97% de viabilidade) e solucdo BD
(96% de viabilidade). Além disso, a lise de hemacias com solugio BD® induziu uma
ativacao de 9,46% da populacdo de neutréfilos. Esta ativagdo foi verificada através da
oxidacdo da DHR 1,2,3, pelo peréxido de hidrogénio produzido apds inducido da

explosdo respiratoria no neutréfilo, conforme figura abaixo.

0.0% 0.0%

1023
1023

.0%

FL1-H
FL1-HO

o
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FSC-H FSC-H

Agua BD

0

Figura 23. Tamanho celular por intensidade de fluorescéncia da DHR no canal FL1.
celulas lisadas com agua por 15 segundos e lise com solugio de lise BD®

Entdo optamos por fazer a lise de eritrocitos com 3mL de dgua miliQ, durante
15 segundos e reconstituicdo da osmolaridade para 0,9% com 9mL de salina 1,2%.
Também foi verificado que este tempo de 15 segundos de lise com agua poderia ser
estendido até no maximo 30 segundos, a fim de ndo comprometer a viabilidade,
granulosidade e tamanho celular (dados ndo mostrados).

Devido a um grande dispéndio de tempo e maior quantidade de reagentes gastos
para a montagem dos quatro gradientes descritos acima, um novo protocolo foi testado
utilizando apenas dois gradientes de percol diluidos em HBSS nas concentragdes de 60

e 70%.
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Posteriormente também foi testado um terceiro protocolo [100], que utilizava
também dois gradientes de percoll, 58% e 69%, ¢ solucdao 0,15M NaCl como diluente
do percoll. Observamos que a utilizacdo de dois gradientes ao invés de quatro, nao
alterou o rendimento da separa¢do e ndo aumentou a contamina¢do com hemacias ou
outros leucdcitos, além de ter facilitado a etapa de preparo do gradiente e diminuido o
gasto de reagentes. Quanto ao uso de salina 0,15M ou HBSS na montagem dos
gradientes, verificamos que ndo havia mudancas na granulosidade, tamanho,
viabilidade ou estado basal de producdo de perdxido de hidrogénio, para qualquer uma

das duas solugdes usadas (dados ndo mostrados).
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Figura 24. Perfil da separacdo de neutrofilos utilizando dois gradientes, nas
concentragdes de 58% e 69% de percoll, diluidos em NaCl 0,15M.

Neste trabalho, utilizamos dois gradientes de percoll, 60% e 70%, diluido em
HBSS, lise com agua por 15 segundos e ressuspensdo das células em PBS com célcio e
magnésio. A pureza obtida em cada separacdo ndo foi inferior a 97% de neutroéfilos,
avaliada por citometria de fluxo e por contagem diferencial em lamina. O principal
contaminante encontrado apos a lise de hemacias foi o eosinofilo, ja que este tipo
celular possui tamanho, granulosidade e densidade muito proximos aos do neutréfilo
[109]. Contudo, individuos sadios t€ém uma porcentagem de eosindfilos (2-3%) no
sangue total bem menor que a de neutrofilos (50-60%), o que contribui para a
diminuicdo da porcentagem de contaminagdao. J& os linfocitos sdo os menores
leucocitos sanguineos e também possuem a menor densidade, por isso, permanecem no

plasma juntamente com as plaquetas ap6s a centrifugagdo do gradiente.
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Tabela 2: Leucdcitos e as densidades celulares correspondentes

Tipo celular | Densidade (g/mL)
Linf6cito 1,065
granulocitos 1,075 - 1,080
Ref [109]

A quantidade de células obtida por mililitro de sangue purificado mostrou ser
variavel de individuo para individuo. Isto pode ser devido a caracteristicas particulares,
como: os habitos alimentares, idade, sexo, atividades didrias, condi¢des psicologicas,
etc. Obtivemos, em média, 1,5 - 2.10° neutrofilos por cada mililitro de sangue total. O
valor de referéncia estimado de um adulto saudavel ¢ de 2,4.10° a 6.10° por mililitro de
sangue. Ou seja, obtivemos uma recuperagdao de 34 a 63% do total de neutrofilos
presentes no sangue total. 2.10” células de cada individuo foram utilizadas para o

controle Normal e para a ativagdo “in vitro” com PMA.

4.3. Ativacao in vitro

Realizamos inicialmente um teste de ativagdo in vitro com PMA nas
concentragdes de 0,1ng/mL, Ing/mL, 10ng/mL, 50ng/mL e 100ng/mL, por 30 minutos,
com o objetivo de verificar as concentragdes de estimulagdo do PMA, sem que a célula

alcangasse o estado completamente ativado.
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Figura 25. Tamanho celular por intensidade de fluorescéncia da DHR 1,2,3, mostrando
a estimulagdo de neutréfilos com PMA nas concentracdes indicadas

Verficamos que na concentracdo de 10ng/mL de PMA ocorre o inicio da
estimulagdo com um pequeno aumento na producdo de peréxido de hidrogénio
intracelular.

No entanto, Sidiqui e colaboradores, 1995, também realizaram testes de
estimulacdo com PMA em concentragdes de 1nMol/L, o que equivale a 0,6ng/mL,
seguido de um segundo estimulo com acido fosfatidico ou Dic8-DAG, um analogo de
DAG permeavel a membranas [63]. A concentracdo de PMA usada como estimulante
por este autor, antes da adicdo do segundo estimulo, mostrou uma fraca producgdo de
radicais superdxido. Nossos resultados ndo mostraram aumento na producdo de
peroxido intracelular em condigdes semelhantes. Porém, nesse trabalho, a técnica
utilizada para dosar a producao de radicais livres foi através da redugdo de citocromo c,
que mede a quantidade total de radical superdxido liberado para o meio extracelular
pelo neutréfilo. Pela citometria de fluxo medimos apenas a quantidade de radicais
superoxido transformados em peréxido de hidrogénio intracelular devido a ag¢do da

enzima SOD. Além disso, o peréxido de hidrogénio pode ser consumido por outras vias
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paralelas, como reagir com o proprio radical superdxido produzindo radicais hidroxila,
ou sob a acdo da MPO, para a producao de radicais halogenados. Também vale
salientar que o tempo de estimulo com PMA utilizado por Sidiqui foi de 40 minutos,
enquanto usamos 30 minutos nos nossos experimentos.

Realizamos posteriormente um teste de ativacdo com PMA por 30 minutos, nas
concentragdes de 100, 200 e 400ng/mL, para se verificar a concentracdo necessaria para

atingir a completa ativacao da explosdo respiratoria.
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Figura 26. Tamanho celular versus fluorescéncia de DHR1,2,3 apds ativagdo com
100,200 e 400 ng/mL de PMA.
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Figura 27. Intensidade de fluorescéncia (FL1) e tamanho cellular (FSC), apds ativagao
em diferentes concentragdes de PMA.

Percebemos que a concentragdo de 100ng/mL, também utilizada por Anna
Karlsson, e colaboradores (2000), foi suficiente para induzir significativamente a

queima respiratoria em neutrofilos ativados com PMA, deixando-os num estagio
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completamente ativado [50]. Entdo optamos por realizar a ativagdo in vitro com PMA
100ng/mL.

Também ¢ possivel verificar pela citometria um pequeno aumento no tamanho
celular (FSC), apds ativagdo em concentragdes crecentes de PMA. Esse fendmeno ja foi
descrito na literatura e pode ser atribuido a um enrugamento em toda a membrana,
como um preparo da célula para migragao ou emissao de pseudopodes [73].

Alguns testes citométricos com os ativadores PAF 20nMol/L, fMLP 100nM/L,
PAF 20nMol/L + fMLP 100nM/L e PMA 100ng/mL, também foram realizados
previamente para se verificar o perfil de ativacdo neutrofilica pela explosao respiratoria
frente a diferentes estimulos. A necessidade da presenga de céalcio ¢ magnésio na
solucao de ressuspensdo das células (PBS) durante a ativagdao in vitro também foi
avaliada.

Sabe-se que o PAF ¢ um fraco ativador da explosdo respiratoria. Acredita-se que
esse fator induz o neutr6filo a um estado de estimulagdo, ndo alcangando o estado
completamente ativado. Sugere-se que o fMLP em baixas concentragdes também
exerca funcdo semelhante ao PAF, mas em concentragdes mais elevadas, como 100nM
também ¢ capaz de induzir uma completa ativagdo do polimorfonuclear . J& o estimulo
com PAF seguido de fMLP, deixa a célula num estagio estimulado e, apés o segundo
estimulo, atinge-se o estagio completamente ativado. Em contrapartida, a ativagao com
PMA 100ng/mL leva o neutr6filo a uma completa ativagdo sem passar pelo estado de

estimulagao [59].
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Figura 28. Tamanho, granulosidade, producdo de H,O, e porcentagem de células
fluorescentes, em solucdes de PBS sem célcio e com célcio.

Observamos que as células ressuspensas em PBS com calcio e magnésio,
responderam mais intensamente a produ¢do de radicais livres, que as células mantidas
em PBS sem célcio e magnésio, apos a ativagdo com PMA, PAF, PAF+fMLP e fMLP.

O ion calcio, participa de algumas vias de ativacdo do neutrdfilo, incluindo a
ativacdo da NADPH oxidase, adesdao ao endotélio vascular, degranulagdo, ativacao da
PLA; e sintese de IL-8 [110].

O mecanismo molecular que envolve a mobilizagdo de célcio apds a ativagao
por receptores de quimioatraentes, como fMLP, C5a, LTB4, PAF e quimiocinas, ¢ bem
caracterizado. Estes receptores possuem sete dominios transmembrana acoplados a
proteina G, que sdo controlados por varias subunidades Ga e Gfy, resultando na
ativacdo de fosfolipase C, a qual medeia a producao de IP3, por hidrélise de fosfolipides
de membrana. O IP; interage com receptores que induzem a mobilizagao do célcio das
vesiculas intracelulares, resultando numa descarga de célcio no citosol [110].

Contudo, poucos estudos diferenciam o envolvimento do calcio na explosao
oxidativa desencadeada por PMA. Karlsson, e colaboradores (2000) demostraram que a
ativacdo intracelular da NADPH oxidase por PMA também ¢ dependente da IPscinase,
enquanto a fra¢do relacionada a membrana plasmatica ndo depende de IP; cinase. Além
disso, os dois pools da oxidase foram dependentes de ERK/MAP cinase ¢ fosfatase 1
e/ou 2 [50].Um outro estudo mostrou que a ativacao intracelular da NADPHoxidase por

zimosan, foi dependente da PKC5 e de fosfatidilinositdis, produtos da IP3 cinase [69].
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Em nossas analises citométricas, verificamos que o PMA induziu um aumento
de produgdo de H,0, intracelular, mesmo na auséncia de calcio. Porém, apds a inclusdo
do célcio na solu¢ao de ressuspensdo de neutrdfilos, observamos um aumento de
aproximadamente cinco vezes na atividade da NADPHoxidase. Sugerimos que a
ativagdo da fragdo intracelular de NADPHoxidase na auséncia de calcio pode ter
ocorrido via PKCS uma vez que esta isoforma nao é dependente de calcio e pode ser
ativada pelo PMA em neutrofilos. A presenca do célcio pode ter contribuido para a
ativagdo de outras isoformas de PKC dependentes de célcio, como as PKCs
convencionais a, 3 e y, levando a completa ativacio da NADPHoxidase. Esta proposta
estd de acordo com o observado por Ryves e Evans, de que as isoformas a, § ¢ y sdo
dependentes de calcio enquanto as PKCs o e €, ndo dependeram do célcio apos ativagao
por ésteres de forbol [111].

A ativagdo de neutrofilos com fMLP, PMA e zimosan opsonizado induz uma
produgdo de ions superoxido que se correlaciona com ativagdo de PKCs e com a
fosforilagdo da subunidade p47phox da NADPHoxidase. Estudos recentes mostram que
PKC B ¢ a principal isoforma envolvida na ativagio da NADPHoxidase [74].
Entretanto, a funcdo de cada isotipo de PKC e a influéncia do cdlcio neste processo
ainda sdo pouco conhecidos.

Alguns autores relataram que a fosforilagao de determinados sitios de p47phox
por PKCs podem atenuar ou aumentar a atividade da oxidase [112] [113]. Fontayne e
colaboradores mostraram também que as isoformas de PKC a, f e 6 sdo capazes de
ativar o complexo NADPHoxidase em neutréfilos intactos, porém a PKC{ induziu o
maior nivel de ativagdo da NADPHoxidase, em relagao as outras isoformas de PKC
[113].

Como descrito anteriormente, ha varias divergéncias na literatura com relagdo a
funcdo dos isotipos de PKC na ativacdo da explosdo respiratdria, sendo necessarios

mais estudos para se entender a participagdo destas enzimas no processo oxidativo.
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4.4. Lise celular e Dosagem de proteinas

Durante a execugdo deste trabalho, alguns testes de lise celular foram realizados
com o intuito de se conseguir obter a maior quantidade de proteinas possivel. Os
parametros analisados foram: o tempo de duragdo da lise celular (2h, 6h ou 12h) na
temperatura ambiente mantendo apenas agitagdo, e lise utilizando trés ciclos de ultra-
som e resfriamento em nitrogénio liquido.

Verificamos que a lise celular com trés ciclos de ultra-som por 10 minutos e
resfriamento em nitrogénio liquido, por cinco minutos apresentou o menor rendimento
de proteinas, quantificadas pelo método de Bradford [103], se comparada com mesma
quantidade de células lisadas a temperatura ambiente, em qualquer tempo de agitacao.
Em relacdo a lise celular executada em 2h e em 6h a temperatura ambiente, ndo
observamos variagdes significativas na quantidade de proteinas obtidas (dados ndo
mostrados). Porém, a lise mantida a temperatura ambiente por 12h também apresentou
uma pequena perda de proteinas, provavelmente por acao de proteases. Sendo assim, o
tempo de lise foi fixado em 2h.

Os neutréfilos contém grandes quantidades de proteases, mesmo no estado nao
ativado. Por isso, a adicdo de inibidores de proteases ao tampao de lise celular e o
tempo maximo de 80 minutos entre a coleta do sangue e a lise, levou a um aumento

notavel da quantidade de proteinas presentes nos géis.

4.5. Géis

4.5.1. Padronizacdo de géis

O nosso grupo de trabalho, ja4 possuia um protocolo de focalizagdo de géis
acidos, pH 4-7, utilizando o aparelho IPGPHOR II, para amostras de neutrofilos
fornecidas pelo Laboratorio de Investigacdo Médica (LIM-62) da Universidade de Sao
Paulo. No entanto algumas imperfeicdes devido a fatores experimentais intrinsecos
precisaram ser melhorados.

Inicialmente testamos a quantidade de proteina a ser aplicada na IEF: 30 ou

50ug. A focalizagao de 50ug de proteinas, melhor analisada apds segunda dimensao, se

66



mostrou mais adequada, com maior nimero de spots visiveis na coloragdo de prata alta
sensibilidade (CPA), que a IEF com 30pg de proteinas.

Em seguida, tentamos focalizar seis strips juntos, sendo trés do grupo Normal e
trés do grupo PMA, de um mesmo individuo. Ao final da eletroforese,sempre
verificAivamos que alguns géis, cerca de trés ou quatro, apareciam bem focalizados e
outros parcialmente focalizados.

Além disso, alguns desses géis apresentaram spots em cometa, apenas na parte
superior do gel. Percebemos que esta ocorréncia aparecia mais freqiientemente nos dois
géis que foram montados em placas, tipo sanduiche, na segunda dimensao. Passamos
entdo a fazer dois géis de cada vez, montados em placas separadas, mas seguindo os
mesmos protocolos de focalizagdo e 2D-PAGE. A manutengdo constante da
amperagem em 20 miliA, durante toda a corrida da segunda dimensdo, também

melhorou significativamente a distribuicdo dos spots no gel.
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Figura 29. Otimizag¢do das condigdes de preparo do gel. Em A, focalizacdo de seis
strips no aparelho IPGphorll. Em B, segunda dimensdo executada em placas tipo
sanduiche. Em C padriao de qualidade alcancado quando dois strips foram focalizados
juntos e a segunda dimensao executada em géis montados em placas separadas.

Também foi confeccionado um gel mais concentrado, com 300 ug de
proteinas para ser utilizado na digestdo e identifica¢do protéica (figura 30) O
protocolo de focalizacdo utilizado foi 0 mesmo, porém houve um atraso de 6hs
nesta etapa, provavelmente pela grande quantidade de proteinas adicionada,

bem maior que a quantidade usual de 50 pg.
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Figura 30. Perfil bidimensional do proteoma de neutrofilos normais (300ug de
proteinas) corado por CPA, para a identificacdo de spots por PMF.
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4.5.2. Anélise dos géis

Em média, 1800 spots sdo detectados pela coloragdo com prata alta
sensibilidade, em géis de neutrdéfilos. Apds a andlise estatistica, 141 spots foram
classificados como exclusivos do grupo Normal e 109 spots foram considerados
exclusivos da condicdo PMA. Grande parte dos spots exclusivos da condigdo Normal
esta localizada na faixa final de pH imobilizado do strip, proxima de sete. Vale a pena
salientar que muitas destas proteinas tiveram uma limitacdo na detec¢do, em alguns
géis, devido a localizagdo proxima das proteinas de pl acima de 7, ndo focalizadas.
Figura 31.

ApoOs analise estatistica, considerando o nivel de significancia de p<0,05, 83
spots apresentaram expressdo diferencial, dos quais 13 spots tiveram expressao
aumentada apds ativacdo com PMA e 70 diminuiram com a ativagdo. Estes calculos
levaram em conta a triplicata experimental (repeti¢do de 3 géis de cada individuo) e a
triplicata bioldgica (neutrdfilos de 3 individuos) na condigdo Normal e apds a ativagao
in vitro. Logo podemos inferir a confiabilidade das variag¢des identificadas, porém ainda
ndo podemos afirmar quanto a possibilidade de aplicacdo de tais ocorréncias como
marcadores diagnésticos ou terapéuticos, pois ndo temos ainda um estudo de

variablidade populacional comparativo (trabalho em andamento).
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Figura 32. Gel bidimensional de neutrofilo ativado com PMA 100ng/mL
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Os valores dados em porcentagem de volume dos spots presentes nos nove geéis
do grupo Normal e nos nove géis do grupo PMA foram utilizados para os calculos
estatisticos. O valor zero foi atribuido aos spots ausentes em qualquer um dos géis.

Inicialmente, esses dados foram agrupados em Normal e PMA, para a
verificagcdo da distribuicdo gaussiana em cada grupo. Em seguida, aplicou-se o teste t
pareado, para os dados que apresentaram uma distribuicdo normalizada.

O teste t pareado baseia-se na comparacao de duas populagdes, onde se tem
amostras aos pares, em que cada par pode corresponder & mesma amostra analisada em
situacdes diferentes, por exemplo. Este teste permite avaliar se as diferencas entre as
duas condig¢des experimentais sao realmente significativas e nao aleatorias [114].

Entdo, calcula-se a diferenca entre cada par de spots (Normal, - PMA,) de um
gel antes e outro depois da ativagdo in vitro, podendo haver diferencas positivas e
negativas, devido ao aumento ou diminui¢do da expressdo protéica em uma das
condi¢des. Depois ¢ feita a média e o desvio padrio destas diferengas, e finalmente o
nivel de significancia ¢ calculado para cada pareamento de spots nos dois grupos. A
recomendacdo para o uso do teste t pareado, ¢ que os dados tenham uma distribui¢dao
normalizada, pois a presen¢a de muitos valores extremos diminui a confiabilidade na
comparagdo das diferengas. O teste de Wilcoxon é um teste andlogo ao teste t pareado,
porém pode ser usado para dados ndo paramétricos, pois ¢ baseado em posigdes
(Ranking), para cada valor, de acordo com a ordem crescente dos valores. Entdo se
calcula a soma das posi¢des para cada condi¢cdo analisada e comparam-se os valores
obtidos. O teste de wilcoxon foi usado neste trabalho apenas para os valores ndo
paramétricos.

As tabelas abaixo apresentam os spots diferencialmente expressos, mostrando a
média da diferenca entre as duas condigdes para cada spot e o nivel de significancia.
Valores negativos sugerem que a expressao foi aumentada na condicdo PMA, ja que

durante os calculos, os valores PMA foram subtaidos dos valores Normal.
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Tabela 3: Spots com expressdo aumentada apds ativagdo com PMA

Spots com expressao aumentada na
condicdo PMA
Média

N° Match (/100) P<0,05
218 -0,0102 0,046
334 -0,0146 0,046
356 -0,0366 0,043
490 -0,0565 0,025
680 -0,0584 0,05
768 -0,0278 0,05
904 -0,0127 0,042
1180 -0,0096 0,046
1237 -0,1319 0,043
1416 -0,0198 0,04
1548 -0,1314 0,05
1677 -0,0172 0,028
1679 -0,0245 0,043

Tabela 4: Spots com expressao aumentada no neutrofilo Normal

Spots com expressao aumentada na
condi¢gdo Normal
Média

N° Match (/100) P<0,05
76 0,035 0,043
155 0,0125 0,043
171 0,0353 0,012
172 0,0359 0,004
174 0,0572 0,034
186 0,0178 0,043
189 0,0069 0,043
216 0,0199 0,05
251 0,0124 0,026
264 0,0315 0,019
285 0,0787 0,028
329 0,0318 0,012
354 0,084 0,012
357 0,0393 0,01
392 0,0095 0,043
421 0,0143 0,043
547 0,0786 0,025
548 0,0859 0,03
577 0,0453 0,043
616 0,065 0,028
618 0,0497 0,043
619 0,0622 0,028
625 0,036 0,05
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Média

N° Match | (/100) P<0,05
642 0,0442 0,028
646 0,0259 0,043
695 0,0251 0,043
704 0,0123 0,028
725 0,0206 0,043
751 0,0196 0,028
820 0,1288 0,027
834 0,0198 0,043
840 0,0186 0,05
847 0,018 0,039
868 0,0133 0,05
892 0,0164 0,046
928 0,03 0,043
948 0,047 0,005
955 0,0657 0,005
985 0,0279 0,043
987 0,0391 0,046
1003 0,0509 0,028
1009 0,0649 0,043
1084 0,1099 0,039
1100 0,0455 0,038
1112 0,008 0,043
1115 0,0306 0,021
1125 0,0226 0,043
1145 0,0175 0,043
1179 0,0434 0,008
1240 0,0803 0,046
1283 0,0279 0,018
1295 0,0223 0,043
1316 0,0271 0,043
1320 0,0778 0,043
1338 0,0303 0,024
1350 0,0242 0,046
1351 0,0949 0,046
1376 0,0317 0,043
1388 0,017 0,043
1397 0,0125 0,043
1410 0,1385 0,043
1414 0,0225 0,043
1448 0,0193 0,028
1483 0,134 0,043
1487 0,0293 0,049
1514 0,0352 0,037
1547 0,1095 0,043
1556 0,2145 0,028
1568 0,1156 0,046
1663 0,0449 0,028
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4.6. Identificacio de proteinas

Durante este trabalho realizamos a digestao triptica de trinta e cinco spots, sendo
que seis proteinas foram identificadas por peptide mass finger print (PMF). Na figura
34 temos um exemplo de busca utilizando o programa Mascot para a identificagdo
protéica por PMF.

Estes resultados foram somados a outras vinte e duas proteinas ja identificadas
pelo nosso grupo de trabalho contribuindo para a elucidagdo do mapa protedmico do
neutrofilo humano. A figura abaixo mostra a localizagdo dos spots equivalentes as 28

proteinas ja identificadas pela equipe.
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Figura 33. Proteinas identificadas no neutr6filo Normal. A numeragdo dos spots ¢ a
mesma dada pelo programa, a partir do pareamento dos spots dos géis do grupo
NORMAL. Em vermelho, as proteinas identificadas neste trabalho.
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Tabela 5: Proteinas identificadas do Netrofilo quiescente e seus respectivos codigos de
acesso ao banco de dados NCBI, nome, ponto isoelétrico, massa, Score, porcentagem
de cobertura da sequéncia e nimero de peptideos pareados com a proteina constante no
banco de dados [99]

Spot Accession Name pl Mr (kDa) 3 2 Matched
number Score C (%) peptides
1 £1|21221094 putative serine protease 478 114 460 47 38
24 Q96CSI1 hypothetical protein G.46 45 118 3l 13
25 zi[20380411 hypothetical protein 6.16 60 106 30 12
29 gi[7020414 vanamed protein 34 49 74 35 3
i gi| 1693876 Interleukin-13 receptor 3.60 49 63 22 G
44 gi|30157637 phosphoglycerate mutase 872 39 16 26 7
43 £1|11342670 azurocidin 1 pre-protein 9.75 27 17 35 7
43 gil4357293 autoimmune regulator AIRE 6.36 36 9 43 12
) 130159334 ARP? actin-related protein 834 17 T0 30 7
78 gi4827034 tumor necrosis factor 7.63 20 73 52 11
79 g1[3970971 supported protein of EST 4.89 19 64 50 7
51 g1|21739673 hypothetical protein 304 18 68 42 7
82 2i346339 pur beta human protein 4.96 12 74 30 7
83 21438069 thiol anfioxidant protein 6.84 22 73 38 9
38 gi[29730484 cytoskeletal keratin 7.63 18 9 36 13
by 2i|7657092 interleukin-1 protein 5.89 18 75 47 9
114 gi|11359883 hypothetical protein 445 53 248 45 25
113 gi[24211557 chloride channel protein 3 4.69 46 403 34 39
116 g1|23490080 hypothetical protein 10.9 10 86 40 7
121 £1|1 7438583 nucleophosmin protein 454 28 359 90 28
129 siig7rys | COLUD-1 glutamate dehy- 671 29 200 80 19
= drogenase
134 £1|14278516 collagenase-3 protein 5.16 19 128 38 3

76




oo

oo -

1807 .01

oo -

1 ga43.50
3
oo - 11%0.492
R
oo o A1E35. 04
] 1941.02
b §77.59 1437 .76
— o - 1
] I0TE-1G
edle- 1k
-

1200 1700 2200 2TO0 naim

—D=/data /2007 rarina/meutrofile_01~_J22_05_03/0_J22_ 23F.e fpdatasl iz trator Tue Idar 27 192:192:59

Espectro obtido no programa Xmass, apos digestao triptica de um spot.

MATRIX
{science/ Mascot Search Results
User : karina
Email : karina.santos@gmail.com
Database : NCBInr 20070302 (4696381 sequences; 1624698435 residues)
Timestamp : 5 Mar 2007 at 19:13:54 GMT
Top Score : 124 for gi]20150229, Chain A, Crystal Structure OFf The Mrpl4 Complexed
With Chaps

Probability Based Mowse Score

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 79 are significant (p<0.05).

100
Probahl Llby Assed Nosse

Concise Protein Smnmary Report

l Faormat As ] | Concise Pratein Summary | Help
P R o FETCE
Suynﬁcanceﬂneshokipilﬂﬂ5 |bﬂax.nmnberofhﬁs:2ﬂ |
[ Fe-Search All ] l Search Linmatched l

gi 20150229 Mass: 13159 Score: 124 Expect: 1.9e-06 Queries matched: 6

Chain A, Crystal Structure Of The Mrpl4 Complexed With Chaps
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20070305/FoTAliae.dat&hit=1�

gi 82407447 Mass: 13086 Score: 124 Expect: 1.9e-06 Queries matched: 6
Chain C, Crystal Structure Of Human Calprotectin(S100a8S100A9)

gi 4506773 Mass: 13291 Score: 122 Expect: 3e-06 Queries matched: 6
S100 calcium-binding protein A9 [Homo sapiens]

gi 60831867 Mass: 13406 Score: 122 Expect: 3e-06 Queries matched: 6
S100 calcium binding protein A9 [synthetic construct]

gi | 7417329 Mass: 13310 Score: 96 Expect: 0.0012 Queries matched: 5
migration inhibitory factor-related protein 14 variant E [Homo sapiens]
gi]109016333 Mass: 13521 Score: 74 Expect: 0.21 Queries matched: 4

PREDICTED: S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) isoform 1 [Macaca mulatta]

Search Parameters

Type of search

Enzyme

Fixed modifications
Variable modifications

Peptide Mass Fingerprint
Trypsin/P
Carbamidomethyl (C)
Oxidation (M)

Mass values > Monoisotopic
Protein Mass : Unrestricted
Peptide Mass Tolerance : + 0.15 Da
Peptide Charge State 1+

Max Missed Cleavages -0

Number of queries 12

Selected for scoring 11

Mascot: http://www.matrixscience.com/

Protein View

Match to: gi]20150229 Score: 124 Expect: 1.9e-06
Chain A, Crystal Structure Of The Mrpl4 Complexed With Chaps

Nominal mass (M;): 13159; Calculated pl value: 5.71
NCBI BLAST search of gi]20150229 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Homo sapiens
Links to retrieve other entries containing this sequence from NCBI Entrez:

gi]20150230 from Homo sapiens
gi]20150231 from Homo sapiens
gi]20150232 from Homo sapiens
20150233 from Homo sapiens
20150234 from Homo sapiens
20150235 from Homo sapiens
gi]20150236 from Homo sapiens

EE

Q

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)
Cleavage by Trypsin/P: cuts C-term side of KR
Number of mass values searched: 12

Number of mass values matched: 6

Sequence Coverage: 67%

Matched peptides shown in Bold Red
1 TCKMSQLERN ITETIINTFHQ YSVKLGHPDT LNQGEFKELV RKDLQNFLKK

51 ENKNEKVIEH IMEDLDTNAD KQLSFEEFIM LMARLTWASH EKMHEGDEGP
101 GHHHKPGLGE GTP

Sort Peptides By i ) [ ) ]
Residue Number Increasing Mass Decreasing Mass
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Start - End Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta Miss Sequence

10 - 24 1807.0091 1806.0019 1805.9312 0.0707 0 R.NIETIHINTFHQYSVK.L

25 - 37 1455.7516 1454.7443 1454.7154 0.0289 0 K.LGHPDTLNQGEFK.E

43 - 49 877.5181 876.5108 876.4705 0.0403 0 K.DLONFLK.K

57 - 71 1758.8658 1757.8585 1757.8142 0.0444 0 K.VIEHIMEDLDTNADK.Q Oxidation (M)
72 - 84 1646.8013 1645.7940 1645.7844 0.0097 0 K.QLSFEEFIMLMAR.L

93 - 105 1483.7575 1482.7502 1482.6059 0.1444 0 K.MHEGDEGPGHHHK.P Oxidation (M)

Ho match to: 11590.4234, 1437.7570, 1706,9097, 1786.9262, 1835.0865, 2073.1004
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Figura 34. Exemplo de uma busca de impressao digital usando o programa Mascot, a
partir de peptideos selecionados de um espectro de massa (A). A busca resulta numa
lista de proteinas candidatas contendo informacgdes incluindo um valor numérico que
determina a probabilidade de uma identificacdo ser randomica (Mowse score). Outros
dados importantes sdo apresentados como: os petideos que parearam com a proteina
constante no banco de dados (em vermelho) e sua localizacao dentro da seqiiéncia da
mesma, a porcentagem de cobertura da sequéncia e o erro experimental.

Dentre as proteinas ja identificadas do neutrofilo normal, verificamos que uma

proteina hipotética, referente ao spot 14, apresentou diminuicdo da expressdo na
condicdo PMA. Embora o genoma humano esteja bem caracterizado, um grande
numero de proteinas ainda permanece hipotético. As proteinas hipotéticas geralmente
ndo tém similaridade com proteinas conhecidas de outros organismos. Este fato sugere
que estas proteinas possuem fungdo caracteristica e sdo particulares de espécie.

Das proteinas identificadas no neutréfilo normal, que ndo apresentaram
variagdes de expressdo na condicdo PMA, existem onze relacionadas ao processo
inflamatério, agindo como citocinas, proteases, fatores de transcrigdo, compostos
vasoativos ou protetoras do neutréfilo contra danos oxidativos. Duas estdo relacionadas
a fungdes metabolicas e seis sdo classificadas como estruturais.

Dentre as proteinas identificadas por Fontes et al., 2006, nota-se um receptor
para IL-13 identificado pela primeira vez em neutréfilos. Esta identificagdo também
demonstra que a nossa metodologia foi eficiente para a deteccdo de proteinas de
membrana. Além disso, também foram identificados um peptideo antimicrobiano, a
azurocidina, e uma proteina antioxidante, a peroxiredoxina 2, associadas com a
protecdo celular contra agentes internos e externos [99].

A proteina relacionada a actina (ARP2), também identificada por Fontes e
colaboradores, faz parte de um complexo (ARP2/3), localizado na superficie celular e

relacionado a montagem de actina nos processos de adesdo e migracdo. O receptor de
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TNF e o regulador autoimune (AIRE), também ndo haviam sido descritos
anteriormente em neutréfilos. O AIRE foi classificado como um fator de transcrigdao
que pode estar envolvido na regulacao do sistema imune. A interleucina 1-¢, que ativa
NF-kappa B, por uma via diferente de IL1-a e 3, somada a uma isoforma da colagenase
também foram identificadas por estes autores [99].

Dos trinta e cinco spots digeridos com tripsina, apenas seis proteinas foram
identificadas por finger print. O pequeno nimero de spots identificados pode ser devido
a baixa concentracdo da proteina no gel; inadequada transferéncia do strip apds a IEF
para o gel da segunda dimensdo; digestdo incompleta pela tripsina e a ineficiente
ionizagdo dos peptideos durante a analise de espectrometria de massa. O fato de que um
spot pode conter mais de uma proteina também pode levar a uma falha na identificacao.
A tabela abaixo mostra as proteinas identificadas neste trabalho e seus respectivos
codigos de acesso ao banco de dados NCBI, massa molecular, ponto isoelétrico
porcentagem de cobertura em relagdo a proteina que consta no banco e o score que

indica a confiabilidade do resultado.

Tabela 6: Proteinas identificadas do Netrofilo quiescente e seus respectivos codigos de
acesso ao banco de dados NCBI, massa molecular e ponto isoelétrico experimentais e
teodricos, porcentagem de cobertura da seqiiéncia tedrica e score da identificacdo.

Proteina No de MM MM Pl PI % Mascot
acesso exp. | teérica | exp. | tedrico | cobertura | Score
(NCBI) (Da) | (Da)
Calgranulina B gi[20150229 | 13.000 | 13.159 | 5,70 5.71 67 125
(MRP 14)

Actina Beta gi[14250401 | 42.500 | 41.321 5.55 5.56 27 103
ACTB gi[15277503 | 42.000 | 40.536 | 5.50 5.55 20 73
RBCK1 gi[13784935 | 19.000 | 25.923 | 5,00 5,28 22 68

G129a lisozima, gi[17942566 | 30.000 | 15.161 5.40 9,28 40 66
cadeia A
Isoforma CRA a | gi[l19585739 | 68.000 | 69.671 5,40 5,59 9 65

Uma proteina de 13,1 KDa, pl 5.71, com Mascot score de 125, foi identificada
por PMF correspondendo a calgranulina B, ou S100A9. Esta proteina pertence a familia
S100 de proteinas ligantes de célcio. As calgranulinas A e B compdem o heterodimero
chamado de calprotectina, que se liga ao célcio, presente no citoplasma de neutrofilos e
na membrana de monocitos. A concentragdo de calprotectina em neutrofilos ¢

abundante, e constitui 40% do total de proteinas citosolicas. Ela ¢é secretada
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extracelularmente por neutréfilos estimulados e tem fungdes: antimicrobiana, indutora
de apoptose e efeitos “cytokine-like”’[115]. Apds a ativagdio com PMA, ndo
encontramos variacdo na expressao da calgranulina B. Sugerimos que acontece um
aumento de expressdo ao mesmo tempo em que esta proteina ¢ secretada, o que ndo
modificaria seus niveis intracelulares.

As proteinas da familia S100 sdo reguladas pelo célcio, sofrendo uma mudanga
de conformagdo apds sua ligacdo. Elas possuem um motivo “EF-hand” de liga¢ao de
calcio, onde os residuos de aminoécidos participam como ligantes na coordenagdo do
metal. Em condigdes fisiologicas, a maioria das proteinas da familia S100 formam
complexos ndo covalentes para exercer suas fungdes biologicas. SI00A8 e S100A9
formam heterodimeros estaveis na auséncia de calcio, mas a tetramerizacao de dois
heterodimeros ¢ estritamente dependente de célcio [116]. Um estudo demonstrou que a
formagdo de tetrameros ¢ um pré-requisito essencial para a atividade bioldgica deste
complexo. A ndo formacgao do tetramero foi associada a perda de atividade funcional de
(STIO0A8/S100A9), na promogao da formagdo de microtabulos [117]. O tetramero
induzido por calcio mostrou estar colocalizado com microtubulos durante a ativagao de
monocitos. Ele também estd envolvido na organizacdo do citoesqueleto e diretamente
se liga a tubulina promovendo sua polimerizagdo. Contudo pouco se sabe sobre os
mecanismos de acdo destes heterodimeros e de seus efeitos moduladores sobre a
formagao de microtabulos [117].

A fosforilagdo de S100A8 por uma via dependente de PKC, também foi
sugerida como modulatéria na translocagdo do complexo do citoplasma para a
membrana durante a ativagdo do neutrofilo. Além disso, SI00A8 e S100A9
fosforiladas, apresentaram um aumento de afinidade por célcio [118]. Verificou-se
também que S100A8 e S100A9 translocam-se para a membrana plasmatica e se
associam a filamentos intermediarios do citoesqueleto, por um mecanismo dependente
do influxo de célcio extracelular [119]. S3o necessarios mais estudos para que se
compreenda melhor o mecanismo de acdo das calprotectinas no neutrdéfilo humano e a
influéncia do cdlcio neste processo.

Lominadze, et al., demonstraram que MRP14 ¢ substrato para p38MAPcinase
[120]. Esta via de sinalizagdo faz parte de varias funcdes criticas na regulacdo da
resposta inflamatéria no neutrofilo, incluindo, quimiotaxia, adesdo, explosao
respiratdria, degranulacdo e reorganizacdo do citoesqueleto, sendo importante entender

os mecanismos moleculares de que p38MAPcinase participa.
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As MAPcinases constituem uma grande famila de cinases, incluindo duas
distintas isoformas (42 e 44kDa), também chamadas de ERK1/2. Ambas sdo reguladas
pela fosforilagdo de residuos especificos de treonina e tirosina e a desfosforilagao
inativa estas proteinas. Estudos mostram que MAPK42/44kDa sdo ativadas por PMA,
por um mecanismo dependente de PKC. Também foi verificado que esta ativacdo nao
foi dependente de célcio [121].

O complexo MRP14/MRP8 também participa da ativacdo de NADPHoxidase,
por aumentar a afinidade de p67phox pelo citocromo bssg [120]. Em um outro estudo,
verificou-se também que MRP-14 ¢ um estimulador seletivo de adesdo, pois regula a
afinidade da f2-integrina, MAC-1 [122].

A segunda proteina identificada, RBCK1, foi recentemente classificada como
uma proteina que se liga a PKCPI e zeta, sendo capaz de ativa-la [123]. Ela também
possui uma regido “Ring-B-Box-Coiled-coil”, encontrada frequentemente em fatores de
transcri¢do, que tem atividade de se ligar ao DNA e ativar a transcricdo. Tatematsu
(1998) e colaboradores verificaram a atividade transcricional de RBCKI1 em co-
expressdao com varias proteinas cinases em células mamarias. PKA mostrou aumentar a
atividade transcricional de RBCK1 em oito vezes, enquanto MEK1 e MEKKI1, cinases
da via das MAPcinases, reprimiram a atividade desta enzima (figura35). Estes autores
sugerem que RBCKI1 pode ser um fator de transcricdo envolvido na cascata de
sinalizacao de PKA, MEK1 ¢ MEKK 1, mediando o crescimento ¢ diferenciagao celular
[124]. PKA ¢ uma enzima que diminui a avidez de [P2-integrinas, diminuindo a
capacidade de adesdo dos neutrofilos ao endotélio [125].

O provavel fator de transcri¢ao, RBCK1, foi identificado aqui pela primeira vez
em neutréfilos, segundo a literatura analisada, contribuindo para o esclarecimento da
via de ativagdo destas cinases, ja descrita anteriormente em granuldcitos. Apesar do
score significativo, esta proteina apresentou uma massa molecular experimental de
19kDa, bem menor que o valor tedrico de 25.9 kDa. Estas variagdes podem ser devidas
a modificagdes pds-traducionais, que efetivamente alteram as massas moleculares das
proteinas. Os peptideos experimentais que parearam com os peptideos da digestdo
tedrica, estavam situados mais proximos da regido amino terminal, sendo portanto
sugerida, uma clivagem pos-traducional mais préxima da regiao carboxi terminal. Além
disso, esta proteina ndo apresentou expressao diferencial em neutrofilos ativados com
PMA. Tokunaga e colaboradores sugerem que a RBCK2, uma proteina codificada por

um splicing do mesmo gene da RBCK1, interagem entre si formando um complexo que
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impede a atividade transcricional de RBCK1 [126]. Por tltimo, os erros experimentais
durante a confec¢do do gel e a corrida da segunda dimensdo podem ter influenciado na

definicdo dos marcadores de massa molecular.

PMA
|

Fosfolipides de Membrana

I
I = PLC

MEKK-1 ; |
}1; MEK2 /
p3BMAPK
ERK1/ERK2
/ (p42/44)MAPK MAPKAPK-2 P47 e p67 phox
— PLC J
Fosforilagao _
de cPLA; Actina Producao
/ \ \ de ROS
Sintese de Producao Adesdo
LT's e PG's de ROS Quimiotaxia

Figura 35. Esquema da via das MAPcinases com participacdo da RBCK1 e MRP14.
Em verde, as contribui¢des propostas neste trabalho com a identificacio de RBCK1 e
MRP14. Setas vermelhas tracejadas indicam mecanismos ainda ndo confirmados.
Sinais positivos e negativos indicam a ativa¢do ou inibi¢do da atividade das enzimas
apontadas.

A lisozima ¢ uma proteina antimicrobiana cationica, de 15 kDa, presente em
todos os tipos de granulos, com concentragcdes maximas em granulos especificos, de
acordo com seu perfil biossintético. Este peptideo cliva polimeros de peptideoglicanos
das paredes celulares bacterianas e exerce atividade bactericida especialmente em
bactérias Gram positivas como a ndo-patogénica Bacillus subtilis [13]. A lisozima
também apresentou uma diferenga significativa entre a massa molecular e PI
experimentais e teoricos, sugerindo modificagdes pds-traducionais. Muitas proteinas
granulares sdo sintetizadas como pro-formas, sofrendo clivagens proteoliticas dentro
dos granulos, principalmente a remoc¢do de peptideos amino-terminais, até chegarem a
forma ativa. Este mecanismo previne a autotoxicidade celular e garante o

direcionamento da proteina aos granulos de armazenamento e o enovelamento correto,
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apoOs sua biossintese [20]. Alguns estudos mostram que apds a fagocitose, enzimas
proteoliticas, como catepsina G, D, elastase e proteinase 3 sdo descarregadas no
vacuolo fagocitico potenciando a atividade antimicrobiana da lisozima [127], € que o
processamento de lisozimas por proteases gera varios peptideos antimicrobianos [128].
Portanto, sugerimos que a lisozima identificada do neutr6filo quiescente com massa 30
kDa pode corresponder ao seu estado ndo ativado ainda na forma de um pro-peptideo
inativo.

As actinas sdo proteinas altamente conservadas, que estdo envolvidas na
motilidade de varios tipos de células e expressas em todos os eucariotos. A
polimerizacdo dos mondmeros de actina leva a formagdo de um filamento estrutural,
chamado F-actina, na forma de duas hélices. As principais isoformas de actina
encontradas em vertebrados sdo a, B e y. As alfa actinas sdo encontradas no tecido
muscular, sendo o principal constituinte do aparato contratil. J4 as actinas j e y fazem
parte do citoesqueleto e funcionam como mediadoras da motilidade celular. A B-actina,
identificada neste trabalho, ¢ o principal isotipo presente nos neutréfilos [129].

Trés proteinas foram relatadas por Cicchetti, et al. (2002) como participantes da
montagem dos filamentos de actina nos neutréfilos. A primeira, (actin filament-capping
protein) proteina protetora de actina, se liga com alta afinidade a extremidade final do
filamento de actina e bloqueia a adi¢gdo de novos mondmeros, esta proteina ¢ retirada
por fosfolipides de membrana, permitindo a elongagdo do filamento. A segunda
proteina, também identificada pelo nosso grupo, ¢ um complexo nucleador de actina,
Arp2/3, que se liga ao filamento de actina e gera um novo filamento adjacente, com
extremidade livre para adicdo de novos mondmeros. Por tltimo, temos uma proteina
que tem a funcdo de se ligar e estabilizar as junc¢des entre os diversos filamentos de
actina, chamada de proteina ligadora de filamentos de actina (actin filament cross-

linking protein), gerando as estruturas encontradas em uma célula em migragao [129].
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Figura 36. Regulacdo do alongamento de um filamento de actina em neutrofilos.
Arp2/3 se liga lateralmente a um filamento de actina e se inicia o crecimento de um
novo filamento adjacente. A proteina protetora do filamento de actina ¢ retirada por
fosfolipides de membrana deixando a extremidade livre para a adicdo de novos
mondmeros, ¢ a ligacdo entre os diferentes filamentos de actina ¢ feita pela proteina
ligadora de actina [129].

As duas proteinas estruturais, B-actina ¢ ARP2, identificadas pelo nosso grupo
de trabalho estdo incluidas na proposta de Cicchetti, et al. (2002), para a montagem do
sistema de mobilidade de neutréfilos. Nao verificamos diferenca de expressdo dessas
duas proteinas apds a ativacdo do neutrofilo com PMA. Entretanto, a ativacdo da via
das MAP cinases depois deste estimulo, pode levar a ativagdo do maquindrio descrito,
induzindo a polimerizagdo de actina e o inicio de vdarias fungdes relacionadas a
motilidade como a quimiotaxia, adesdo e migra¢do do neutrofilo. Sugerimos que as
proteinas estruturais identificadas ndo apresentam expressao diferencial devido ao fato
de serem componentes de um sistema motor, que ¢ regulado durante o seu processo de
montagem.

A CRA isoforma a, ou APPL1, também identificada neste trabalho, possui um
dominio de ligacdo a tirosinas fosforiladas (PTB), além de um ziper de leucinas e um
dominio homologo a plecstrina, (PH). De acordo com a literatura consultada, muito

pouco se conhece sobre esta proteina e ndo encontramos nenhuma descri¢ao da sua

presenga em neutrofilos, sendo registrada aqui pela primeira vez. Todavia, encontramos
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relatos da participacdo da CRAa em vias de sinalizacdo relacionadas a Rab5GTPase,
também verificada em neutrofilos, o que corrobora seu achado neste tipo celular.

A Rab5 GTPase regula a fusdao entre fagossomos e organelas citoplasmaticas,
principalmente granulos secundarios e azurdfilos, em neutréfilos humanos [130]. Em
células HeLa, CRAa se liga especificamente a forma ativa de Rab5 GTPase, situada nos
endossomas, que em resposta a um estimulo extracelular, hidrolisa o GTP liberando
CRAa e permitindo sua posterior translocacao para o nucleo, onde age como regulador
da expressao génica. A interacdo com Rab5 ¢ essencial para a localizacdo de CRAa nos
endossomas e para o funcionamento do seu ciclo endossoma-nucleo. CRAa se mostrou
essencial para a proliferacdo celular e esta fungdo requer ligagdo a Rab5 [131].

Sugerimos que varias outras proteinas identificadas podem ter regulagdes pos
traducionais, uma vez que a correlagdo entre genoma, ou mesmo transcriptoma e
proteoma ¢ muito baixa, conforme mostra o estudo realizado por Fessler et all,
comparando com os niveis de expressdo protéica em neutrofilos ativados com LPS
utilizando microarray e protedmica. Esses autores mostram que a ativa¢ao do
neutrdfilo com LPS alterou os niveis de transcrigdo génica e de expressdo de proteinas,
porém a concordancia entre os niveis de mRNA e proteinas ¢ muito baixo [96].

Sugerimos também, que a RBCK1 pode fazer parte da complexa via das MAP
cinases em neutrofilos, e que sua regulacao, juntamente com a MRP-14, podem ser
mediadas por fosforilagdo, o que explicaria o fato de ndo apresentarem diferenca de
expressdo no neutrofilo ativado por PMA. Ha descricdes na literatura, que varias
proteinas quinases envolvidas neste processo sdo reguladas dessa maneira. Como
exemplo, lisados de neutrofilos ndo ativados apresentaram quantidades equivalentes de
p42/44AMAPK e p38MAPK se comparado com amostras ativadas com PAF e fMLP.
Além disso, a fosforilagdo significativa de residuos de tirosina destas proteinas foi

verificada nos neutréfilos ativados, indicando uma regulagdo pos traducional [83].
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5. CONCLUSOES

A partir dos procedimentos realizados e dos resultados obtidos, algumas
conclusdes podem ser feitas:

A otimizagdo da técnica de separagdo celular no estudo da protedmica de
neutréfilos, permitiu um melhor controle experimental, evitando a ativagdo indesejada
durante o processo de purificacdo a partir do sangue total. As adversidades de curto
tempo de sobrevivéncia do neutrdfilo, somadas as dificuldades de cultivo in vitro,
foram contornadas devido a agilidade de se executar a separacdo celular, ativagdo in
vitro e lise celular em um intervalo de no méximo duas horas.

A citometria de fluxo foi um instrumento de grande valia para o controle de
estimulagdo e ativagdo celular devido a sua grande sensibilidade, necessitando de
pequenas quantidades celulares, além do fato de permitir o estudo de varios parametros
celulares ao mesmo tempo. Também foi possivel verificar através da citometria de
fluxo, um achado inesperado e que necessita de estudo posteriores, referente ao
aumento significativo da atividade da NADPHoxidase intracelular na presenca de
calcio apods ativagdo com PMA.

Por ultimo, a andlise protedmica foi uma abordagem apropriada para o estudo
desenvolvido pois permitiu avaliar o conjunto de proteinas expressas, bem como
analisar as diferencas de expressdo entre os neutrofilos normais e ativados com PMA.

Todos esses resultados contribuem para o esclarecimento das vias de ativagdo
induzidas pelo PMA, auxiliando no entendimento dos neutr6filos no processo

inflamatorio.
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6. PERSPECTIVAS

Dentre as perspectivas para o futuro estdo a continuagdo da identificagdo de
proteinas de neutréfilos do grupo Normal e do grupo PMA, finalizando a identificacdo
do mapa protedomico acido de neutrofilos nestas duas condigdes. Além destes trabalhos,
ainda estd em andamento um estudo da variabilidade individual dos spots do grupo
normal na populagdo, o que nos vai permitir inferir sobre a expressdo diferencial
populacional de proteinas de neutrofilo e comparar tais resultados a expressdao
diferencial em situagdes de ativacdo, indicando com maior clareza os melhores

candidatos a marcadores moleculares.

A andlise protedmica de neutrofilos ativados in vitro com outros estimuladores e
ativadores como PAF, fMLP, TNFa e LPS também estdo em andamento e contribuirdo
para desvendar as diversas semelhancgas e as diferengas entre neutréfilos estimulados e
ativados, o que ¢ expresso pelo polimorfonuclear em seu estado estimulado e o que ele
expressa quando ativado, separadamente. Isso serd de grande importancia para
complementar os resultados encontrados neste trabalho e no trabalho com os neutréfilos
ndo ativados. Além disso, ja estdo sendo realizados os primeiros géis para a analise
protedmica de neutrofilos humanos, tanto ndo-ativados quanto estimulados e ativados,
em pl basico.

A longo prazo, os estudos e achados desta linha de pesquisa poderdo ser unidos
as ferramentas tecnologicas da microbiologia, farmacologia, e biologia molecular, para
obtencdo de fairmacos ou anticorpos a serem utilizados na Medicina para diagnostico,

prognostico ou mesmo tratamento de doengas inflamatdrias sist€émicas.
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	1.6. NADPHoxidase
	 Foi preparado um gradiente de percoll (Amersham Biosciences) com o objetivo de purificar neutrófilos, através de sua densidade, a partir de sangue venoso periférico heparinizado. O Percoll é composto de partículas de sílica inerte, não tóxicas, que não aderem a membranas, sendo ideal para purificação de células e organelas [100]. O gradiente foi composto por soluções a 60% e a 70% de percoll, diluído em solução balanceada de sais (HBSS). As soluções do gradiente foram preparadas conforme a tabela:
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