EDGAR BORGES DE OLIVEIRA JUNIOR

EFEITO DO BAY 41-2272 SOBRE O SISTEMA NADPH
OXIDASE EM CELULAS MIELOMONOCITICAS HUMANAS,

THP-1

CAMPINAS

2006



i1



EDGAR BORGES DE OLIVEIRA JUNIOR

EFEITO DO BAY 41-2272 SOBRE O SISTEMA NADPH
OXIDASE EM CELULAS MIELOMONOCITICAS HUMANAS,

THP-1

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obtencdo do titulo de Mestre

em Farmacologia

Orientador: Prof. Dr. Antonio Condino Neto

CAMPINAS

2006

11



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP

Bibliotecario: Sandra Lucia Pereira — CRB-8% / 6044

Oliveira Junior, Edgar Borges de

Ol 4e Efeito do BAY 41-2272 sobre o sistema NADPH oxidase em
células mielomonociticas humanas, THP-1 / Edgar Borges de Oliveira
Juinior. Campinas, SP : [s.n.], 2006.

Orientador : Antonio Condino Neto
Dissertagcdo ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Superéxido. 2. Oxido nitrico. I. Condino Neto, Antonio. II.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas.
III. Titulo.

Titulo em ingles : Effect of BAY 41-2272 on the NADPH oxidase system from human
myelomonocytics cells, THP-1

Keywords: * Superoxide
* Nitric oxide

Titulagdo: Mestrado em Farmacologia

Banca examinadora: Prof. Dr. Antonio Condino Neto
Prof Dr Marcelo Nicolas Muscara
Profa. Dra. Wirla Maria da Silva Cunha Tamashiro

Data da defesa: 14-07-2006

iv



.

%
Y

\

UNICAMP

Banca Examinadora da Dissertacao de Mestrado

Orientador:

Prof. Dr. Antonio Condino Neto

Membros:

Prof. Dr. Antonio Condino Neto

Profa. Dra. Wirla Maria da Silva Cunha Tamashiro

Prof. Dr. Marcelo Nicolas Muscara

Programa de Pés-Graduacao em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 14/07/2006




Vi



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Edgar e
Maria Helena, que me educaram mostrando e
ensinando os verdadeiros valores da vida,

sempre na fé e no amor.

vii



viil



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus e Maria, que sempre iluminou meus caminhos em todos os passos da

minha vida.

A Renata, pelo apoio, compreensdo € amor, minha companheira em todos os momentos,

meu amor.

Ao meu orientador prof. Dr. Antonio Condino Neto, pela confianca e incentivo, abrindo

portas para meu crescimento profissional e como ser humano.
Aos meus irmaos, Juliana e Julio, pela amizade e pela torcida positiva.

Aos meus amigos do Laboratério de Biologia Molecular e todo o CIPED, pela amizade

impar de cada um.

A Jussara, responsavel por tudo o que sei dentro do laboratério, mas principalmente pela

grande amizade e apoio.
Ao CNPq e FAPESP pelo apoio financeiro.

Aos meus grandes amigos: Roberta e Rita, minhas cunhadas, James, Paulinho, Gabi, César.

Pelos prazerosos momentos nos dias de distragdo e muitas risadas.

Ao prof. Dr. Edson Antunes, pela ajuda intelectual e por nos fornecer o BAY 41-2272 para

o estudo.

A Dra Sara M. Thomazzi, pela brilhante co-orientacio durante todo o trabalho, e

principalmente pela grande amizade.

ix






“Ha duas formas para viver sua vida:
Uma € acreditar que ndo existe milagre...
...a outra € acreditar que todas as coisas sao um milagre...”

Albert Einstein

xi



xii



SUMARIO

PAG.
RESUMO ...ttt eneaeas XXV
ABSTRACT ...t neaeas XXXi
LINTRODUGCAO...........oooiooioooooeoeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee 36
L1, O8 FAGOCILOS. ....eieiiiieiiieeite ettt ettt ettt e et e et e e s bae e sabeeenes 37
1.2. Sistema NADPH 0XidaSe......cc.ccovueiriiriiiiniiiiicieeieeeeeeeeeeee e 38
1.3. OXido NTHICO (NO)..ouvevmrirniirriieeiseeiseesseesssessses st ssesssnas 41
1.4. Nucleotideos Ciclicos (GMPC € AMPC).........ccooevviiiuveeiiiiieeieiciineeeeeeeeeeeeeanns 43
L5 BAY A1-2272 ettt 47
2.0BIETIVOS. ..o 50
3. MATERIAIS E METODOS.........occcccoooovommvrnnienroeensseesssensseeesseeesne 52
3.1. CondigOes de cultura Celular...........occuveeriiieiiieeiieeeeeieeeee e e 53
3.2. Tratamentos farmacOlOZICOS. .....cuuirerurieriiiieeiieeeieeeeieeeeteeesree e eeereeeeree e 53
3.3. Dosagem de SUPerOXidO.......cccueeeuiieriiieeriieeeieeerieeerieeerireeesereeeaveesaeeeesreeens 55
3.4. Extragcdo e Dosagem de GMPc € AMPC.........ccccoviiviiiiiiiiieeieecieeeeee e 56
3.5. Expressao génica da gpO1-phox.........cccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceee e 57
3.6, IMLALEIIAIS  c..eeeueeieeete ettt ettt sttt et 59
3.7. ANdlise EStatiStiCa......ccevueiruiiiiiiiiiiiiesite ettt 59

xiil



Xiv



4. RESULTADOS ..ottt 60

4.1. Efeito do BAY 41-2272 na liberagao de superéxido pelas células

4.3. Efeito do BAY 41-2272 nos niveis intracelulares de GMPc e AMPc pelas

CEIUIAS THP-1...coooieiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e asaassasessanssnenes 70
S.DISCUSSAOQ. .....oooooooooooceeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeoe e eeesseseseee 75
6. CONCLUSOES.........coooooioooiomooceeoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeseeeee s 81
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......... oo 83

XV



XVi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AC: Adenilato ciclase

A-DGC: DGC com heranga autossdmica
AMPc: Monofosfato de adenosina

ATP: Trifosfato de adenina

¢DNA: Acido desoxiribonucléico complementar
CO;,: Gas carbonico

CYBB: Gene da subunidade b do citocromo bssg
dATC: Deoxinucleotideo trifosfato de adenina
dCTC: Deoxinucleotideo trifosfato de citosina
DGC: Doenca Granulomatosa Cronica

dGTC: Deoxinucleotideo trifosfato de guanina
DMSO: Dimetilsulf6xido

DNA: Acido desoxiribonucléico

dTTC: Deoxinucleotideo trifosfato de timina
eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial

Fors: Forscolina

GCs: Guanilato ciclase solivel

GMPc: Monofosfato de guanosina

gp91: Glicoproteina, 91 KDa

GTP: Trifosfato de guanina

Xvii



Xviii



H,0,: Peréxido de hidrogénio

HOCI: Acido hipocloroso

IFN-y: Interferon-gama

Ilo: Tloprost

iNOS: 6xido nitrico sintase induzida

IT: IFN-y e TNF-a

MPO: Mieloperoxidase

mRNA: Acido ribonucléico mensageiro

NADP: Nicotinamida adenina dinucletideo fosfato

NADPH: Nicotinamida adenina dinucletideo fosfato (forma reduzida)
NF-xB: Fator nuclear kappa B

nNOS: 6xido nitrico sintase neuronal

NO: Oxido Nitrico

0,: Oxigénio molecular
0;": Superdxido

OH ": Radical hidroxila
ONOO ": peroxinitrito

pb: pares de bases

PCR: "Polimerase chain reaction”
PDEs: fosfodiesterases
phox: "phagocyte oxidase"

PKA: Proteina quinase A

Xix



XX



PKC: Proteina quinase C

rac: proteina tipo ras ("related C3 Botulinum toxin")
RPMI: meio rico para cultura de células de mamiferos originalmente desenvolvido no
"Roswell Park Memorial Institute"

RT: "Reverse transcription”

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Sistema nervoso periférico

SOD: Superéxido dismutase

Taq: Termus aquaticus

TNF-a: Fator de necrose tumoral

X-DGC: DGC com heranga ligada ao X (sexo)

ZAP: Zaprinast

XXi



xXxii



LISTA DE FIGURAS

Figura1: Representacdo esquematica do Sistema NADPH oxidase....................... 38
Figura2: O efeito do BAY 41-2272 na liberacdo de superdéxido por células THP-
1 apds 6, 12, 24 ou 48 horas de INCUDACA0. .......ccoviieriiiiiiiiieiieeeieeeeeeeee et 63
Figura3: O efeito do BAY 41-2272 na liberacdo de superdéxido por células THP-
1 apds 48 horas de INCUDAGAO. .........ueiiiiiiiiiiiiie ettt 64
Figura 4 : Efeito do BAY 41-2272 em associacdo com ODQ (100,0 uM), SNAP
(100,0 uM), L-NAME (100,0 uM), SQ 22.536 (100,0 uM), Forscolina (30,0 uM) e
Iloprost (3,0 uM) na liberacdo de superdxido por células THP-1 apos 48 horas de
L1101 0T Vo7 1o TSROSO 65
Figura 5 : Efeito do BAY 41-2272 na expressio da gp91-phox em céls THP-1..... 68
Figura 6 : Efeito do BAY 41-2272 em associacao com ODQ (100,0 uM), SNAP
(100,0 uM), L-NAME (100,0 uM), SQ 22.536 (100,0 uM), Forscolina (30,0 uM) e

Iloprost (3,0 uM) na expressdo da gp91-phox por células THP-1 apds 48 horas de

INCUDAGAO. ...ttt ettt ettt e et e et e s be e e st e e et e e eateeenees %
Figura 7 :  Efeito do BAY 41-2272 (10,0 uM) sobre os niveis intracelulares de
GMPc em células THP-1 apds 6, 12, 24 e 48 horas de incubacao.........ccceeeeueeernennn. 72
Figura 8 :  Efeito do BAY 41-2272 (10,0 uM) sobre os niveis intracelulares de
GMPc em células THP-1 apds 48 horas de incubagfo..........c.eeevveervieeniieeniieinieennne. 73
Figura 9 :  Efeito do BAY 41-2272 (10,0 uM) sobre os niveis intracelulares de
AMPc em células THP-1 apds 48 horas de incubacao........ccccveeeeeeeniveeniiieeniieenieeens 74

xxiii



XX1V



RESUMO
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Investigamos os efeitos do BAY 41-2272 (5-cyclopropyl-2- [1-(2-fluoro-benzyl)-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-yl]-pyrimidin-4-ylamine) sobre a atividade do sistema NADPH
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase e expressao do gene CYBB que
codifica seu componente principal, a proteina gp91-phox , simultaneamente aos niveis
intracelulares de GMPc (cyclic guanosine-3’, 5 -monophosphate) e AMPc (cyclic
adenosine-3’, 5’-monophosphate) em células mielomonociticas humanas THP-1.

Estas células foram pré-incubadas com Zaprinast (ZAP; 10,0 uM) durante 30 minutos e
depois tratadas com BAY 41-2272 (10,0 uM) por 6, 12, 24 e 48 horas, ou BAY 41-2272
(0,3 a 10,0 uM) por 48 horas na presenca ou auséncia de ODQ (100,0 uM) e/ou ZAP (10,0
uM).

Células tratadas com BAY 41-2272 nas concentracdes de 0,3, 1,0 e 3,0 uM por 48 horas
sem o pré-tratamento com ZAP também mostraram aumento na liberacdo de superéxido
(69,7 £ 22,1% P<0,05; 88,6 £ 9,0% P<0,01 e 105,3 + 15,0% P<0,001, respectivamente).
Células pré-incubadas com ZAP (10,0 uM) e tratadas com BAY 41-2272 durante 48 horas
apresentaram aumento significativo da libera¢do de superdxido nas concentragdes de 3,0 e
10,0 uM (95,6 £ 15,2% P<0,01 e 64,6 £+ 18,8% P<0,05, respectivamente). A incubacdo com
ZAP (10,0 uM) ou ODQ (100,0 uM) por 48 horas nao produz alteragdes significativas na
liberacdo de superdxido. As células incubadas com BAY 41-2272 (3,0 uM) apresentaram
aumento significativo na liberacdo de superéxido quando pré-incubadas com ZAP (10,0
uM; 45,4 + 3,3% P<0,01) e em associacdo com ODQ (100,0 uM; 31,8 + 2,0% P<0,05),
SNAP (100,0 uM; 54,5 + 4,1% P<0,05), L-NAME (100,0 uM; 62,2 + 9,8% P<0,05), SQ

22.536 (100,0 uM; 63,3 + 2,1% P<0,01), Forscolina (30,0 uM; 35,6 + 1,5% P<0,05) ou
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Iloprost (3,0 uM; 22,5 + 0,9% P<0,01), mostrando que essas drogas nao interferiram na
liberacdo de superéxido provocado pelo BAY 41-2272.

Observamos aumento na expressao da gp91-phox em células THP-1 tratadas com BAY 41-
2272 (3,0 uM) sozinho (73,0 = 3,5% P<0,01, expressao relativa), BAY 41-2272 (1,0, 3,0 e
10,0 uM) na presenca de ZAP (10,0 uM; 181,4 + 21,4 P<0,05; 257,0 + 43,5% P<0,01 e
214,6 + 30,9% P<0,05, respectivamente) e BAY 41-2272 (3,0 uM) na presenca de IBMX
(0,5 mM; 55,8 £ 0,6% P<0,01).

Células THP-1 pré-incubadas com ZAP (10,0 uM) e a seguir com BAY 41-2272 (10,0 uM)
por 6, 12, 24 ou 48 horas apresentaram aumento significativo nos niveis intracelulares de
GMPc (345,1 + 16,1% P<0,001; 556,5 + 36,8% P<0,001; 273,4 + 13,4% P<0,001 e 231,1 +
41,2% P<0,001, respectivamente), enquanto as células incubadas com BAY 41-2272 nas
concentracoes de 3,0 e 10,0 uM durante 48 horas, também com pré-incubadas com ZAP,
apresentaram aumento significativo nos niveis intracelulares de GMPc (74,5 + 9,4%
P<0,05 e 284,7 + 25,0% P<0,01, respectivamente).As células incubadas com BAY 41-2272
(0,3, 1,0, 3,0 e 10,0 uM) por 48 horas também apresentaram aumento significativo nos
niveis intracelulares de AMPc (47,9 + 1,8% P<0,01; 40,2 + 2.1% P<0,05; 49,1 + 2,2%
P<0,01 e 58,5 +4,7% P<0,001, respectivamente).

Concluimos que o composto BAY 41-2272 causou aumento significativo na liberagcdo de
superdxido e na expressao da gp91-phox em células mielomonociticas humanas THP-1. A
elevacdo dos niveis intracelulares de GMPc e AMPc também foram significativas
sugerindo que estes nucleotideos possam estar envolvidos pelo menos em parte na
regulacdo transcricional do sistema NADPH oxidase em células mielomociticas humanas

imaturas.
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We investigated the effects of the BAY 41-2272 (5-cyclopropyl-2- [1-(2-fluoro-benzyl)-
1H-pyrazolo[3,4-b] pyridin-3-yl]-pyrimidin-4-ylamine) on the NADPH (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) oxidase system, gene expression of gp91-phox, cGMP
(cyclic guanosine-3’, 5’-monophosphate) levels, and cAMP (cyclic adenosine-3°, 5’-
monophosphate) levels, in the human myelomonocytic. THP-1 cells. These cells were pre-
incubated for 30 min. with Zaprinast (ZAP; 10.0 uM) followed by treatment with BAY 41-
2272 (10.0 uM) for 6, 12, 24 and 48 h, or BAY 41-2272 (0.3 to 10.0 uM) for 48 h in
presence or absence of ODQ (100.0 uM) and/or ZAP (10.0 uM).

Pre-incubation with ZAP and treatment with BAY 41-2272 significantly increases the
superoxide release when these cells were exposed to this agent for 48 h in the concentration
of 3.0 and 10.0 uM (95.6 + 15.2% P<0.01 and 64.6 + 18.8% P<0.05, respectively). Cells
treated with BAY 41-2272 in the concentrations of 0.3, 1.0 and 3.0 uM for 48 h in the
absence of ZAP were also able to markedly increase the superoxide release (69.7 + 22.1%
P<0.05; 88.6 £ 9.0% P<0.01 and 105.3 + 15.0% P<0.001, respectively). THP-1 cells treated
only with ZAP (10.0 uM), and ODQ (100.0 uM) for 48 h did not influence the superoxide
release. THP-1 cells pre-incubated with ZAP (10.0 uM; 45.4 + 3.3% P<0.01) in association
with ODQ (100.0 uM; 31.8 + 2.0% P<0.05), SNAP (100.0 uM; 54.5+4.1% P<0.05), L-
NAME (100.0 uM; 62.2 £+ 9.8% P<0.05), SQ 22,536 (100.0 uM; 63.3 £+ 2.1% P<0.01),
Forskolin (30.0 uM; 35.6 = 1.5% P<0.05) or Iloprost (3.0 uM; 22.5 + 0.9% P<0.01), all in
presence of BAY 41-2272 (3.0 uM) showed a significant increase on superoxide release.
BAY 41-2272 (3.0 uM) also increased gp91-phox gene expression by THP-1 cells (73.0 +
3.5% P<0.01, relative expression). BAY 41-2272 (1.0, 3.0 and 10.0 uM) in the presence of

ZAP (10.0 uM) (181.4 +21.4% P<0.05; 257.0 = 43.5% P<0.01 and 214.6 + 30.9% P<0.05,
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respectively) or BAY 41-2272 (3.0 uM) in the presence of IBMX (0.5 mM) (55.8 £ 0.6%
P<0.01) also increased gp91-phox gene expression.

Treatment of THP-1 cells with BAY 41-2272 (10.0 uM) for 6, 12, 24 or 48 h caused a
significant increase in the cGMP levels (345.1 = 16.1% P<0.001; 556.5 + 36.8% P<0.001;
273.4 £+ 13.4% P<0.001 and 231.1 + 41.2% P<0.001, respectively), while BAY 41-2272
alone, at 3.0 or 10.0 uM during 48 h also caused an increase in cGMP levels (74.57 + 9.4%
P<0.05 and 284.7 + 25.0% P<0.01, respectively). BAY 41-2272 (0.3, 1.0, 3.0 and 10.0 uM)
for 48h also elevated cAMP levels in THP-1 cells (47.9 + 1.8% P<0.01; 40.2 + 2.1%
P<0.05; 49.1 + 2.2% P<0.01 and 58.5 + 4.7% P<0.001, respectively). Our findings show
that BAY 41-2272 caused a significant increase on the superoxide release and gp91-phox
gene expression by THP-1 cells. The elevation of cGMP and cAMP levels have also

showed, that they may be involved at least in part in these intra-cellular mechanisms.
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1. INTRODUCAO
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1.1. Os Fagocitos

Para a primeira linha de defesa do organismo contra microrganismos como
bactérias, fungos ou parasitas ser efetiva, ¢ preciso a participacao de células do sistema
imunologico denominadas fagocitos (BURG & PILLINGER, 2001).

O sistema fagocitico compreende dois grupos principais de células: os fagocitos
mononucleares (mondcitos e macrofagos teciduais) e os granuldcitos (neutrofilos,
eosinofilos e basofilos). Os fagdcitos mononucleares possuem vida média de 1 a 3 dias no
compartimento intravascular e atuam principalmente como células residentes, os
macrofagos, em certos tecidos, como pulmao, figado, peritonio e bago, onde podem
permanecer por meses ou até anos. Ao contrario, os granuldcitos permanecem na corrente
sanguinea em média 6 a 8 horas, até encontrarem sinais quimiotaticos especificos que
promovam a adesdo ao endotélio, diapedese e migragdo para os locais onde exista invasdo
de agentes patogénicos. Outra caracteristica que diferencia estes dois grupos de células ¢ a
capacidade de replicagdo de monocitos € macrofagos, em contraste aos granulécitos, que
nao se replicam, seja na circulagdo ou nos tecidos. Para exercerem seu papel imunoprotetor,

os fagodcitos sdo munidos de um sistema enzimatico denominado NADPH oxidase.
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1.2. Sistema NADPH oxidase
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Figura 1 Representagdo esquematica do Sistema NADPH oxidase com seus principais
componentes: gp91-phox e p22-phox ligados a membrana celular formando o citocromo
bsss; p67-phox, p47-phox, p40-phox e a proteina rac presentes no citoplasma do fagdcito. A
ativacao do Sistema ocorre com a fosforilagdo da p47-phox seguida do agrupamento de
todos os componentes junto ao citocromo bssg reduzindo o oxigénio molecular (O,) levando

a formagao do superdxido (Oy).
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A classica NADPH (“reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate™)
oxidase tem um papel central na acdo microbicida e defesa do hospedeiro. O sistema
NADPH oxidase consiste em duas subunidades enzimaticas ligadas & membrana, uma
glicoproteina de 91-kDa (gp91-phox) e uma proteina de 22-kDa (p22-phox). A gp91-phox,
também denominada Nox 2, possui seis dominios de membrana, carrega dois hemes, e
contém um sitio de ligagdo da NADPH. Esta glicoproteina interage com a p22-phox
formando um complexo chamado citocromo bsss (BRANDES & KREUZER, 2005). O
sistema ¢ constituido também pelas proteinas p47-phox, p67-phox e p40-phox, que sao
encontradas no citosol dos fagocitos e rac2, uma proteina citosolica tipo ras (BURG &
PILLINGER, 2001). A ativacdo dos fagocitos leva a associagdo dos componentes deste
complexo enzimatico, iniciando o fendmeno da explosao respiratdria.

A vital importancia deste sistema enzimatico ¢ ilustrada numa desordem genética
humana denominada doenga granulomatosa cronica (DGC), imunodeficiéncia primaria
associada a infec¢des recorrentes graves por bactérias e fungos. Estes pacientes apresentam
atividade microbicida defeituosa, resultado da baixa producao de superdxido, secundaria a
mutagdes que afetam componentes do sistema NADPH oxidase (HOLMES et al., 1966;
HOLMES et al., 1967; ROOS et al., 1996; BABIOR, 2004; EL-BENNA et al., 2005).

A DGC foi descrita como uma entidade clinica em 1957, a qual acometia criangas
do sexo masculino com pneumonia, linfadenite e abscessos localizados em diferentes areas
(BERENDES et al.,, 1957, LANDING & SHIRKEY, 1957; BRIDGES et al., 1959).
Clinicamente caracteriza-se como imunodeficiéncia grave e rara (incidéncia estimada em
1/250.000 nascidos vivos por ano), de manifestacio precoce, na qual os quadros infecciosos

por bactérias como Staphylococcus aureus e bacilos gram-negativos, ¢ fungos como
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Aspergillus, Candida e Nocardia, ocorrem predominantemente em locais considerados
barreiras naturais do organismo (SEGAL et al., 1982; TAUBER et al., 1983).

O defeito molecular da DGC reside na auséncia, baixa expressao ou mal
funcionamento de um dos componentes do sistema NADPH oxidase. Assim, na forma
ligada ao sexo (X-DGC), ¢ afetada a cadeia pesada do citocromo bssg, no caso, 0
componente gp91-phox (56% dos casos) (DINAUER et al., 1987). Nas formas
autossomicas recessivas (A-DGC) ¢ afetado um dos componentes citosolicos da NADPH
oxidase, respectivamente a p47-phox ou p67-phox (33% e 5% dos casos) (CLARK et al.,
1989); ou ainda a cadeia leve do citocromo bssg , 0 componente p22-phox (6% dos casos)
(PARKOS et al., 1988; DINAUER et al., 1990).

Sabemos que os pacientes com DGC melhoram apds tratamento com IFN-y. O
mecanismo de acdo, inicialmente atribuido a regulagdo positiva da NADPH oxidase e
iINOS, ndo se confirmou. Portanto o mecanismo de a¢do do IFN-y na DGC permanece
obscuro.

Foi investigada a modulagdo na liberagdo de NO (nitrito e nitrato) pela terapia com
o IFN-y em pacientes com DGC, tentando-se correlacionar com os beneficios decorrentes

do tratamento, o que ndo foi confirmado, mantendo assim a diivida sobre como o IFN-y
protege os pacientes com DGC das infec¢gdes (CONDINO-NETO et al., 1996). Porém, foi
demonstrado em leucdcitos provenientes também de pacientes com Doenga Granulomatosa
Cronica, que estes liberam NO (molecular) normalmente. Pode-se considerar assim que a
caracteristica fundamental desta doenca ¢ a auséncia da produgdo de superéxido, secundaria

a defeitos moleculares geneticamente determinados. Concluiu-se entdo que a explosdo
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respiratoria pelo sistema NADPH oxidase ndo ¢ essencial para a sintese de NO, em
leucocitos humanos (AHLIN et al., 1999).

Combinagdes de IFNs e agentes que induzem aumento de AMPc intracelular, assim
como colera toxina, prostaglandina E1, forscolina e isoproteranol induziram diferenciagao,
avaliado pela reducdo do NBT (nitrobluetetrazoliun) e maturagdo morfoldégica como
receptores Fc, de células mielomonociticas humanas U937 e THP-1 e em linhagem

mieloblastica humana ML-1 (IWANAMI et al., 1990).

1.3. Oxido Nitrico (NO)

As enzimas responsaveis pela sintese de NO enddgeno, sdo denominadas NO-
sintases (NOS) consideradas dioxigenases, na medida que incorporam oxigénio molecular
ao nitrogénio guanidino terminal da L-arginina.

Sao descritas trés isoformas de NOS, entre elas a NO-sintase neuronal (nNOS, ou
NOS1), a NO-sintase induzivel (iNOS, ou NOS2) e a NO-sintase endotelial (eNOS, ou
NOS3). As isoformas nNOS e eNOS s3o também conhecidas coletivamente como NOS-
constitutiva (cNOS). Isto porque, diferente de iNOS, elas geralmente existem como
proteinas expressas constitutivamente e reguladas por fluxo de calcio (MACMICKING et
al., 1997). Sua expressdo ndo ¢é restrita somente aos neurdnios ou células endoteliais. As
isoformas de NOS sdo ativas somente como homodimeros. A dimerizagdo requer
calmodulina, e incorporagao de heme. Para nNOS e iNOS, os dimeros sdo, além disso,
estabilizados por tetrahidrobiopterina (BH4), que € um dos cofatores de NOS e do substrato

L-arginina (STUEHR, 1999).
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Essas trés isoformas catalisam a mesma reagdo, na conversao de L-arginina e
oxigénio molecular para N-hidroxyl-L-arginina, além da producgdo de Citrulina e NO. Elas
diferem principalmente em suas regulagdes, amplitudes e duragdo da produgdo de NO.
Também diferem em sua distribuicdo celular (MACMICKING et al., 1997; STUEHR,
1999).

A atividade de NOS ¢ determinada por varios mecanismos, muitos deles
controlados por estimulos imunoldgicos. Esta bem definido, por exemplo, a interagdo de
NO com a guanilato ciclase soluvel (GCs), embora uma grande por¢do de NO formado no
tecido vascular seja retirado ou neutralizado pela hemoglobina (CHAKRAVORTTY et al.,
2001; CHAN et al., 2001; KRISTOF et al., 2001).

Em linhagem celular mielomonocitica humana, U937, foram detectados mRNA e
proteinas de eNOS. A enzima ativa ¢ dependente de Ca®" e calmodulina e resulta em
acimulo de GMPc sugerindo que estas células possuem uma outra enzima, a GCs
(ROMAN et al., 1997).

Em experimento envolvendo macrofagos de medula 6ssea (BMDMg) de ratos
“knock out” para eNOS, foram mostrados evidéncias na importancia da enzima NOS-
constitutiva (no caso eNOS) na ativagao fisiopatologica destas células, as quais mostraram
consideravel diminui¢do da atividade de NF-kB e na producdo de NO apds ativacio
induzida por LPS (CONNELLY et al., 2003).

O NF-xB ¢ um ativador transcricional de genes envolvidos na inflamacgdo, sendo
inativado quando ligado a proteinas citoplasmaticas 1kB. Muitos estimulos induzem a
fosforilacdo e degradacao de IkB, e desse modo permitem ativacdo e translocagdo do NF-

kB ao nucleo celular. O NO pode aumentar ou diminuir a atividade NF-«xB dependendo de
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sua concentragdo, do tipo celular e de co-estimulos (KOLB & KOLB-BACHOFEN, 1998;
KRONCKE et al., 1998). Em cardiomi6citos, doadores de NO aumentam a atividade do
NF-kB e induzem a expressao de um gene receptivo ao NF-kB em um modelo GMPc¢/PKG
dependente. Nestas células, o GMPc (guanosina-3’, 5’-monofosfato ciclico) induz
fosforilacdo e degradagdo de IkB-alfa, e fosforilacdo direta de 1kB-alfa por PKG in vitro
(SPIECKER et al., 1998).

Existem varias vias de transducdo de sinais onde o NO estd envolvido, importantes
na regulagdo cardiovascular, gastrointestinal, sistema nervoso central (SNC) e periférico
(SNP), e sistema imunologico (MONCADA et al., 1991; ROMAN et al.,, 1997;

VANUFFELEN et al., 1998; HOBBS, 1997; CONNELLY et al., 2003).

1.4. Nucleotideos Ciclicos (GMPc e AMPc)

A enzima guanilato ciclase solivel (GCs) ¢ um heterodimero composto de duas
subunidades, uma o e outra § (HOBBS, 1997), com massas moleculares de 77 e 70 kDa,
respectivamente (KOESLING et al.,, 1991). Cada subunidade cont¢ém um dominio
regulatorio N-terminal (grupo prostético heme e regido de dimeriza¢do) e um dominio
catalitico C-terminal. A expressao das duas subunidades ¢ necessaria para a atividade
catalitica (HARTENECK et al., 1990; BUECHLER et al., 1991). Esta enzima é expressa no
citoplasma de quase todas as células de mamiferos, age como principal receptor intracelular
para 6xido nitrico (NO) e promove a forma¢ao do segundo mensageiro GMPc (guanosina-

3’, 5’-monofosfato ciclico), o qual estd envolvido em inimeras fungdes celulares via
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interacdo com proteina-quinases especificas, canais ionicos e fosfodiesterases (PDEs)
(HOBBS & IGNARRO, 1996; HOBBS, 1997).

O NO ativa a enzima GCs por ligar-se diretamente ao grupo heme formando um
complexo heme-ferronitrosil. A ligacao entre a His105 axial e o ferro, resulta num anel
onde o NO liga-se na quinta posi¢do e cria uma mudanga conformacional na GCs
(TRAYLOR & SHARMA, 1992). A presenca do grupo prostético heme € necessaria para
ativacao da GCs pelo NO (GERZER et al., 1982; IGNARRO et al., 1982; OHLSTEIN et
al., 1982). O grupo heme corresponde a um anel de cinco membros, contendo quatro
atomos de nitrogénio que circundam um atomo de ferro na posi¢do central, o qual pode
encontrar-se como Fe2+ (forma reduzida) ou Fe3+ (forma oxidada). O quinto membro do
anel na GCs ¢ um ligante axial imidazolico na posi¢cdo His105 (STONE & MARLETTA,
1994). A mutacdo deste aminoacido, localizado proximo ao N-terminal da subunidade 1,
determina a incapacidade da GCs ligar-se ao grupo heme, resultando numa enzima
insensivel ao NO (WEDEL et al., 1994).

A ativacdo da GCs causa elevagdo nos niveis intracelulares de GMPc, o qual ¢
clivado a partir do trifosfato de guanosina (GTP) pela enzima (RAPOPORT et al., 1983).
Embora, sejam propostos varios mecanismos para um aumento nos niveis de GMPc
induzido pelo NO (WALDMAN & MURAD, 1987).

Estudando o sistema NO-GCs-GMPc, pode-se identificar varias substancias
classificadas em dois grupos: os que inibem a degrada¢do de GMPc como os inibidores da
fosfodiesterase 5 (PDES), entre eles o sildenafil e o zaprinast; e os que elevam os niveis de

GMPc através da ativagdo direta da GCs, por sua vez representados pelo NO e os
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compostos doadores de NO, entre eles a nitroglicerina, nitroprussiato de sédio (SNP) e o S-
nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP) (GORDGE et al., 1998; BRIONI et al., 2002).

O aumento nos niveis de GMPc, induz seletivamente a expressao do receptor de IL-
12 beta2 (IL-12R[2) e ndo de IL-4R nas células T, levando a uma proliferacao seletiva de
linfécitos Th1 (NIEDBALA et al., 2002). A seletividade e a participacdo do GMPc usado
nestes processos abre ainda mais os caminhos para investigagdes sobre um possivel papel
do NO na modulagdo imunologica (NIEDBALA et al., 2002).

Em macréfagos murinos, foi verificado o efeito do NO derivado de eNOS na
expressdo de genes reguladores pro-inflamatorios devido a ativagdo de GCs e produgdo de
GMPc. A deficiéncia de eNOS pode ser reproduzida com inibidores de GCs usando 1H-
(1,2,4) oxadiazolo (4,3-a) quinoxalin-1-one (ODQ) e revertida com um novo ativador de
GCs nao dependente de NO, o componente 5-cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-yl]-pyrimidin-4-ylamine (BAY 41-2272 ) (STASCH et al., 2001).

Com isso, GMPc mostra ser uma molécula mensageira chave em inumeros
processos celulares envolvidas na resposta imunologica como a diferenciagdo, quimiotaxia,
proliferacdo e liberacdo de mediadores imunoldgicos (KOBIALKA & GORCZYCA,
2001).

Outro segundo mensageiro conhecido e estudado ¢ o AMPc (adenosina-3’, 5°-
monofosfato ciclico), formado pela conversdo de trifosfato de adenosina (ATP) em AMPc
por ativacdo da enzima adenilato ciclase (AC) diretamente ou indiretamente via ativacao da
proteina G acoplada ao receptor de membrana (GPCR), podendo também ser regulado

pelas fosfodiesterases especificas para sua degradacao.
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O AMPc esta envolvido em diversos mecanismos, como na ativagao das proteinas
quinases A, regulacdo de diversos processos celulares, proliferagdo e diferenciagao,
condensagdo e descondensagao da cromatina, regulagdo dos mecanismos de transporte
intracelular, fluxo de ions e controle de exocitose de células epiteliais polarizadas. AMPc ¢
a primeira via intracelular a transportar sinais B-adrenérgicos no sistema cardiovascular e
em tecidos adiposos. E também envolvido na regulagdo da esterdidogénese e¢ fungdes
reprodutivas assim como na modulagdo de respostas imunologicas (TASKEN &
AANDAHL, 2004).

O tratamento de células mielomonociticas humanas com agentes que promovem o
aumento nos niveis de AMPc intracelular mostrou que este segundo mensageiro promove a
diferenciagdo e maturagdo celular (SUNDSTROM & NILSSON, 1976; OLSSON &
BREITMAN, 1982; OLSSON et al., 1982; CHAPLINSKI & NIEDEL, 1982; OLSSON et
al., 1983; LASKIN et al., 1990; KLOS et al., 1992).

Um fator de transcrigdo importante na regulacdo de alguns genes do sistema
imunolégico ¢ o CREB-1 (Cyclic AMP response element binding protein-1). O CREB-1
liga-se ao CRE, sitio no DNA cuja seqiiéncia ¢ TGANNTCA, como homo- ou
heterodimero em associacdo com membros da familia de proteinas (ATF ), incluindo ATE-
1 e elemento modulador responsavel pelo AMPc, assim como c-Jun, membro da familia
AP-1. (MONTMINY et al., 1986; HAI & CURRAN, 1991). Multiplas vias de sinalizagdo,
incluindo proteina quinase A AMPc-responsiva, proteina quinase C, CaM quinases II e IV
dependentes de célcio/calmodulina, e uma quinase RSK2 Ras dependente de serina/tirosina,
medeiam fosforilagdo e ativacdo de CREB-1 em diferentes tipos celulares (HAGIWARA,

1996; MUTHUSAMY & LEIDEN, 1998).

46



Muitas vezes o CREB-1 estd envolvido na regulagao negativa de alguns genes, mas
foi identificado o papel diferencial do CREB-1 em multiplos estdgios do desenvolvimento

das células B e maturacao funcional in vivo (CHEN et al., 2006).

1.5. BAY-41-2272

O componente YC-1 (3-(5’-hydroxymethyl-2-furyl)-1-benzyl-indazole) foi descrito
como um ativador da GCs independente de NO capaz de relaxar musculo liso in vitro,
reduzir a pressdo sanguinea in vivo e inibir agregacao plaquetaria in vitro (MULSCH et al.,
1997; FRIEBE & KOESLING, 1998). BAY 41-2272 (5-Ciclopropil-2-{1-(2-fluor-benzil)-
1H-pirazol[3,4-b]piridin-3-il } -pirimidin-4-ilamina)e seu andlogo, BAY 41-8543, sdo
moléculas com caracteristicas e mecanismo similares ao YC-1. Foram recentemente
descritas como ativadores especificos de GCs, porém sendo muito mais potentes e
desprovidas de atividade inibitéria sobre fosfodiesterases (STASCH et al., 2001; STASCH
et al., 2002).

Estes estudos sugeriram a existéncia de um novo sitio regulatério independente de
NO na GCs localizado na regido cisteina 238 e cisteina 243 da subunidade-a; da enzima
(STONE & MARLETTA, 1994; BECKER et al., 2001; STASCH et al., 2001). Nao se trata
de uma droga doadora de NO, mas sim de um composto que se liga a GCs num sitio
alostérico da enzima, na subunidade al. Esta regido modula a atividade catalitica e a
responsividade do ligante acoplado ao grupamento heme (MARTIN et al., 2001) e tem sua

atividade intensificada na presenca do NO (BRIONI et al., 2002).
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A atividade do BAY 41-2272 sobre a GCs ¢ independente de NO, porém ambos
apresentam sinergismo revelado pelo aumento nos niveis intracelulares de GMPc.
Experimentos in vitro demonstraram uma potente ativagdo da GCs pelo BAY 41-2272 nas
concentragdes de 0,1 nM a 100,0 uM. Esta estimulagdo foi potencializada na presenga de
doador de NO 2-(N,N-dietilamina)-2-6xido diazendato (DEA/NO; 1 uM) (STASCH et al.,
2001). Em estudos utilizando-se GCs desprovidas de grupamento heme, o0 BAY 41-2272
ndo foi capaz de ativar a enzima. Portanto, a ativagdo da GCs pelo BAY 41-2272 ¢ NO-
independente, porém heme-dependente (STASCH et al., 2001). Além de elevar niveis de
GMPc, BAY 41-2272 também ¢ capaz de elevar os niveis intracelulares de AMPc,
provavelmente via ativagdo direta ou indireta da enzima AC (adenilato ciclase), descrito em
eosinofilos, e que mostraram inibigdo na quimiotaxia induzida por fMLP (THOMAZZI et
al., 2005).

Estudos prévios mostraram que o componente original YC-1 inibiu fungdes diretas
de neutrofilos humanos via AMPc dependente de proteina quinase A (HWANG et al,,
2003). Porém, em macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMpg) de ratos incubados
com inibidor de GCs (ODQ), BAY 41-2272 (0,1 a 30,0 uM) e LPS 100 ng/ml, demonstrou-
se que a expressdo de iINOS ¢ dependente de BAY 41-2272 de forma dose dependente
(GARTHWALITE et al., 1995; CONNELLY et al., 2003). O efeito potencial de geracdo de
GMPc foi revertido pelo ODQ (10,0 uM), confirmando a importancia da GCs na regulagdo
da ativagdo em macréfagos. Um aumento similar na produgdo de GMPc foi também
observado na auséncia de LPS, somente na presengca do BAY 41-2272 (10,0 uM)
(CONNELLY et al., 2003). Na presenga de inibidores de NOS, como L-NAME, o efeito

maximo do YC-1 ¢ diminuido em células endoteliais, o que indica a existéncia de uma agao

48



sinérgica sobre a GCs entre o YC-1 e o NO enddgeno liberado pelas células endoteliais
(WOHLFART et al., 1999). BAY 41-2272 ¢, portanto, uma ferramenta farmacologica
diferenciada das agdes do NO dependente e independente de GMPc, e efeitos dependentes
de AMPc, sem seus efeitos citotoxicos, revelando um amplo potencial terapéutico.
Investigamos o efeito do BAY 41-2272 sobre o sistema NADPH oxidase em células
mielomonociticas humanas, THP-1, analisando possiveis vias intracelulares envolvendo

GMPc, AMPc e NO.
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2. OBJETIVOS
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Avaliar os efeitos do BAY 41-2272 sobre o Sistema NADPH oxidase em células
mielomonociticas humanas, THP-1. Quantificando apos os tratamentos:

- Liberagao de Superoxido;

- Expressao da gp91-phox.

- Niveis intracelulares de GMPc e AMPc;
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Condicoes de cultura celular

As células mielomonociticas humanas da linhagem THP-1 (TSUCHIYA et al.,
1980; TSUCHIYA et al., 1982; TSUCHIYA et al., 1986) foram cultivadas (0,5 a 1,0 x 10°
células / ml) em meio completo RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF (soro bovino
fetal; v / v) inativado pelo calor (56°C por 30 minutos), L-glutamina (2,0 mM), penicilina
(100 U / ml) e estreptomicina (100 pg / ml), e mantidas a 37°C em atmosfera imida na
presenca de 5% CO, por periodo inferior a 30 dias, em condigdes livres de endotoxina (<10
pg/ml). A contagem e a viabilidade celular foram avaliadas por exclusdo utilizando o

corante azul de Tripano.

3.2. Tratamentos farmacologicos

Em todos os tratamentos farmacologicos as células foram mantidas em frascos de
cultura celular (75 ou 50 ml), e os farmacos diluidos na sua concentragao final de acordo
com o volume do meio de cultura nos frascos.

Células THP-1 incubadas com interferon-gama (IFN-y; 100 U / ml) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a; 1000 U / ml) por 48 horas foram usados para o controle
positivo dos ensaios envolvendo liberagdo de superoxido e expressao da gp91-phox. Abaixo

listamos os farmacos utilizados nesta pesquisa e seus respectivos mecanismos de acao:
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ZAP (zaprinast): inibidor das fosfodiesterases 5, 6 ¢ 9 impedindo a degradacdo de
GMPc;

ODQ (1H-[1,2,4] oxidiazolo[4,3-a] quinoxaline-1-one): inibidor da enzima GCs
(guanilato ciclase);

IBMX: inibidor inespecifico de fosfodiesterase;

SQ 22.536 (9-(tetrahydro-2-furanyl) adenine): inibidor da enzima AC (adenilato
ciclase);

L-NAME (N®-nitro-L-arginine metyl éster): inibidor inespecifico de NO-sintases;
SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamine): doador de NO;

Forscolina (7B-Acetoxy-la, 6B, 9a-trihydroxy-8, 13-epoxy-labd-14-en-11-one):
inibidor de PDE4 também descrito como ativador da enzima AC;

Iloprost (analogo da prostaciclina): ativador da enzima AC;

Para o ensaio de liberagdo de superdxido, células THP-1 foram tratadas com BAY

41-2272 (0,3 a 10,0 uM) por 48 horas com ou sem pré-incubagcdo com Zaprinast (ZAP;

10,0 uM) 30 minutos antes da adi¢do do BAY 41-2272. Em outro grupo de experimentos,

células THP-1 foram pré-incubadas com L-NAME (100,0 uM), ODQ (100,0 uM), SQ

22.536 (100,0 uM), SNAP (100,0 uM), Forscolina (30,0 uM) ou Iloprost (3,0 uM) antes da

adicao de BAY 41-2272 (3,0 uM) (todas receberam ZAP 10,0 uM 30 minutos antes).

Para o ensaio de extracdao e dosagem de nucleotideos ciclicos, células THP-1 foram

incubadas com inibidores de fosfodiesterases (PDEs) ZAP (10,0 uM; especifico para

GMPc) ou 3-isobutyl-1-methyl-xanthine (IBMX; 0,5 mM; inespecifico mas visando AMPc)

por 30 minutos na cultura antes da adicdo de BAY 41-2272. As suspensdes celulares (0,5 a

54



1,0 x 10° células / ml) foram incubadas com BAY 41-2272 (10,0 uM) por 6, 12, 24 ¢ 48
horas ou BAY 41-2272 (0,3 a 10,0 uM) por 48 horas, pré-incubadas com os respectivos
inibidores de PDEs. Em outro grupo, células THP-1 foram pré-incubadas por 10 minutos
com ODQ (100,0 uM) e com ZAP (10,0 uM) antes da adi¢cao de BAY 41-2272 (0,3 a 10,0
uM) durante 48 horas para dosagem de GMPc. O doador de NO, SNAP (100,0 uM), e
ativadores da adenilato ciclase, Iloprost (3,0 uM) e Forscolina (30,0 uM) foram usados
como controles positivos nos ensaios envolvendo GMPc e AMPc, respectivamente.

Para a extragdo de mRNA e realizagdo dos ensaios de expressdo génica da gp91-
phox, células THP-1 foram incubadas somente com BAY 41-2272 (0,3 a 10,0 uM) por 48
horas, ou pré-incubadas com ZAP (10,0 uM; 30 minutos antes de adicionar BAY 41-2272),
ou entdo pré-incubadas com IBMX (0,5 mM; 30 minutos antes de adicionar BAY 41-
2272). Em outro grupo de experimentos, células foram pré-incubadas somente com ZAP
(10,0 uM) ou pré-incubadas também com L-NAME (100,0 uM), ODQ (100,0 uM), SQ
22.536 (100,0 uM), SNAP (100,0 uM), Forscolina (30,0 uM) ou Iloprost (3,0 uM) antes da

adicao de BAY 41-2272 (3,0 uM).

3.3. Dosagem de Superoéxido

A liberagdo de superoxido foi avaliada pela superoxido dismutase (SOD), um
inibidor especifico da reducao do citocromo c (horse heart), ensaio descrito por (MCCORD
& FRIDOVICH, 1969), modificado por (CONDINO-NETO et al., 1993; CONDINO-
NETO et al., 1996). As células foram incubadas com phorbol 12-myristate 13-acetate

(PMA; 30,0 nM) na presenca de citocromo ¢ (80,0 uM) na presenca ou auséncia de SOD
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(60 U / ml) a 37 °C durante 60 minutos. A absorbancia dos sobrenadantes foi monitorada
em espectrofotometro (550 nm; DU Series 500, Beckman). As quantidades totais de
superéxido liberado foram calculadas usando um coeficiente de extingdo de 21.100 M
cm . Os resultados foram expressos em nmol de superdxido liberado por 10° céls por hora

(nmol O,/ 10° céls / hora).

3.4. Extracao e Dosagem de GMPc e AMPc

Apbs tratamentos das células THP-1, a reagdo foi interrompida pela adi¢ao de etanol
absoluto gelado para uma concentragdo final de 67% (v / v), as amostras foram agitadas
vigorosamente manualmente por 30 segundos. Essas amostras foram entdo incubadas no
gelo por 30 minutos antes de centrifugar a 4000x g por 30 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
foram coletados e reservados, e os precipitados foram lavados com etanol acidificado (0,5
ml 67%; v / v) antes de nova centrifugagdo a 14000x g por 5 minutos em temperatura
ambiente. Os sobrenadantes destes lavados foram coletados e adicionados aos primeiros
sobrenadantes, ¢ em seguida secos em banho-maria a 55-60°C sob fluxo de nitrogénio e
estocados a —20°C até o ensaio de dosagem de GMPc ou AMPc. Estes foram dosados
usando os respectivos kits comerciais da Cayman, de acordo com os fabricantes
(PRADELLES et al., 1989; MAXEY, 1992). Os resultados foram expressos em

concentragio de GMPc em fmol por ml por cada 10° células ((GMPc] fmol / ml/ 10° céls).
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3.5. Expressao génica da gp91-phox

Os niveis de mRNA que codificam a gp91-phox foram determinados por analise
relativa pelo ensaio de transcricdo reversa seguida de reagao de polimerase em cadeia (RT-
PCR) usando o kit QuantumRNA™ Classic II 18S kit (Ambion Inc., TX, USA). Esta
técnica utiliza dois pares de oligonucleotideos iniciadores em cada reagdo, um para
amplificar o cDNA de interesse e outro para amplificar o controle interno (RNAr 18S). No
entanto, como o controle interno ¢ abundante, ¢ importante que a eficiéncia da amplificacao
do controle interno (18S) esteja sendo observada na mesma intensidade da amostra alvo.
Para solucionar este problema, o kit prové um limitador (competimero) que modula a
eficiéncia da amplificagdo do controle interno, o qual consiste de um oligonucleotideo
modificado em seu extremo 3’, que bloqueia parcialmente a extensdo pela DNA
polimerase, quando adicionado na reacdo do controle interno na devida proporgao,
permitindo a comparacao da amplificagdo na mesma faixa de variabilidade linear.

O RNA total das células THP-1 foi isolado de 1 x 10" células. As células foram
lavadas uma vez com Hank’s 1X gelado, e o RNA total foi extraido usando um reagente
comercial TRIzol® (Gibco BRL, MD, USA; 1 ml / 1 x 10’ céls) e quantificado em luz
ultravioleta (UV) em espectrofotometro (260/280 nm; DU Series 500, Beckman) e
estocados a —80°C até seu uso (MANIATIS, 1990). As amostras de cDNA foram
sintetizadas a partir de 2 pg de RNA total usando o sistema de Transcricdo Reversa com
primers hexameros randomicos (5 pM; Amersham) em uma mistura de 20 uL contendo
tampao RT (Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 1 mM), dNTP’s 250 uM cada

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Invitrogen); 5 mM DTT (Invitrogen); 28,4 U de inibidor de
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RNase (RNAguard™; Amersham); e 200 U da enzima transcriptase reversa (M-MLV
[Moloney Murine Leukemia Virus] RT; kit Superscript ™ II Reverse Transcriptase,
Invitrogen) (CONDINO-NETO & NEWBURGER, 2000). Os seguintes primers foram
usados para determinar niveis de mRNA por PCR: amplificacdo de 415 pb de produto final,
sense, 5'- CTC TAG AGC ATG AGG GGC TCT CCA TTT TTG TCA - 3’ e antisense, 5'-
CGG GAT CCC GAG TTC AGA GAG TGC TAC TGA ATA A - 3" (400 nM cada; gp91-
phox 32F / 443R, Invitrogen; GenBank - cddigo de acesso NM 000397); amplificacdo de
324 pb de produto final (40 nM par de primers 18S, 360 nM competimero 18S; kit da
Ambion Inc). Para a reagdo do PCR foram usados num volume final de 25 ul os seguintes
reagentes com as concentragdes finais: tampao PCR (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI1 50
mM), MgCl, 1,5 mM, dNTP’s (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) 250 uM de cada,
oligonucleotideos (forward e reverse) 400 nM de cada especificos para o gene em estudo e
2,5 U de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen) durante 30 ciclos de desnaturagdo
(15 s; 95-C), anelamento (30 s; 63-C), e extensdo (45 s; 72:C) com uma extensdo de 7
minutos a 72°C apds ultimo ciclo. As reagdes foram corridas em gel de agarose 1,5%
corados com brometo de etideo (1 pg / ml; Gibco BRL, USA) e os produtos visualizados e
analisados pelo software (ImageMaster v2.0) por iluminacdo UV (Imagemaster VDS,
Pharmacia Biotech). A densitometria das amostras do gene alvo gp91-phox foram

normalizadas com o controle interno, 18S, um gene de expressdo constitutiva.
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3.6. Materiais

BAY 41-2272 foi doado pela Pharma Research Center, Bayer AG (Wuppertal,
Germany). DMSO, Forscolina, IBMX, SQ 22.536, Citocromo ¢, PMA, SOD, Brometo de
Etideo, Tripsina ¢ RPMI 1640 foram comprados da Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.). L-
NAME, SNAP, ODQ, Zaprinast (ZAP) foram comprados da Calbiochem (Germany). TNF-
o ¢ IFN-y recombinante humano foram comprados da R & D Systems Inc. Trizol
(TRIzol®), Inibidor de Rnase (RNAguard™), Pares de primers (gp91-phox), Superscript™
II RT (M-MLV) e Taq polimerase foram comprados da Invitrogen. QuantumRNA™
Classic II 18S kit foram comprados da Ambion Inc. (TX, USA). Primers hexdmeros
randomicos foram comprados da Amersham Biosciences (U.S.A.). Kits para dosagem de
GMPc e AMPc foram comprados da Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, U.S.A)).

Iloprost foi amigavelmente fornecido pela Schering (Germany).

3.7. Analise Estatistica

Os dados foram representados como a média + erro padrdo da média (SEM) e

submetidos a analise de varidncia (ANOVA) seguidos do teste de Tukey. Foram

considerados significativos valores com P<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Efeito do BAY 41-2272 na liberacao de superéxido pelas células THP-1

O tratamento de células THP-1 com BAY 41-2272 (10,0 uM; n=5) (37°C, 5% CO,)
pré-incubadas com ZAP (10,0 uM) durante 6, 12, 24 e 48 horas causou aumento
significativo na liberagdo de superoxido por estas células comparados aos respectivos
controles (ZAP sozinho) somente no tratamento com incubacdo de 48 horas (122,1 + 14,7%
P<0,05) (Figura 2). A incubagdo somente com ZAP nao provocou nenhum efeito sobre a
liberacao de superoxido (Figura 2). Células THP-1 incubadas somente com BAY 41-2272
(0,3 a 10,0 uM; n=5) durante 48 horas produziram aumento significativo na liberagcdo de
superoxido nas concentragdes de 0,3, 1,0 e 3,0 uM comparadas ao grupo basal (69,7 +
22,1% P<0,05; 88,6 = 9,0% P<0,01 ¢ 105,3 = 15,0% P<0,001, respectivamente); porém,
células pré-incubadas com ZAP (10,0 uM) e posteriormente incubadas com BAY 41-2272
durante 48 horas, liberaram quantidades significativas de superoxido nas concentragdes de
3,0 e 10,0 uM (95,6 + 15,2% P<0,01 e 64,6 = 18,8% P<0,05, respectivamente) comparadas
aos respectivos controles (Figura 3). O doador de NO, SNAP (100,0 uM; 48 horas) pré-
incubadas com ZAP, ndo provocou efeito significativo sobre a liberagdo de superoxido
(Figuras 2 e 3). O aumento na liberacdo de superdxido observado apos tratamento das
células com BAY 41-2272 (pré-incubadas com ZAP) foi prevenido por pré-tratamento (10
minutos antes da adi¢do do BAY) com ODQ (100,0 uM) (Figura 3). Em pré-incubacdes das
células com ODQ (100,0 uM), SNAP (100,0 uM), L-NAME (100,0 uM), SQ 22.536
(100,0 uM), Forscolina (30,0 uM) ou Iloprost (3,0 uM) e incubagdo com BAY 41-2272
(3,0 uM) durante 48 horas, todas pré-incubadas com ZAP (10,0 uM), elevaram
normalmente a liberagdo de superdxido comparadas aos respectivos controles (31,8 £+ 2,0%
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P<0,05; 54,5 + 4,1% P<0,05; 62,2 + 9,8% P<0,05; 63,3 £ 2,1% P<0,01; 35,6 £ 1,5%
P<0,05 e 22,5 + 0,9% P<0,01, respectivamente) porém, essas drogas ndo causaram nenhum
efeito estimulatorio adicional ou inibitorio na liberacdo de superoxido se comparadas aos
tratamentos somente com BAY 41-2272 e ZAP (45,5 + 3,3% P<0,01) (Figura 4). A
associacdo de IFN-y (100 U / ml) e TNF-a (1000 U / ml) no tratamento de um grupo de

células em paralelo foi usado como um controle positivo do ensaio (Figuras 2, 3 ¢ 4).

62



69 3 ZAP
EEE ZAP + BAY 41-2272
s EEE ZAP + SNAP *
= B IFN-y + TNF-a
7/]
D 44
&
o
[—
o
~ 3-
'
-
2 24
I .
1_
0

Basal

6 12 24 48 h

Figura 2 O efeito do BAY 41-2272 sobre a liberacdo de superdxido por células THP-1
apo6s curso temporal de 6, 12, 24 ou 48 horas de incubacdo. As suspensoes celulares (1 x
10° células / ml) foram incubadas com BAY 41-2272 na concentracdo de 10,0 uM, pré-
incubadas com ZAP (10,0 uM; colunas azuis). As colunas amarelas representam células
incubadas somente com ZAP, e a coluna branca representa as células sem nenhum
tratamento, grupo basal. O tratamento com SNAP (100,0 uM; 48 horas) e pré-incubacao
com ZAP esta representado pela coluna verde. A associagdo de IFN-y (100 U / ml) e TNF-
a (1000 / U) durante 48 h, esta representado pela coluna preta. Os resultados sdo expressos
em nmol O,/ 10° células / hora, apresentados como média + erro padrio médio. *P<0,001

comparado ao grupo basal; “P<0,05 comparado ao respectivo controle (zaprinast sozinho)

(n=5).
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Figura 3 O efeito do BAY 41-2272 sobre a liberacdo de superdxido por células THP-1
apos 48 horas de incubacdo. As suspensdes celulares (1 x 10° células / ml) foram incubadas
somente com BAY 41-2272 nas concentragdes de 0,3 a 10,0 uM, na auséncia de ZAP e
ODQ (colunas amarelas), com BAY 41-2272 ou SNAP (100,0 uM) pré-incubadas com
ZAP (10,0 uM; colunas azuis) ou pré-incubadas com ODQ (100,0 uM) mais BAY 41-2272
ou SNAP, também pré-incubadas com ZAP, sdo representados por colunas laranjas, e
células sem BAY 41-2272 ou SNAP sdo representados pelos controles. A associagdo de
IFN-y (100 U / ml) e TNF-a (1000 / U) durante 48 horas, esta representado pela coluna
preta. Os resultados sdo expressos em nmol O, / 10° céls / hora, apresentados como média
+ erro padrao médio. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 comparados ao grupo basal;

"P<0,05 ¢ "P<0,01 comparados ao respectivo controle (zaprinast sozinho). (n=5).
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Figura 4 Efeito do BAY 41-2272 em associacado com ODQ (100,0 uM), SNAP (100,0
uM), L-NAME (100,0 uM), SQ 22.536 (100,0 uM), Forscolina (30,0 uM) e Iloprost (3,0
uM) sobre a liberacdo de superoxido por células THP-1 apoés 48 horas de incubagdo. As
suspensdes celulares (1 x 10° células / ml) foram incubadas com BAY 41-2272 (3,0 puM) e
pré-incubadas com as respectivas drogas, todas pré-incubadas com ZAP (10,0 uM; colunas
azuis), as colunas amarelas representam células sem tratamento com BAY 41-2272. A
associacdo de IFN-y (100 U / ml) e TNF-a (1000 / U) durante 48 horas, esta representada
pela coluna preta. Os resultados sdo expressos em nmol O, / 10° células / hora,
apresentados como média + erro padrao médio. *P<0,05, **P<0,01 comparados aos

respectivos controles (ZAP e respectivas drogas); ***P<(0.001 comparado ao grupo basal.

(n=5)
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4.2. Efeito do BAY 41-2272 na expressao da gp91-phox em células THP-1

O tratamento de células THP-1 incubadas somente com BAY 41-2272 (0,3 a 10,0
uM; n=3) durante 48 horas provocou aumento significativo na expressao da gp91-phox
somente na concentracdo de 3,0 uM (73,0 £ 3,5% P<0,01) comparado ao grupo basal.
Células pré-incubadas com ZAP (10,0 uM; 30 minutos antes da adi¢do de BAY) e posterior
incubacdo com BAY 41-2272 durante 48 horas, provocaram aumento significativo na
expressao da gp91-phox nas concentragdes de 1,0, 3,0 e 10,0 uM (181,4 + 21,4% P<0,05;
257,0 £ 43,5% P<0,01 e 214,6 + 30,9% P<0,05, respectivamente) comparadas ao controle
(ZAP sozinho), e células pré-incubadas com IBMX (0,5 mM; 30 minutos antes da adi¢ao
de BAY) e posterior incubacdo com BAY 41-2272 provocaram aumento significativo na
expressao da gp91-phox somente na concentracdo de 3,0 uM (55,8 + 0,6% P<0,01)
comparadas ao controle (IBMX sozinho) (Figura 5). Em pré-incubagdes com ODQ (100,0
uM), SNAP (100,0 uM), L-NAME (100,0 uM), SQ 22.536 (100,0 uM), Forscolina (30,0
uM) ou Iloprost (3,0 uM) e incubagdo com BAY 41-2272 (3,0 uM) durante 48 horas nao
causaram nenhum efeito adicional na expressao do gene. Porém, nas incubagdes sem BAY
41-2272, somente com SNAP (100,0 uM), houve diminui¢do significativa da expressdao da
gp91-phox (148,3 + 8,9% P<0,01), enquanto que Forscolina e Iloprost, também com pré-
incubagao com ZAP, (sem BAY 41-2272) provocaram aumento significativo na expressao
do gene (83,9 + 12,2% P<0,01 e 62,4 + 9,2% P<0,01, respectivamente) representados na

Figura 6. A associagdo de IFN-y (100 U / ml) e TNF-a (1000 U / ml) no tratamento de um

66



grupo de células em paralelo foi usado aqui novamente como um controle positivo do

ensaio (P<0,001) (Figuras 5 ¢ 6).
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Figura 5 Efeito do BAY 41-2272 na expressao da gp91-phox em células THP-1. As quais
foram incubadas durante 48 horas somente com BAY 41-2272 (0,3 a 10,0 uM; colunas
amarelas) ou pré-incubadas com Zaprinast (ZAP; 10,0 pM; colunas azuis), ou pré-
incubadas com IBMX (0,5 mM; colunas laranjas). A associagdo de IFN-y (100 U / ml) e
TNF-ao (1000 / U) durante 48 horas, esta representada pela coluna preta. A expressdo
relativa do gene da gp91-phox ¢é apresentada como média + erro padrdo. *P<0,05 e
#*¥P<(,01 comparados ao respectivo controle (ZAP sozinho); “P<0,01 e "P<0,001
comparados ao grupo basal; +P<0,01 comparado ao respectivo controle (IBMX sozinho)

(n=3).
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Figura 6 Efeito do BAY 41-2272 em associagdo com ODQ (100,0 uM), SNAP (100,0
uM), L-NAME (100,0 uM), SQ 22.536 (100,0 uM), Forscolina (30,0 uM) e Iloprost (3,0
uM) na expressdo da gp91-phox por células THP-1 apos 48 horas de incubagdo. As
suspensdes celulares (1 x 10° células / ml) foram tratadas com BAY 41-2272 (3.0 pMm)
incubadas com as respectivas drogas e todas pré-incubadas com ZAP (10,0 uM; colunas
azuis), ¢ as colunas amarelas representam células sem o tratamento com BAY 41-2272.
Células sem nenhum tratamento sdo representadas pelo grupo basal (coluna branca). A
associacdo de IFN-y (100 U / ml) e TNF-a (1000 / U) durante 48 horas, esta representada
pela coluna sélida. A expressao relativa do gene da gp91-phox ¢ apresentada como média +
erro padrio. “P<0,01 comparados ao respectivo controle (ZAP sozinho); ***P<0,001

comparado ao grupo basal. (n=4).
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4.3. Efeito do BAY 41-2272 nos niveis intracelulares de GMPc ¢ AMPc em células

THP-1

Células THP-1 foram inicialmente pré-incubadas com ZAP (10,0 uM) e entdo
incubadas com BAY 41-2272 (10,0 uM; n=3 em triplicata) durante 6, 12, 24 e 48 horas. A
Figura 7 mostra que BAY 41-2272 provoca aumento significativo nos niveis intracelulares
de GMPc comparado ao respectivo controle (ZAP sozinho) em todos os tempos de
incubagado (6, 12, 24 e 48 horas; 345,1 = 16,1% P<0,001; 556,5 + 36,8% P<0,001; 273,4 +
13,4% P<0,001 e 231,1+ 41,2% P<0,001, respectivamente). A incubagdo das células
somente com ZAP ndo provocou nenhum efeito significativo sobre os niveis intracelulares
de GMPc em todos os tempos (Figura 7). Células THP-1 pré-incubadas com ZAP e
posteriormente incubadas com BAY 41-2272 (0,3 a 10,0 uM; n=3) durante 48 horas
provocaram aumento significativo nos niveis intracelulares de GMPc somente nas
concentragoes de 3,0 e 10,0 uM (74,57 = 9,4% P<0,05 e 284,7 £ 25,0% P<0,01,
respectivamente) comparadas ao controle (ZAP sozinho) (Figura 8). Nas células pré-
incubadas com IBMX (0,5 mM) houve um aumento significativo nos niveis intracelulares
de AMPc em todas as concentragdes de BAY 41-2272 (0,3, 1,0, 3,0 e 10,0 uM; 47,9 +
1,8% P<0,01; 40,2 + 2,1% P<0,05; 49,1 £ 2,2% P<0,01 e 58,5 + 4,7% P<0,001,
respectivamente) comparados ao controle (IBMX sozinho) (Figura 9). O pré-tratamento (10
minutos antes da adicdo de BAY) com ODQ (100,0 uM) previniu o aumento nos niveis de
GMPc observado apds tratamento com BAY 41-2272 (0,3, 1,0 3,0 e 10,0 uM) (343,7 +
0,04% P<0,001; 153,1 + 1,9% P<0,001; 83,9 + 1,6% P<0,001 e 49,3 + 2,6% P<0,01,

respectivamente) e SNAP (204,0 + 3,5% P<0,001) (Figura 8). O doador de NO, SNAP
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(100,0 u™m), foi usado como um controle positivo, € mostrou ser capaz de aumentar os
niveis intracelulares de GMPc apo6s 48 horas de tratamento (Figuras 7 e 8; P<0.001 e
P<0.01, respectivamente). Forscolina (30,0 uM) e Iloprost (3,0 uM), foi usado como um
controle positivo e mostrou ser capaz de promover o aumento dos niveis intracelulares de
AMPc apods 48 horas de tratamento (30,0 = 1,0% P<0,01 e 29,2 + 1,4% P<0,01,

respectivamente) (Figura 9).
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Figura 7 Efeito do BAY 41-2272 (10,0 uM) sobre os niveis intracelulares de GMPc em
células THP-1 apds 6, 12, 24 e 48 horas de incubacdo. As suspensdes celulares (1 x 10°
células / ml) foram incubadas com BAY 41-2272 (10,0 uM) e pré-incubadas com ZAP
(10,0 uM; colunas azuis). Colunas amarelas representam células incubadas somente com
ZAP. O controle positivo € representado pelas células incubadas com SNAP (100,0 uM; 48
horas) pré-incubadas com ZAP, e esta representado pela coluna preta. Os niveis
intracelulares de GMPc estio expressos em [GMPc] fmol / ml / 1 x 10° células, e

y g ~ # .
apresentados como média + erro padrdo. "P<0,001 comparado aos respectivos controles

(ZAP sozinho) (n=6).
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Figura 8 Efeito do BAY 41-2272 sobre os niveis intracelulares de GMPc em células THP-
1 apbs 48 horas de incubagdo. As suspensdes celulares (1 x 10° células / ml) foram
incubadas com BAY 41-2272 (0,3 a 10,0 uM) ou SNAP (100,0 uM) pré-incubadas com
ZAP (10,0 uM; colunas azuis) ou em associagdo com ODQ (100,0 uM; 10 minutos antes da
adicdo de BAY; colunas verdes). Células incubadas somente com ZAP ¢ representado
como grupo controle, e células sem nenhum tratamento sdo representadas pelo grupo basal
(coluna branca). Os niveis intracelulares de GMPc estao expressos em [GMPc] fmol / ml /
1 x 10° células, e apresentados como média + erro padrdo. *P<0,05, **P<0,01 comparados
ao respectivo controle (ZAP sozinho); “P<0,01, "P<0,001 comparados aos respectivos

controles (n=6).
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Figura 9 Efeito do BAY 41-2272 (10,0 uM) sobre os niveis intracelulares de AMPc em
células THP-1 apos 48 horas de incubacfo. As suspensdes celulares (1 x 10° células / ml)
foram incubadas com BAY 41-2272 (0,3 a 10,0 uM), Forscolina (30,0 uM) ou Iloprost (3,0
uM) pré-incubadas com IBMX (0,5 mM) sdo representadas pelas colunas azuis. Células
incubadas somente com IBMX sao representadas pelo grupo controle (coluna amarela). Os
niveis intracelulares de GMPc estdo expressos em [GMPc] fmol / ml / 1 x 10° células, e

apresentados como média + erro padrao. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 comparados ao

controle (IBMX sozinho) (n=4)
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5. DISCUSSAO
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Demonstramos neste estudo que BAY 41-2272 exibe um efeito estimulatorio na
liberacao de superoxido e na expressdo da gp91-phox em células THP-1, o qual foi
acompanhado por aumento significativo nos niveis intracelulares de GMPc e AMPc.

Sabemos que o NO se liga ao grupo heme da GCs, ativando a enzima e catalisando
a conversdo de GTP a GMPc (LUCAS et al.,, 2000). Em plaquetas humanas, SNAP
provocou a producdo de altos niveis de GMPc comparado ao SNP, ambos sdo capazes de
liberar grandes quantidades de NO (GORDGE et al., 1998). Também foi demonstrado,
contrastando nossos resultados, que NO é um potente inibidor da expressio de NADPH
oxidase, um efeito mediado por mecanismo dependente de GMPc (MUZAFFAR et al.,
2004). O doador classico de NO, S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP) libera NO por
mecanismos altamente dependentes de determinados componentes de um sistema, por
exemplo, a concentragdo de tiol reduzido e metais de transi¢do. (DICKS & WILLIAMS,
1996; SINGH & SOMMER, 1996).

Em experimentos envolvendo migragao de neutrdfilos induzida por azida, sugere-se
que essa migracao seja mediada via GMPc e proteina-quinases dependentes de GMPc, pois
¢ reduzida na presenca de inibidores de GMPc e de proteina-quinases GMPc-dependentes
(VANUFFELEN et al., 1998).

Estudos utilizando Angeli’s salt (AS), mostraram aumento dos niveis de GMPc
intracelular (VANUFFELEN et al., 1998). O papel do GMPc na migragao de neutrofilos
induzida por NO e AS foi investigado usando um numero de inibidores da via de
transducdo de sinal do GMPc e novamente foi reduzida por esse tratamento. Estes
resultados deixam claro que a ativacdo de GCs, e subseqiiente aumento dos niveis de GMPc
e ativacdo das proteina-quinases GMPc-dependente estdo envolvidos na acentuagdo da

migragdo de neutrofilos (VANUFFELEN et al., 1998).
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Embora nao seja um doador de NO, BAY 41-2272 gera quantidades significativas
de GMPc, pois ativa a enzima GCs através de um sitio distinto daquele utilizado pelo NO
(BECKER et al., 2001; STASCH et al., 2001; STRAUB et al., 2001; STASCH et al.,
2002). Por outro lado, um recente estudo demonstrou que os efeitos do BAY 41-2272 sobre
plaquetas humanas sdo devido ao sinergismo de sensibilizagdo da GCs NO-sensivel e
inibi¢do de PDE-5 (MULLERSHAUSEN et al., 2004), mas é contrariado em outro estudo,
também com plaquetas (BISCHOFF & STASCH, 2004). BAY 41-2272 mostrou ser um
potente vasodilatador in vitro de anéis aorticos e da artéria safena de coelhos (STASCH et
al., 2001; STRAUB et al., 2001; STRAUB et al., 2002), corpos cavernosos de humanos e
coelhos (BARACAT et al., 2003; BISCHOFF et al., 2003; KALSI et al., 2003), e musculo
liso de parede vaginal e clitoral de coelhos (CELLEK, 2003). Além disso, este componente
reduz a pressdo arterial média em ratos normotensos e hipertensos, tem atividade
antiplaquetaria in vitro e prolonga o tempo de sangramento em cauda de ratos (STASCH et
al., 2001; STRAUB et al., 2001; STRAUB et al., 2002; HOBBS & MONCADA, 2003).
Em modelos de caes com falha congestiva do coragdo, BAY 41-2272 aumentou a producao
cardiaca e preservou a filtragdo glomerular sem ativar o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (BOERRIGTER et al., 2003). Todos estes efeitos do BAY 41-2272 sao
atribuidos a estimulagdo da enzima GCs independente de NO e sensibilizagdo da GCs por
NO endogeno.

O componente ODQ inibe a atividade de GCs estimulada pelo NO (GARTHWAITE
et al., 1995) e tem sido extensivamente usado para estudar a funcdo da via de transducao
NO-GMPec. O efeito inibitorio de ODQ sobre GCs estimulado por NO ¢ devido a mudangas
no estado de oxidacdo de heme, sem afetar a atividade catalitica da enzima (ZHAO et al.,

2000). Em experimentos realizados com BAY 41-2272, o ODQ falhou na redugdo do
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estimulo da enzima GCs purificada (STASCH et al., 2001), e sozinho reduziu parcialmente
o relaxamento de corpos cavernosos induzido pelo BAY 41-2272 (BARACAT et al., 2003).
Porém, em nossos estudos em células THP-1, o aumento nos niveis de GMPc induzido pelo
BAY 41-2272 (0,3 a 3,0 uM) foi altamente prevenido por pré-incubagao com ODQ (100,0
uM) e parcialmente no tratamento com BAY 41-2272 a 10,0 uM, mas falhou na inibi¢do da
liberacao de superdxido e expressdao da gp91-phox induzido por BAY 41-2272. Baseado
nas observacdes que ODQ e YC-1 (componente original do BAY 41-2272) ligam-se a GCs
levando a uma perturbagdo conformacional na estrutura secundaria da enzima
(KOSARIKOV et al., 2001), sugerimos que em cé¢lulas THP-1, ao lado da oxidagao de
heme da GCs, ODQ tem um mecanismo alostérico por interferir na ligacdo de BAY 41-
2272.

Elevagdo nos niveis intracelulares de AMPc pode ser obtido por ativagdo direta da
enzima adenilato ciclase (AC) ou indiretamente via receptores de proteinas G acoplados a
membrana, assim como prevenindo a hidrolise de AMPc pelas fosfodiesterases
(EZEAMUZIE, 2001). Prostaglandina I, ou prostaglandina E, aumenta niveis de AMPc e
suprimem a quimiotaxia de eosinofilos humanos (TENOR et al., 1996). Além disso,
inibidores de PDE4 como o rolipram e Ro 20-1724 reduziram in vitro a quimitaxia de
eosinodfilos estimulados (ALVES et al., 1997) e in vivo infiltragdo de eosindfilos vias-aéreas
por desafio, expostos ao PAF ou IL-5 (LAGENTE et al., 1994a; LAGENTE et al., 1994b).
Um recente estudo mostrou que YC-1 inibiu fun¢des de neutréfilos humanos (geragao de
superoxido, liberacao de B-glucuronidase e p47-phox associado a membrana) e acelerou a
ressequestracdo do célcio citosélico em células humanas ativadas com fMLP por ativacao

direta da AMPc / proteina quinase A via independente de GMPc (HWANG et al., 2003).
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Em nosso estudo, BAY 41-2272 provocou aumento significativo nos niveis intracelulares
de AMPc em células THP-1 em incubagdes por 48h. O tratamento de U-937, uma linhagem
celular derivada de fluido pleural de um paciente com linfoma histiocitico difuso, células
mielomonociticas (SUNDSTROM & NILSSON, 1976), com agentes que elevam niveis
intracelulares AMPc como dB-cAMP, prostaglandina E,, ou colera toxina foi demonstrado
provocar diferenciagdo celular (OLSSON & BREITMAN, 1982; OLSSON et al., 1982;
OLSSON et al., 1983). Isto sugere que reacdes de fosforilagdo dependente de AMPc podem
modular a diferenciacdo de células mieldides humanas. Em outro estudo, dB-AMPc nas
concentragdes de 250-500uM rapidamente induziu diferenciagdo de células U-937 com
evidéncia de alteragdes morfologicas, expressdo de receptores e respostas funcionais de
células granulociticas (LASKIN et al., 1990). Foi reportado a expressdao de um receptor C3a
especifico em células U-937 diferenciadas com dB-AMPc, uma linhagem celular humana
mostrando muitas caracteristicas de um mondcito imaturo (KLOS et al., 1992). E possivel
que a diferenciacdo associado com elevados niveis de AMPc seja vinculada ao
desenvolvimento da linhagem granulocitica.

Portanto ¢ plausivel que AMPc antes que GMPc tenha um maior papel no efeito
estimulatério de BAY 41-2272 na liberagdo de superdxido e expressdo da gp91-phox em
células mielomonociticas humanas, THP-1. Mesmo assim, AMPc e GMPc gerados pelo
BAY 41-2272 nao afastam a possibilidade de ocorrer ao estimular o sistema NADPH
oxidase em células THP-1. Por outro lado, um sinergismo entre AMPc e GMPc leva a uma
inibi¢ao celular maxima reportado em plaquetas de coelho in vitro (LIDBURY et al., 1989).

Podemos citar também como possivel colaborador para os achados deste trabalho, o

fator de transcrigdo CREB-1 (Cyclic AMP response element binding protein-1), importante
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na regulagdo de alguns genes do sistema imunoldgico. CREB-1 liga-se ao CRE, um sitio
localizado no DNA (geralmente regides promotoras) composto da seqiiéncia TGANNTCA
como homo- ou heterodimero em associagio com membros da familia de proteinas (ATF)’
, incluindo ATF-1 e elemento modulador responsavel pelo AMPc, assim como membro da
familia AP-1 como c-Jun (MONTMINY et al., 1986; HAI & CURRAN, 1991). Multiplas
vias de sinalizagdo, incluindo proteina quinase A AMPc-responsiva, proteina quinase C,
CaM quinases II e IV dependentes de calcio/calmodulina, e uma quinase RSK2 Ras
dependente de serina/tirosina, medeiam fosforilagdo e ativagdo de CREB-1 em diferentes
tipos celulares (HAGIWARA, 1996; MUTHUSAMY & LEIDEN, 1998).

Por outro lado, CREB-1 ¢ descrito muitas vezes na regulacdo negativa de alguns
genes, como no estudo com macrofagos inibindo expressao de Akt e proliferacao celular,
mas foi identificado o papel diferencial, com regulacdo génica positiva, do CREB-1 em
multiplos estagios do desenvolvimento das células B e maturagdo funcional in vivo (CHEN
et al., 2006), permanecendo obscuro os mecanismos pela qual BAY 41-2272 atua na

ativagdo do sistema NADPH oxidase observados em neste estudo.
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6. CONCLUSOES
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BAY 41-2272 estimula a liberagao de superoxido, aumenta a expressao da gp91-
phox, um dos componentes principais do sistema NADPH oxidase e eleva os niveis
intracelulares de GMPc e AMPc em células de linhagem mielomonocitica humana, THP-1,
comportando-se como estimulo pro-inflamatorio quando ofertado cronicamente;

Drogas associadas ao BAY 41-2272 como, ODQ(100,0 uM) , SQ 22.536 (100,0
uM), L-NAME (100,0 uM) e SNAP (100,0 uM) nao provocaram nenhum efeito adicional
ou inibitorio na liberacao de superoxido, porém, L-NAME e SNAP sem a presenca de BAY
41-2272, inibiram a expressao da gp91-phox. Adicionalmente, Forscolina (30,0 uM) e
Iloprost (3,0 uM) provocaram aumento na expressao da gp91-phox, mesmo sem a presenga
de BAY 41-2272.

O significado desses achados com relagdo aos mecanismos de defesa contra

infeccdes encontra-se em investigagdo em nosso laboratdrio.
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