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1. RESUMO



Os fagocitos, dentre eles, macrofagos, granuldcitos e eosinofilos contém uma NADPH
oxidase associada a membrana, a qual produz superéxido e outros intermediarios do
oxigénio, os quais tém importante papel na defesa contra infecgBes. O colostro humano,
além de suas propriedades nutricionais, ¢ considerado uma importante fonte de fatores
imunoprotetores paraos neonatos. Os macréfagos do- colostro constituem parte “destes
fatores mmunoprotetores. O objetivo deste trabalho foi estudar a atividade do sistema
NADPH oxidase ¢ a expressio do gene CYBB, que codifica a glicoproteina gp91-phox, em
macrofagos do colostro humano, e comparé-las 4s de mondcitos do sangue periférico e
células mielomonociticas humanas THP-1. Tais células foram cultivadas com IFN-y e
TNF-o¢ durante 48 horas. A seguir, a liberagdo de superdxido foi determinada
espectrofotometricamente por meio da redugfo do citocromo ¢ especificamente inibida pela
superoxido dismutase. A expressdo do gene CYBB, que codifica o componente gp91-phox,
foi determinada por meio de RT-PCR quantitativo-relativo. Nossos resultados mostram que
a liberagio espontinea de superdxido por macréfagos do colostro foi superior 4 de
monocitos do sangue periférico. Contudo, ao serem estimulados com PMA e as citocinas
IFN-y ¢ TNF-0, macrofagos de colostro e mondcitos do sangue periférico apresentam
atividade NADPH oxidase equivalente. A liberagio de superéxido por macréfagos do
colostro e monocitos do sangue periférico foi sempre superior 4 de células THP-1, mesmo
sendo estas, estimuladas com PMA e as citocinas IFN-y e TNF-o. Tais citocinas
aumentaram a expressdo relativa do gene gp91-phox em células THP-1, mas ndo em
mondcitos de sangue periférico e em macrofagos do colostro. Desta forma, apds a cultura
com as citocinas, as células THP-1 passaram a apresentar expressio relativa do gene gp91-
phox semelhante as outras duas populactes, sem contudo, apresentar atividade NADPH
oxidase equivalente, demonstrando que a atividade NADPH oxidase final na linhagem
mielomonocitica humana € regulada em parte pela expressio do gene CYBB, é o produto de
diferentes eventos do metabolismo celular ¢ estad relacionada ao estado de diferenciagio

celular.
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2. INTRODUCAO

2.1. O Sistema NADPH Oxidase
Os fagocitos profissionais, como neutrofilos, eosindfilos, mondcitos e

macrofagos apresentam um fendmeno metabolico definido como "explosdo respiratoria”

liberados, como &nion superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, séo
| mlcrobxcldas, | mas ao mesmo tempo toxmos ao tecxdo clrcundante, mdzcando os.
importantes papéis dessa fungdo, na defesa do hospedeiro e na reagio inflamaténa (para
revisdo, Bastian & Hibbs, 1994; Abdalla, 2001). Apesar de suas propriedades destrutivas, o
superoxido e os radicais livres a ele relacionados, também podem estar envolvidos na
mediacio da diferenciag¢dio celular, ativagdo (Yang et al., 2000) e proliferagdo (Sauer et al.,
2001), o que pode explicar a geracido dessas substdncias também por fibroblastos (Meter et
al., 1989), hinfocitos B, células endoteliais (Yang et al., 2000) e plaquetas (Seno et al,
2001). O modo de acdo dos reativos intermediarios do oxigénio pode envolver a interagéo
direta com receptores especificos e/ou a ativagio redox das vias de sinalizagio como as
proteina-quinases, proteina-fosfatases e fatores de transcrigdo (para revisio, Sauer et al,
2001; Forman & Torres, 2002; Heerebeek et al., 2002).

A liberagio de reativos intermediarios do oxigénio por fagodcitos, resulta da
montagem e ativagio do sistema NADPH oxidase (nicotinamida dinucleotideo fosfato
oxidase — forma reduzida), uma enzima multicomponente que catalisa a doagiio de um
elétron ao oxigénio molecular transformando-o em superdxido (Rosst & Zatti, 1964; para
revisio, Abdalla, 2001; Leusen et al., 1996). O conhecimento sobre os componentes do
sistema NADPH oxidase, seus genes e suas relaches estruturais, avangou dramaticamente
nos Gltimos 15 anos. Seus componentes protéicos individuais e seus genes foram clonados
(Rover-pokora et al., 1986; Volpp et al., 1988; Nunoi et al., 1988; Leto et al., 1990; Dinauer
et al., 1990). O estudo da estrutura de suas proteinas e suas interagdes com a membrana
celular, permitiram propor um modelo de sua organizagio e associagdo durante a attvagio
dos fagocitos (Parkos et al., 1988; Jesaitis et al., 1990).

O sistema NADPH oxidase pode ser rapidamente ativado por uma variedade de

estimulos associados com as fungdes fagociticas (para revisio, Leusen et al., 1996; Segal &
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Shatwell, 1997). In vitro, estes estimulos dependem ou ndo da interagdo especifica com
receptores. Os estimulos receptor-dependentes tipicos sio o fragmento C5a do
complemento, o tripeptideo  quimiotitico N-formil-Met-Leu-Phe (fMLP) e
imunocomplexos. J4  os estimulos receptor-independentes incluem 4cidos graxos

insaturados de cadeia longa ¢ PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) (para revisio, Abdalla,

- 2001; Leusen et al., 1996). O PMA € um componente soluvel que ultrapassa a membrana

do fagbcito e ativa diretamente a proteina quinase C (PKC) (Mouithys-Mickalad et al.,
2001), a qual .pro{foca a fosforilagio do p47phox eo consequénte acoplameﬁto. dos fatores
citosOlicos da NADPH oxidase ao flavocitocromo bssg na membrana celular, levando a
ativacio da enzima e 4 producdo de dnion superdxido pela reduco univalente do O, (Wang
et al., 1997).

Esse sistema enzimatico responsavel pela produg@io de superoxido forma um
sistema de transporte de elétrons transmembrana que resulta na oxidagio do NADPH na
superficie citoplasmatica e na geragiio de super6xido na superficie externa da membrana
(para revisdo, Babior, 1984), expresso na seguinte reacio (para revisio, Abdalla, 2001;
Leusen et al., 1996):

20;+NADPH — 20; +NADP +H'

A NADPH oxidase retira elétrons do NADPH e os transporta via FAD (“flavin
adenine dinucleotide”) ¢ heme ao oxigénio molecular (para revisio, Abdalla, 2001; Segal &
Shatwell, 1997).

NADPH > Flavin (FAD) — Heme (Fe*") — 0, — Oy

O doador terminal de elétrons para o oxigénio é um flavocitocromo b
(cttocromo bssg), localizado primariamente na membrana plasmatica, sendo encontrado
também nos granulos secundéarios e gelatinase (Kjeldsen et al., 1993) ¢, em menor escala,
nas vesiculas secretoras.

O superéxido produzido, € na sequéncia convertido em perdxido de hidrogénio
(H20.), acido hipocloroso (HOCI) e outros produtos microbicidas (para revisio, Abdalla,
2001; Leusen et al., 1996; Halliwell, 1995).

O citocromo bssg é um heterodimero composto de uma glicoproteina de 91 kDa
(gp91-phox) e um polipeptideo de 22 kDa (p22-phox). Estad associado a uma proteina
chamada RaplA, quando ocorre a ativagio da NADPH oxidase (para revisio, Bastian &
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Hibbs, 1994, Leusen et al, 1996). Além do heterodimero citocromo b, quatro fatores
citosolicos (p47-phox, p67-phox, p40-phox e p21Rac) sfo necessarios para a atividade da
NADPH oxidase (para revisio, Bastian & Hibbs, 1994; Lacy et al., 1999).

Yagisawa et al (Yagisawa et al, 1996) mostraram que o conteudo das -
proteinas p22-phox, p47-phox e p67-phox € diretamente proporcional & atividade da enzima

NADPH "oxidase estimulada com PMA, que mosfroii ser maior em €osinofilos que em

neutrofilos, seguidos de monocitos e macrofagos alveolares, os quais apresentaram valores
equivaleﬁteé. Jaa protea’ilé. gp91-phox mostrou-se ndo ser um fator dose-limitante para a
atividade da explosgo respiratdria, pois de acordo com os resultados de Yagisawa, maior
quantidade dessa proteina é encontrada em macréfagos, seguidos de neutrofilos e
eosinofilos, os quais apresentam a mesma concentragio que os monocitos.

Os estudos sobre a especificidade tecidual e expressdo dos genes que codificam
as duas cadeias do flavocitocromo b, revelaram que o gene CYBB que codifica a gp91-phox
se expressa predominantemente ﬁos fagocitos, € o gene p22-phox se expressa
constitutivamente em varias linhagens celulares (Royer-pokora et al., 1986; Parkos et al.,
1988).

A gp91l-phox € uma proteina altamente glicosilada e contém locais de ligacdo
para FAD e NADPH (para revisdo, Bastian & Hibbs, 1994; Segal & Shatwell, 1997). Essa
proteina contém 570 aminoacidos, com quatro ou cinco hélices transmembrana e cinco
potenciais locais de glicosilagdo “N-linked” na regifio amino-terminal. Mutagdes no gene
que codifica a gp91-phox sfo responséveis pelos casos de doenga granulomatosa crnica
ligada ao cromossomo X, que € a forma mais comum desta doenga (cerca de 60% dos
casos). Defeitos no componente citosdlico p47-phox respondem pela maioria dos casos de
doenga granulomatosa crénica autossdmica recessiva (cerca de 30% dos casos). Defeitos
nos componentes p67-phox e p22-phox sfio de ocorréncia mais rara (cerca de 10% dos
casos). Defeitos no componente p40-phox ainda nfio foram relatados. (Volpp et al.,, 1988;
para revisdo, Leusen et al., 1996; Roos et al., 1996; Cross et al., 1996).

O gene gp9l-phox, motivo de nossa atividade de pesquisa, foi mapeado no
braco curto do cromossomo X, no segmento Xp21l.1 (Baehner et al, 1986), ocupa
aproximadamente 30kb do DNA genOmico e contém 13 exons, os quais variam de O,7 a7
kb em tamanho (Skalnik etwal., 1991). A analise estrutural da regio de 1,5 kb proximal ao
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flanco 5’terminal, revelou uma caixa CCAAT duplicada entre —106 ¢ —124 nt (numeragio
proximal ao sitio de inicio de transcrigio), bem como uma caixa TATA ndo consensual em
-30 nt (Skainik et al,, 1991). O promotor do gene gp91-phox ndo tem homologia com o
promotor de outros genes mieldides, como elastase do neutréfilo (Srikanth & Rado, 1994),

catepsina G (Heusel et al, 1991), receptor para o fator de crescimento de colbnias de

~ granuldcitos (G-CSF) (Smith et al., 1996), ou sitios de consenso para a ligagio de fatores

transcricionais associados a expressio génica da linhagem mielomoenocitica, como C/EBPa
ouPUl (Slmth etal, 1996 Scott et al, | 1994) Haumeiemento c.o.m. s.eqﬁénci.a. cbnserisual
de resposta ao IFN-y, mas ndo para o fator de necrose tumoral (TNF-a).

A anélise funcional do promotor do gene gp91-phox demonstrou varios
elementos regulatorios positivos € um repressor, que modulam sua atividade transcricional.
Estudos sobre duas familias com doenca granulomatosa cronica, revelaram que mutagdes
pontuais (55 ou —57 nt), reduziram dramaticamente a atividade transcricional do gene
gp9l-phox na maioria dos fagdcitos, exceto numa pequena subpopulagdo de células com
funcdo essencialmente normal (Newburger et al., 1994; Woodman et al, 1995). Tais
mutagdes impediam a ligagio de uma proteina detectada em experimentos “gel shift”, e
posteriormente caracterizada como um novo elemento regulatério transcricional,
denominado HAF-1 (“Hematopoietic-Associated Factor”), restrito as células
hematopoiéticas e necessario, mas ndo suficiente, para a indugfio do gene gp91-phox pelo
IFN-y (Eklund et al., 1995). Estudos adicionais (Eklund et al, 1996), demonstraram trés
elementos entre ~450 e —100 nt no promotor do gene gp91-phox com atividade ligante,
denominados BID-1, -2, e -3 (“Binding Increased During Differentiation”). Um elemento
transcricional repressor foi inicialmente identificado como uma interferéncia na atividade
ligante da CP1, causada por um grande complexo de DNA-proteina, em experimentos “gel
shif”, usando extratos nucleares de células que ndo expressam o gene gp91-phox, como
células ndo mieloides ou células HL-60 indiferenciadas (Skalnik et al., 1991). O repressor
foi identificado como uma proteina que desloca o elemento CCAAT, um repressor
transcritional amplamente distribuido (Superti-fuga et al, 1989). Estudos posteriores
demonstraram quatro sitios ligantes para a proteina que desloca o elemento CCAAT, cada

um intbindo a ligagdo e ativacfo transcricional de CP1 ou um dos fatores BID (Luo &
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Skalnik, 1996). Tais estudos contribuiram para o avango do conhecimento fundamental dos
mecanismos transcricionais na linhagem mielomonocitica humana.

Apbs ativagdo celular, ocorre fosforilagdo da p47-phox (para revisio, Leusen et
al.; 1996) em nove residuos de serina na sequéncia C-terminal, em particular nos residuos

303 e 304 (el Benna et al., 1994), e a exposi¢io dos dominios SH3 desta proteina, que

de baixo peso molecular se integram ao sistema NADPH oxidase fagocitico: a proteina
p21Rac (Kim and Dinauer, 2001) que normalmente se encontra complexada no citosol com
GDI (inibidor de dissociagdo), se dissocia desse complexo e interage com a p67-phox, o
que ¢ essencial para a interagio dessa proteina com o citocromo bss; € a rapl se associa ao
componente p22-phox na membrana (Quinn et al., 1989). Estas proteinas contribuem para a
estabilizagiio do complexo enzimitico e regulam sua atividade biologica (Gabig et al.,
1995; Knauss et al, 1995). Em seguida ocorre a translocagdo desses componentes
citosolicos para a membrana e a interagdo destes com o citocromo bsss (Abdalla, 2001;
Leusen et al., 1996). A interagdo das proteinas citosolicas com o citocromo bssg causa uma
alteragdo conformacional nas subunidades do flavocitocromo que leva ao transporte de
elétrons (Segal & Shatwell, 1997, Quinn et al., 1989, Abo et al, 1994). Um novo
componente citosdlico foi identificado e clonado. Trata-se da proteina p40-phox, a qual se
associa a p67-phox (Wientjes et al,, 1993; Zhan et al., 1996). Seu papel na atividade do
sistema NADPH oxidase ainda nfio foi totalmente esclarecido (Anexo).

Yang et al. (Yang et al, 2000) mostraram que as tirosina quinases
desempenham um importante papel na regulagdo da translocagdo dos componentes da
NADPH oxidase do local da sintese para a superficie celular.

Em fagocitos, o nivel de atividade da NADPH oxidase alcangado apos a
ativacdo celular é modulada por prévio tratamento com agentes moduladores, incluindo
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e uma variedade de citocinas, tais como IFN-y e
TNF-o (Newburger et al., 1991; Condino-Neto et al., 1998).

2.2. Interferon-y e Fator de Necrose Tumoral-a
O interferon-gama (IFN-y), ¢ uma citocina produzida por macrofagos, células

natural killer e linfocitos, que atua na resposta inflamatoria potencializando a apresentagdo
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de antigenos ¢ a liberacfio de citocinas inflamatorias (Badie et al., 2000), e aumenta a
liberagio por fagdcitos, de produtos como reativos intermediarios do oxigénio e 6xido
nitrico, que desempenham um importante papel na atividade antimicrobiana dessas células
(Condino-Neto et al., 1998; Cassatella et al.,, 1985; Cassatelia et al, 1990; Gessani &
Belardelli, 1998; Bar-Or, 2000). O IFN-y exerce suas fungbes através da ligagio a

receptores especificos da superficie celular, ativacio de moléculas sinalizadoras de
transdugio, e a consequente modulagido da expressdo génica (Ossina et al., 1997).

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-ot), que tem como principal fonte o
macrofago ativado (Chensue et al., 1988), apresenta fungSes imunumodulaténas (Schulze-
Osthoff et al., 1992) e pro-inflamatérias (Beyaert & Fiers, 1994; Azzawi & Hasleton,
1999), sendo que uma delas é ativar a producéo de espécies reativas do oxigénio (Liu et al.,
2000}, exercendo porém um efeito sinérgico quando associado ao IFN-y (Newburger et al,,
1991; Condino-Neto et al., 1998; Cassatella et al., 1985). Além disso, 0 IFN-y estimula a
expressdo dos receptores de TNF-a em muitos tipos de células, o que pode ser responsavel
em parte por esse sinergismo (Paul, 1999).

O TNF-a exerce seu efeito por meio da ligagdo e agrupamento a receptores
especificos de alta afinidade que estfio presentes na membrana plasmatica de quase todas as
linhagens celulares, ocasionando a sintese de citocinas e a geragdo de dnion superoxido
(para revisdo, Meier et al., 1989; Bevaert & Fiers, 1994; Heller & Kronke, 1994).

Newburger et al. (Newburger et al, 1991) mostraram que macrofagos e
granuldcitos respondem & incubag@io com IFN-y com o aumento da expressdo da cadeia
pesada do citocromo b, aproximadamente 12 e 4 vezes, respectivamente, o que esta de
acordo com o encontrado por Cassatela et al. (Cassatella et al., 1990). Em experimentos
com células monociticas humanas THP-1, Condino-Neto et al. (Condino-Neto et al., 1998)
mostraram que a cultura com IFN-y e o TNF-a, de maneira isolada ou em associagdo
induzem as células mielomonociticas THP-1 a se diferenciar e expressar atividade NADPH
oxidase, citocromo bssg, € a transcricdo dos genes que codificam os componentes gpS1-
phox e p47-phox da NADPH oxidase.

Além disso, Dusi et al. (Dusi et al, 2001) mostraram que a cultura de

mondcitos humanos com IFN-y ou TNF-q provoca um aumento na producdo de
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superoxido, o que € acompanhado pelo aumento paralelo da expressio de gp91-phox, p22-
phox e p47-phox, enquanto a expressdo de p67-phox e p40-phox se mantém malterada.

2.3. Mondécitos e Macroéfagos

O sistema fagocitico mononuclear ¢ formado por células que sdo de uma

linhagem comum e apresentam como funcfo priméaria a fagocitose. Essas células se
originam na medula Ossea (células tronco —> monoblastos), circulam no sangue
(mondcitos), € se tornam maduras e attvadas em varios tecidos (macrofagos). Séo definidas
como macrofagos no tecido conjuntivo, células microgliais no sistema nervoso central,
células reticulares nos 6rgdos linféides, osteoclastos no tecido Osseo, ceélulas de Kupfer no
figado, e macrofago alveolar no pulm&o (Abbas et al., 2000).

Mondcitos sdo descritos como precursores de macrofagos e células dendriticas
derivadas de monocitos, e apresentam uma grande capacidade de geracio de &nion
superoxido, o que demonstra seu forte potencial microbicida (Pabst et al., 1982).

Os monocitos do sangue ddo origem a macrofagos terminalmente diferenciados,
que ndo podem mais recircular ou reiniciar replicacio de DNA, a ndo ser de uma forma
limitada. Além disso, essas células tém longa vida e mantém a habilidade de sintetizar RNA
¢ proteinas em grande proporgdo, mesmo quando se encontram em um estado relativamente
quiescente, como células residentes (Paul, 1999).

A ativagdo de macréfagos envolve ainda alteragfes complexas na morfologia,
metabolismo ¢ fungfo. Aumento da morte microbiana, a caracteristica definitiva de
ativagdo, inclui alteragBes ndo so na atividade NADPH oxidase, mas também na cinética da
opsonizagdo e ingestdo mediada por receptores (Newburger et al., 1991).

No organismo, o crescimento e diferenciagiio dos macrofagos sdo estreitamente
regulados por fatores de crescimento especificos, como IL-3, CSF-1, GM-CSF, IL-4 e IL-
13, e inibidores, como IFN-a/B, TGF-B e LIF (leukemia inhibitory factor), que variam
consideravelmente na sua poténcia e seletividade (Paul, 1999). Ja a combinagio de
citocinas, in vitro, apresenta efeitos diferentes nos macrofagos em relagéo a soma das partes
(Newburger et al., 1991). A resposta de crescimento das células monociticas a um estimulo
extrinseco, diminui progressivamente e de forma marcante durante a diferenciagio de

células-tronco até o precursor de monoblastos, mondcitos e macrofagos. (Paul, 1999).
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2.4. Neonato e Aleitamento
O processo de desenvolvimento do sistema imune na crianga se inicia na vida
embriondria ¢ fetal e continua até a adolescéncia, quando atinge amadurecimento

semelhante ac do individuo adulto. Esta ontogenia repete a ﬁEogénia com respetto a

“sequéncia évolucionaria de aparecimenio das classes de imunoglobulinas” IgM ¢ a classe

predominante nos vertebrados mais primitivos e a primeira a ser produzida em humanos;

IgG ¢é a segunda classe elaborada durante a ontogenia; o sistema de anticorpos IgA aparece
como evento evoluciondrio restrito aos mamiferos e tem relevancia na defesa das
superficies mucosas contra a aderéncia e penetracio de inimeros patdgenos (para revisio,
Grumach, 2001).

A falta de exposigBo prévia aos antigenos determina que seja lento o
desenvolvimento extra-uterino de muitos componentes do sistema imune humano.Q recém-
nascido e o lactente possuem menor capacidade de responder aos antigenos do que as
criangas mais velhas e os adultos.

As infecgdes invasivas por virus ¢ bactérias encapsuladas tais como
Streptococcus pneumoniae, Haemophylus influenzae b e Neisseria meningitidis, ocorrem
com maior fregiiéncia em lactentes. A susceptibilidade a tais infecgGes aumenta com o grau
de prematuridade.

Para enfreniar esta imaturidade fisioldgica, a placenta realiza a transferéncia
passiva de IgG durante a gestago, € o leite materno, a transferéncia passiva de IgA, sendo
o unico alimento capaz de realizar a suplementacdo imunolégica do lactente. Examinar
este processo de interacio entre o desenvolvimento do sistema imune e a susceptibilidade
as infecgdes constitui uma tarefa prioritaria para o pediatra.

O sistemna imune inato € constituido por células apresentadoras de antigenos
(células dendriticas e de Langerhans), fagocitos profissionais (neutréfilos, mondcitos e
macrofagos), e células mediadoras da inflamac@o (mastdcitos, eosindfilos e basofilos).

Na fase inicial da infecgfo os neutréfilos, mondcitos e macrofagos ligam-se aos
microorganismos, o©os internalizam e destroem. Este processo desencadeia elevado

suprimento sangiliineo, aumento da permeabilidade capilar e migrac@o de leucocitos.
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Os neutrofilos, monocitos e linfécitos circulantes aderem e migram para os
tecidos através do endotélio dos capilares. Esta migrago é controlada pela interagdo entre
os ligantes da superficie dos leucocitos (adesinas: selectinas e B2-integrinas) e os receptores
correspondentes no endotélio ativado. Nos tecidos estas células realizam quimiotaxia,

reconhecimento inespecifico do antigeno, fagocitose e atividade microbicida, mediando,

deste modo, a resposta imune inata.

No recem—nasmdc 08 neutroﬁlos atlvados apresentam deﬁc1enc1a na expressao

.das mtegnnas e L-selectmas (B2 integrinas Ci)lla , CDI11b, CDllc CDIS) e na
reorganizagdo de estruturas do citoesqueleto, apoOs ligagdo dos fatores quimiotaticos do
soro aos receptores de membrana celular. Conseqiientemente, a adesio dos neutrofilos ao
endotélio é reduzida para 40%-45% daquela observada em adultos. A migracio também
esti diminuida ¢ a quimiotaxia deficiente é o defeito mais consistente. A baixa
concentra¢do dos fatores quimiotaticos no soro contribui para estas deficiéncias e, aos 5
anos de idade, a quimiotaxia alcanga a competéncia do adulto.

O feto e o recém-nascido possuem baixa capacidade de acelerar a produgio de
neutrofilos em resposta a  infecgdio. Aparentemente, isto ocorre porque o “pool” de
precursores de neutréfilos armazenado € menor do que em adultos, e a taxa de proliferagio
¢ proxima do nivel maximo. O numero de unidades formadoras de colbnia
granuldcito/macrofago (CFU-GM) é 10 a 20 vezes mais elevado do que em adultos. Além
disso, particularmente em prematuros, a fragdo de precursores de granuldcitos € menor do
que a de mondcitos podendo ser um fator de susceptibilidade & infec¢io neonatal.

As atividades fagocitica e microbicida in vifro dos neutréfilos de recém-nascido
sd0 normais ou discretamente menores do que em adultos. O nimero de receptores Fc para
1gG e para C3b (CR1) nos neutréfilos de neonatos € similar ao de adultos. A taxa de
geracdo de dnion de superoxido em fetos, neonatos e adultos € semelhante e, a de radical
hidroxila estd diminuida. Os mecanismos microbicidas independentes do oxigénio ndo
estdo bem caracterizados. A liberagiio de lisozima e a-glicuronidase dos lisossomos parece
estar intacta. O contetdo dos grinulos especificos estd reduzido e é possivel que estes

neutrdfilos possuam baixa quantidade de defensinas.
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Neutréfilos maduros aparecem no feto de 14 a 16 semanas e correspondem a
menos de 10% dos leucocitos circulantes com 22 a 24 semanas, 50-60% no fim da
gestagio, elevando-se significativamente apds o nascimento.

Os fagocitos mononucleares pertencem ao grupo de células de vida longa. Os

monocitos sdo derivados dos precursores mieldides da medula Ossea e precursores dos

s&o macréfagos de tecidos e menos que 2% s@o mondcitos. Os macréfagos sdo os primeiros

elementos detectaveis do sistema imune. Sdo encontrados na quarta semana de gestagio, no
saco vitelino, posteriormente no figado fetal e medula 6ssea. Os mondcitos CD14+ que
migram para os tecidos tornam-se residentes e se diferenciam em macréfagos, perdendo
CD14+ por meio de um mecanismo desconhecido.

Em recém-nascidos, a produgio de mondécitos, a quantidade de moléculas MHC
classe II e a produclo de citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a sdo similares aquelas do adulto.
Entretanto, ¢ lenta a liberagiio destas células para o local da infecgio. Os macréfagos
residentes no bago e figado sfo escassos e funcionalmente ineficientes.

Enquanto a meia-vida dos granuldcitos é de aproximadamente 7 horas, a dos
monocitos € de 70 horas e, a2 dos macrdofagos, € de 60 dias a muitos anos. A contagem
absoluta dos mondcitos no sangue periférico varia de 1100/mm’ durante as primeiras duas
semanas de vida (monocitose relativa) até 350/mm”® a 700/mm’ durante o resto da infincia.

Os mondcitos neonatais processam ¢ apresentam antigeno para as células T e B,
possuem atividade de citotoxicidade na presenga de anticorpo, respondem ao IFN-y,
inibindo a multiplicagdo de virus e destruindo patogenos intracelulares.

Em resumo, as deficiéncias no sistema dos fagécitos em neonatos incluem:
diminui¢cdo do “pool” de neutréfilos armazenado e diminuigio na capacidade de resposta a
estimulo quimiotatico. A reducio da fagocitose e da atividade microbicida € menos
significativa, mas a baixa produgfo de anticorpos e complemento contribui para intensificar
esta deficiéncia.

Os mondcitos de neonatos a termo si0 normais em nimero e %o competentes
quanto aqueles de adultos, no que diz respeito as atividades microbicida e de fagocitose. A
attvidade quimiotatica esta comprometida e pode causar diminuicio do influxo destas

células para os locais de inflamag8o, como na hipersensibilidade retardada.
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A atividade microbicida e de fagocitose nos macrofagos nos recém-nascidos,
bem como a apresentagio do antigeno estd imatura. A producio de TNF-a e [L-6 estd
reduzida, particularmente em neonatos pré-termo, devido & baixa produgio de IFN-y pelas
células T e a falta de cooperacio entre Te monoc1tos/macrofagos Em consequencxa, a
infecgdo por patogenos intracelulares é mais frequente € mais grave nesta idade (para
~tevisio, Grumach, 2001), e

O leite humano ¢ uma suspens@o de células vidveis, sendo que os macréfagos

”sao as celulas mais a.bundantes compreendendo 40-80% do total Pouco se sabe sobre o
papel imunoprotetor dos fagocitos do colostro no intestino de recém-nascidos (Honorio-
Franca et al., 1997).

O leite materno € o alimento mais importante, balanceado e completo a ser
oferecido aos lactentes nos primeiros meses de vida (Martins-Filtho, 1987). Esse alimento
ndo apenas fornece nutri¢do ao recém-nascido, como também confere imunidade passiva,
protegendo contra doengas gastrointestinais ¢ respiratorias. Além disso, o leite materno
pode ter a capacidade de estimular diretamente as funcdes imunes e proteger contra
doengas auto-imunes (Srivastava et al, 1996). Fagocitos (macrofagos e
polimorfonucleares), linfécitos, fatores imunomoduladores (como lactoferrina, IL-10, TGF-
B), citocinas, fatores antimicrobianos (IgA secret6ria, carboidratos, glicoproteinas,
glicolipideos, glicosaminoglicanos, mucinas, oligossacarideos) e probidticos fazem com
que o colostro e leite materno desempenhem um papel fundamental na prote¢dio ao recém-
nascido (Ogra & Greene, 1982; Goldman, 1993; Newman, 1995; Kelly & Coutts, 2000). As
citocinas proinflamatorias IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a. e IFN-y, embora em pequenas
quantidades (Srivastava et al, 1996), coexistem no leite humano com citocinas que
promovem a tolerdncia imunologica, como a IL-1RA e IL-10 (Srivastava et al., 1996;
Pabst, 1997). Além disso, o leite humano contém uma grande quantidade de M-CSF, um
importante fator de crescimento para macréfagos (Srivastava et al., 1996). Nakajima et al.
(Nakajima et al., 1977) mostraram que o colostro humano contém todos os componentes do
sistema complemento, que pode ser ativado tanto pela via clissica por anticorpos, quanto
pela via alternativa por bacilos gram-negativos como Escherichia coli sem a participagio

de anticorpos.
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J4 outros leucocitos normalmente associados a inflamagdo, como basofilos,
mastéeitos, eosinofilos e plaquetas, ndo sdo encontrados no leite humano. Os leucdcitos do
leite humano se originam do sangue, sendo que a migra¢do dessas células provavelmente se
deve em parte pelos horménios produzidos no final da gravidez e durante a lactagdo
(Goldman & Goldblum, 1997),

Um estudo feito por Pift (Pitt et dl., 1977) mostrou que umia parte dosleucocitos

ingeridos permanece viavel no trato gastrointestinal de ratos por mais de uma semana,

sendo pb'ssive”l" que é}es continuem ativos no local durante esse periodo, fornecendo
protecio passiva contra a invasio bacteriana sistémica.

O leite humano € uma importante fonte de macréfagos nio desafiados
antigenicamente. As fungSes biossintéticas desses macrofagos podem ser comparadas com
fungbes similares de macrofagos humanos de outros locais, tais como macréfagos
broncoalveolares e gastrointestinais, o que torna o colostro e o leite humanos importantes
fontes dessa populagfo celular (Cole et al., 1982; Balkwill & Hogg, 1979), ainda mais se
considerarmos a dificuldade de se obter esse tipo de células de humanos (Vassao &

Carneiro-Sampaio, 1989).

2.5. Macrdéfagos do Colostro

Os macréfagos de colostro humano sfo células monociticas maduras, que
desempenham um papel na protegdio a lactante, combatendo 2 mastite (Balkwill & Hogg,
1979; Outteridge & Lee, 1981), e ao neonato, pois, além da fagocitose, sintetizam fatores
de defesa bumoral incluindo componentes do complemento (Fator B, C2, C3 e C4) (Cole et
al., 1982; Goldman et al., 1986), lactoferrina, lisozima (Vassao & Carneiro-Sampaio, 1989,
para revisdo, Goldman & Goldblum, 1997), LTB4, LTC4 (Shimizu et al., 1993), TGF-a
(Wagner et al., 1995) e prostaglandina E2 (Blau et al., 1983). Representam 30 a 80% de
uma populagdo de leucdcitos do colostro humano que pode variar de 500 a 10.000
células/m! (Goldman & Goldblum, 1997). O nimero de células no colostro humano
apresenta grande variagfo (Crago et al., 1979).

Essas celulas expressam moléculas do MHC de classe II (Leyva-Cobian &
Clemente, 1984), desenvolvem citotoxicidade celular dependente de anticorpos (Mandyla
et al., 1982; Kohl, 1980), fagocitam bactérias e outras particulas normalmente (Speer et al,
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1986), apresentam morfologia e motilidade de células ativadas (Babior, 1984; para revisio,
Goldman & Goldblum, 1997), e tém a habilidade de aderir ao vidro (Balkwill & Hogg,
1979).

De acordo com os resultados obtidos por Clemente et al. (Clemente et al,

1986a), essa populacdo celular apresenta resposta quimiotitica diminuida, o que pode ser

"""""""""""" devido ao fato de essas sereni células maduras terminais, ou por estarem carr egadas de

lipidios fagocitados em seu citoplasma. Essg u1t1ma hipéte_se é gggﬁppgq;pg}q f_g;_o_ qQ que

nesse mesmo estudo, quando monécitos de sangue periférico foram pré-incubados com
sobrenadante de leite humano e depois testados para quimiotaxia, estes também ingeriram
lipidios e proteinas, e apresentaram resposta quimiotatica reduzida.

Os macréfagos de colostro também carregam IgA secretdria em seu citoplasma
(para revis@o, Goldman & Goldblum, 1997), dentro de vaciiolos (Clemente et al., 1986b),
liberando-a com o tempo e durante a fagocitose, o que faz com que os microorganismos
especificos a essa imunoglobulina nfio possam aderir e colonizar o trato gastrointestinal do
neonato (Crago et al., 1979; Weaver et al, 1982; Pittard et al., 1977). A opsonizagio de
Escherichia coli enteropatogenica (EPEC) pela IgA presente no sobrenadante do colostro é
fundamental para atividade microbicida dos fagocitos mononucleares do colostro (Honorio-
Franca et al., 1997).

Johnson et al. (Johnson et al., 1980) mostraram que os macréfagos do colostro
humano apresentam maior atividade hexose monofosfato, que tem como uma de suas
principais fungbes a geragdo de NADPH (que fornecera os equivalentes redutores durante a
explosdo respiratoria), e maior atividade metabolica, o que foi evidenciado pelos testes de
redugdo do Nitro Blue Tetrazolium (NBT) e de morte de bactérias. O fato de os fagécitos
do colostro gerarem uma resposta de quimioluminescdncia muito baixa foi atribuido 2
grande quantidade de globulos de gordura que essas células carregam em seu citoplasma, e
que acabam por interferir na reacio luminosa.

Speer et al. (Speer et al., 1986) mostraram que macrofagos do colostro recém
isolados produzem superdxido e HzO, quase nas mesmas proporgdes que mondcitos de
sangue periférico, apos estimulo com PMA. Além disso, também mostraram que essas
células, quando cultivadas por 6 dias em meio hivre de endotoxina sem soro, tinham

reduzida a sua habilidade de liberar superdxido em resposta ao PMA, o que podia ser
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revertido pela adicdo de LPS ao meio de cultura 20 horas antes da realizagdo do ensaio.
Pabst et al. (Pabst et al., 1982) demonstraram esse mesmo comportamento em mondcitos de
sangue periférico, que se mantém ativos em cultura i vifro pelo tratamento com produtos
bacterianos.

Outros experimentos confirmam que os macrofagos do colostro humano (0-3
dias apds o parto), do leite transicional (5 a 8 dias ap6s o parto) € do leite maduro (9 dias

apos o parto) podem ser primados para apresentarem uma forte atividade NADPH oxidase

por meio de exposigéo a produtos bacterianos (Cummings et al., 1985). Os macrofagos do

colostro quando estimulados com Escherichia coli enteropatogénica opsonizada com IgA,
apresentam forte atividade NAPDH oxidase e microbicida (Honorio-Franca et al., 1997).

Cummings et al. (Cummings et al, 1985) também demonstraram que os
macréfagos do colostro desenvolvem uma reposta oxidativa vigorosa quando estimulados
com PMA e também quando estimulados com LPS.

Em outro estudo da atividade da NADPH oxidase de macréfagos do colostro,
Schroten et al (Schroten et al., 2000), mostraram que essas células sdo capazes de liberar
dnion superoxido quando estimuladas por particulas opsonizadas e ndo opsonizadas de
zymosan, sendo que liberam maior quantidade no segundo caso. Para Adam et al. (Adam et
al., 2001), que chegaram a esses mesmos resultados, a pequena quantidade de opsoninas
(como fatores do complemento e imunoglobulinas) e o trato gastrointestinal do bebé podem
levar a uma melhor estimulag8o soro-independente dos macrdfagos do colostro.

Embora os macrofagos de colostro sejam capazes de liberar 4nion superdxido
no trato gastrointestinal do bebé, o colostro humano também oferece protegdo 4 mucosa no
neonato por conter substincias antioxidantes, como alfa tocoferol, cisteina, acido ascéorbico,
além de catalase e giutation peroxidase (para revisio, Goldman et al., 1986).

Desta maneira, a atividade NADPH oxidase dos macrofagos do leite humano é
também considerada um importante fator imunoprotetor para os neonatos (Speer et al.,
1986).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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3.1. Justificativa

O sistema NADPH oxidase ¢ de vital importdncia na defesa do hospedeiro
contra infeccOes, sendo o responséavel pela liberacfio de produtos microbicidas, os reativos
intermediarios do oxigénio. Esses produtos, também s@o téxicos ao tecido circundante, o
que mostra a importdncia do conhecimento mais aprofundado sobre a modulagio do
o R TP GRIRGE "

Dispomos atualmente de amplo conhecimento sobre a linhagem mielocitica,

” j)fé\}é.lﬁénte”de estudos em modeios tuinorais, células sanguinéas ¢ modelos animais. J4 em
macrofagos humanos, ndo encontramos muitos estudos, o que se deve principalmente a
dificuldade em se conseguir tal tipo de células humanas (as principais fontes sdo o sistema
broncoalveolar e gastrointestinal). Dessa forma, propusemos a realizagio de uma série de
estudos comparativos sobre o sistema NADPH oxidase de macrofagos do colostro humano,
sendo este de facil obtengfio uma fonte de macrofagos humanos “teciduais” em nimero
satisfatorio.

A comparagio dos resultados obtidos entre macrofagos do colostro, monocitos
de sangue periférico e células THP-1 nos permitiraA um melhor entendimento sobre a
regulacio do sistema NADPH oxidase em diferentes fases de maturagio do fagocito
mononuclear humano. Além disto, a pesquisa sobre funcdes especificas dos macréfagos do
colostro, contribuird para o avango do conhecimento sobre a imunobiologia do bindémio
mie-filho, em particular, sobre o papel dos macrofagos do colostro na imunidade passiva

conferida ao trato gastrointestinal do recém-nascido.

3.2. Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho foi comparar aspectos especificos do sistema NADPH
oxidase de macrofagos do colostro humano, com monocitos do sangue periférico e células
mielomonociticas humanas THP-1. Nosso trabalho enfocou o componente citocromo b da
NADPH oxidase, em particular o gene CYBB que codifica a gp91-phox, glicoproteina de 91
kilodaltons, componente principal do heterodimero citocromo b. Investigaremos a
regulagio do sistema NADPH oxidase, analisando sua atividade e comparando a expressdo

dos genes que codificam componentes deste sistema, em macrofagos do colostro humano,
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monocitos/macréfagos do sangue periférico e células mielomonociticas humanas THP-1,

diferenciadas com citocinas.

3.3. Objetivos Especificos

Comparar o efeito das citocinas que influenciam a atividade fagocitica, IFN-y

"de maneira isolada ou associada ou associada ao TNF-q, sobre ¢ sistema NADPH oxidase

de células mielomonociticas humanas da linhagem THP-1;

1. Cultivar macréfagos do colostro e monédcitos sangue periférico de
puérperas sadias com IFN-y de maneira isolada ou associado ao TNF-
o, por 48 horas.

2. Durante a cultura de macrofagos do colostro e sangue periférico de
puérperas sadias, e células THP-1 com citocinas, examinar a
atividade NADPH oxidase medindo a liberac@o de superoxido.

3. Examinar o padrdo de expressdo do gene que codifica a gp91-phox
durante a cultura de macréfagos do colostro e mondceitos do sangue
periférico de puérperas sadias, e células mielomonociticas humanas
THP-1.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1, Selecfio de puérperas

Foram selecionadas 77 puérperas, cuja idade variou de 18 a 40 anos, peso de 48
a 80 Kg, ¢ altura de 1,45 a 1,80 m. Na populagio estudada encontramos 10% de negras,
30% de caucasdides, 5% de asiaticas e 55% de mestigas. Os critérios de selec@io das

possiveis doadoras foram: idade entre 18 e 40 anos, auséncia de intercorréncias durante o

pré-natal; reacBes sorologicas negativas para hepatite; HIV e sifilis, idade gestactonal entre -

38 e 41 semanas, parto normal ou cesarea de recém-nascidos sad;os cOm peso adequado a

idade gestacicnai As puerperas ‘receberam explicagbes quanto a natureza da pesquisa ¢

assinaram um termo de consentimento esclarecido, concordando em participar da pesquisa.
Os dados foram mantidos em sigilo. O protocolo foi aprovado pelo comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade Ciéncias Médicas da UNICAMP, em conformidade com a resolugio
96/196 do CONEP.

4.2, Coleta de Amostras de Sangue e Colostro
As amostras de colostro foram obtidas por ordenha manual das mamas.
Amostras de sangue foram coletadas por pungdo de veia periférica. Todas as amostras

foram coletadas até 72 horas ap0s o parto.

4.3. Cultura ¢ obtencio de mondcitos / macrofagos e células THP-1

Em um primeiro momento, as amostras de colostro foram submetidas a uma
centrifugagio (160 x g por 15 minutos a 4°C) a fim de separarmos a fase gordurosa e a fase
aquosa do botdo celular, o qual em seguida foi ressuspendido em meio RPMI. A separagdo
das células mononucleares foi feita, tanto para as amostra de colostro quanto para as
amostras de sangue, por meio de gradiente de densidade (centrifugacdo a 160 x g por 30
minutos) com Ficoll-Paque de densidade 1077 (Sigma) (Boyum, 1986). A coleta e o
procedimento de separagio de células mononucleares foram realizados em tubos de
polipropileno, pois esse material nfio provoca a aderéncia dos macréfagos € mondcitos.

Para os experimentos de medida da produgiio de &nion superdxido, os
macrofagos foram deixados aderir em placas de poliestireno (placas de 12 pogos contendo
1,0 x 10° células por pogo), sob condiges livres de endotoxina (<10 pg/mi), em meio

RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado pelo calor, 2
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mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, a 37°C, em
atmosfera umida e saturada com 5% de CO, (Fischkoff, 1988, adaptado por Condino-Neto
et al, 1998) por um periodo de 2 horas. Apés o periodo de 2 horas de incubacio, o
sobrenadante rico em linfocitos foi retirado com o auxilio de uma pipeta, lavando-se o

fundo do pogo ou placa com o proprio sobrenadante, a fim de retirarmos a maior

quantidade possivel de linfécitos contaminantes.

~ Para os expenmentos de determmagao da exyressao relativa do gene gp91—

:."phox, oé macrofagos foram deixados aderir em garrafas de pohestlreno de 50 ml
(aproximadamente 15 x 10° células / garrafa), e cultivados nas mesmas condigBes descritas
acima,

As células THP-1 foram cultivadas em placas ou garrafas de poliestireno, com

meto RPMI 1640, como descrito acima.

4.4, Tratamento Farmacologico

Células aderentes (90% de mondcitos/macrofagos) foram cultivadas com
interferon-gama (IFN-y - 100 U/ml) de maneira isolada ou em associagio com fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a - 1000 U/ml), por um periodo de 48 horas. Uma parte das
amostras foi cultivada na auséncia de citocinas a fim de nos fornecer o controle negativo
dos experimentos.

Os experimentos utilizando células da linhagem THP-1 foram feitos de maneira
diferente, visto que estas células, no cultivo na auséncia de citocinas, nfo apresentam a
caracteristica de se aderir ao vidro e a placa de poliestireno, como acontece com 0s
mondcitos de sangue periférico e macrofagos do colostro. Dessa forma, na cultura das
células THP-1, colocamos 2 ml de uma solugio de concentragio de 1 x 10° células / ml em
cada pogo de uma placa de poliestireno de 6 pogos, e cultivamos com 100 U/ml de IFN-y e
1000 U/ml de TNF-a.

4.5. Determinaciio da atividade NADPH oxidase
Nos monocitos / macréfagos cultivados em placas de poliestireno de 12 pogos,
se fez a determinagio da atividade da NADPH oxidase medindo-se a liberagio de

super6xido por meio do ensaio da redugdo do citocromo c especificamente inibida pela
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superéxido dismutase (SOD), de acordo com McCord & Fridovich (McCord & Fridovich,
1969, adaptada por Condino-Neto et al., 1998), sendo estudada de duas formas: espontinea
(monoécitos/macrofagos  incubados apenas em solugio de Hanks), e estimulada
{monocitos/macrofagos incubados com PMA - forbol miristato acetato 30 nM). Metade dos

pogos continham SOD (60 U/ml) no inicio da reagiio, e foram o controle para a reducio

inespecifica do citocromo ¢, € a outra metade recebeu 3 mesma quantidade de SOD apds 60

mimitos de mcubagao A absorbancxa da reag;ao foi rnedida a 550nm 20 termzno do tempo
| .de mcubac;ao O procedimento de medxda da absorbanma das amostras fo1 felto em aparelho
ELISA (Labsystemn Multiskan MS). A quantidade de superdxido Iiberada foi calculada
aplicando-se o coeficiente de extingio de 21.100 M’cm™. Os resultados (nmol de
superoxido / 10° células / 60minutos) foram expressos pela diferenca de absorbéncia dos
tubos contendo SOD ou nfo.

Para os experimentos com as células THP-1, houve também uma pequena
alteracio no procedimento de determinacio da atividade NADPH oxidase. Como
realizamos a cultura das células em placas maiores (de 6 pogos), o volume de solugéo de
citocromo ¢ empregado também foi maior (1 ml), e consequentemente a leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro (Beckman DU 530), também em 550 nm.

O nimero de células apds a cultura foi determinado para os experimentos de
medida da liberagdo de dnion superdxido, pois precisivamos dessa medida a fim de fazer o
célculo relativo ao namero de células. Para os experimentos de determinagiio da expressio
relativa do gene, esse valor ndo se mostrou necessario, uma vez que fizemos a padronizagio
do nimero inicial de células a serem colocadas em cultura para obtermos um RNA de boa

qualidade e em quantidade adequada para realizarmos a sua conversio em cDNA

4.6. Obtencgio de RNA

Os mondcitos/macrofagos cultivados em garrafas de poliestireno foram
submetidos & extracio do RNA total pelo método da guanidina-HCI (Ginsburg et al., 1985).
Em seguida as amostras de RNA foram quantificadas por espectroscopia (Sambrook et al.,

1989) {(em 260 e 280 nm} e armazenados em —80°C até a conversio em cDNA.
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Os resultados de absorbincia obtidos com a espectroscopia a 260 nm foram
convertidos em pg/ul através da seguinte equacfio: absorbincia (260 nm) x diluicio x 0,04
= concentragio de RNA (ug/ui).

Os resultados de absorbincia a 280 nm foram utilizados para se avaliar o nivel

de contaminagdo por DNA gque as amostras de RNA apresentavam. Dessa forma, uma

~~amostra de boa qualidade (comn baixa contarinagho por DNA) deveria apresentar uma

relacdo absorbdncia 260 nm / absorbdncia 280 nm por volta de 2.

4.7. Transcriciio Reversa

As amostras de RNA foram submetidas & reago de transcrigio reversa para
obtermos o cDNA_ Para isso utilizamos o kit SuperScript I RT (GIBCO BRL - cédigo
18064-022), e o seguinte procedimento: utilizamos 1 ug de RNA, o qual foi adicionado aos
seguintes reagentes: 2 pl de hexdmeros randémicos (50 uM), 2 ul de tampdo RT (Tris-HCl
100mM, KCI 500mM e MgCl, 10mM), 4 ul de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP ¢ dGTP, 2,5
mM cada), 1 ul da enzima M-MuLL'V-RT (100 U/ul), e 1 pl de inibidor de RNase (10 U/ul).
A solugdo resultante foi incubada por 60 minutos a 42°C. Apods esse periodo de incubagéo,
as amostras foram aquecidas por 10 minutos a 92°C para inativar a enzima transcriptase
reversa. Os cDNAs resultantes foram armazenados a -20°C para posteriormente serem

utilizados nas reacdes de PCR.

4.8. Reaciio de polimerizacio em cadeia (PCR)

A reagdo de polimerizagio em cadeia (PCR) foi feita em 30 ciclos em
termociclador Perkin-Elmer modelo 2400, utilizando como substrato 1 ul de cDNA numa
solugio final de 50 pl, contendo os seguintes reagentes nas concentragdes finais: tampéo
PCR (Tris 20 mM ph 8,4 e KCl 50 mM), dATP, dCTP, dTTP ¢ dGTP (200 pM cada),
MgCl, (1,5 mM), oligonucleotideos iniciadores 32F-443R (400 nM cada),
oligonucleotideos iniciadores do 18S e seu competidor (na proporgio de 2:8), 1 U de
Thermus aquaticus (Taq) polimerase e agua livre de nucleases. O par de oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a amplificagio de um fragmento do ¢cDNA do gene gp91phox
(32F-443R) apresentam temperatura de anelamento de 60°C e formam um produto de 411

bp. Para cada experimento utilizou-se um controle negativo, ao qual ndo foi adicionado
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c¢cDNA. Além desse controle negativo, também utilizamos um controle de qualidade do
RNA, realizando a PCR com uma amostra de RNA, a fim de observarmos se havia

contaminagio por DNA.

4.9. Eletroforese

e Og produtos obtidos pela PCR. foram observados am gel de agarose a3 %

_corado com brometo de etideo 0,005%. Apoés um tempo de eletroforese de

aproximadamente 30 minutos a 80 volts, quando observamos que as duas bandas (18S e
gp91-phox) haviam se separado no gel, tiramos uma foto Polaroid a fim de utiliza-la para a

determinacio da densitometria das bandas.

4.10, Analise da densitometria das bandas

A densitometria das bandas foi realizada por meio de analise computadorizada

em equipamento ImageMaster VDS System (Pharmacia)

4.11. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos & analise exploratéria e estatistica descritiva.
Para descrever os grupos foram apresentadas medidas de posi¢io e dispersio das medidas
por grupo em cada experimento.

Para verificar diferenca entre mais de 2 grupos foi utilizada a andlise de
varidncia simples com transformacdo de postos das variaveis, e o teste de comparagio
multipla de Turkey. Para comparar 2 grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney (Milliken & Johnson, 1984; Levin, 1987, Montgomery, 1991). O nivel de
significdncia adotado foi de 5%.
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S. RESULTADOS
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Resultados
A seguir, sdo apresentados os resultados desta pesquisa. Inicialmente
mostraremos a Tabela I que resume os dados referentes a atividade NADPH oxidase dos

macrofagos do colostro, monocitos do sangue periférico e células THP-1, cultivados ou nio

- com as citocinas IFN-y ¢ TNF-a, estimuladas ou ndo com PMA. As comparagdes foram

estabelecidas entre as diversas linhagens celulares e os tratamentos farmacolégicos, e foram

apresentadas na forma de graficos. O mesmo procedimento foi adotado para a apresentagio

dos resultados referentes aos estudos de expressio génica.
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TABELA I - Liberagiio espontinea ¢ estimulada (com 30 nM de PMA) de superdxido

(nmol de superoxido / 10° células / 60 minutos) por macréfagos do colostro, mondcitos do

sangue periférico e células THP-1 cultivadas por 48 horas em condigGes basais (controle),
ou com 100 U/ml de IFN-y isolado ou associado a 1000 U/ml de TNF-a.

Macrofagos do colostro n média |DP. | Mediana |Minimo | Méximo | P25 P75
[Controle espontines | 20| 406 Z35| 3.46] 000 833 227 632
Controle PMA _ " 20] 37,74 2095| 3743] 479 8L73| 25| 52,70
TFN-y espontaneo 8 696| 3,79 651] 125| 11,78| 3,54| 10,80
IFN-y PMA 8] 5997| 14,68 61,43| 3320 82,86 51,25 69,29
IFN-y/TNF-t. espontédneo 6, 5,09 271 39, 281 10,00 3,30 7,34
IFN-y/TNF-a PMA 6. 58,77 14,39| 55,69 43,75 84,79| 48,11 68,54

Mon(’)citos de sangue n média |D.P. Mediana | Minimo | Maximo | P25 P75
Controle espontaneo 31¢ 233 232 1,74 0,0 896 0,65 3,42
Controle PMA 31 31,31 17,61 33,37, 6,00, 91,14 16,70 41,03
IFN-y espontaneo 15 5,19 3,64 3,53 2,277 15,64 3,02 6,11
IFN-y PMA 15, 50,64 23,65 41,67) 21,031 98,61 3574 69,55
IFN-y/TNF-o espontaneo 15| 747 500 7,9] 1,82] 17,75| 2,94 11,13
IFN-y/TNF-o PMA 11| 51,25 20,81 4868 2295 91,78 33,751 7232
Células THP-1 n média |DP. |[Mediana |Minimo | Miximo | P25 P75
Controle PMA 25| 042] 045 037 000] 169 005 055
IFN-y/TNF-0 PMA 19 7,17 4,11 7,11 2,021 14,30 3,051 1047

DP = desvio padrio

P25 = percentil 25

P75 = percentil 75
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Colostro controle espontineo x Sangue controle espontaneo
p = 0,0089 (Mann-Whitney)
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Figura 1. Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e valores
minimo e maximo) da produgdo espontinea de Anion superéxido (nmol de superdxido/ 10°
células/60minutos) por macréfagos de colostro (MC) comparados a de mondcitos de

sangue periférico (MSP) cultivados em condi¢bes basais.
A producdo espontdnea de superoxido por macrofagos de colostro se mostrou

significativamente maior que a de mondcitos de sangue periférico, ambos cultivados por 48
na auséncia de citocinas (p<0,05, teste de Mann-Whitney).
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Colostro IFN-y espontdneo x Sangue IFN-y espontineo
p = 0,2081 (Mann-Whitey)

minimo e maximo) da produgio espontinea de dnion superéxido (nmol de superoxido/10°

células/60minutos) por macrofagos de colostro (MC) comparados com mondcitos de

nmol superdxido / 10° célutas / 60 minutos
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Figura 2: Boxplots construidos a partir dos dados {mediana, percentis 25 ¢ 75 e valores

sangue periférico (MSP), ambos cultivados por 48 horas com IFN-y (100 U/ml).

com IFN-y foi discretamente superior & de mondcitos do sangue periférico também

cultivados com IFN-y, eniretanto nio se observou diferenga estatisticamente significativa

A producio espontdnea de superoxido por macréfagos do colostro cultivados

(p>0,05, teste de Mann-Whitney).
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Colostro IFN-y / TNF-« esponténeo x Sangue IFN-y / TNF-¢. espontaneo
p = 0,4137 (Mann-Whitney})

10 4 P

mi____l*—

nmol superdxido / 10° células / 60 minutas

0
N= 8 15
MC IFN-y/TNF-a MSP IEN-y/TNF-a
esponténeo espontineo

Figura 3: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 ¢ valores
minimo e maximo) da produgfio espontinea de Anion superdxido (nmol de superéxido/10°
células/60 minutos) por macréfagos de colostro (MC) em comparagdo com monocitos de
sangue periférico (MSP), ambos cultivados por 48 horas com 100 U/ml de IFN-y ¢ 1000
U/ml de TNF-a.

Né&o houve diferenca estatisticamente significativa na produgdo espontinea de
anion superoxido entre macréfagos de colostro e mondcitos de sangue periférico incubados
por 48 horas com 100 U/ml de IFN-y e 1000 U/ml de TNF-a, embora se observe que a
liberagdo de superoxido por monodcitos de sangue periférico se mostrou discretamente

superior & de macréfagos do colostro (p>0,05, teste de Mann-Whitney).
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Colostro, Sangue, THP-1 (C, estimulado)
p=0,0001 (Anova)
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Figura 4. Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 ¢ 75 e valores
mimmo € maximo) da produgdo estimulada (com 30 nM de PMA) de &nion superdxido
(nmol de superéxido/10° células/60 minutos) por macréfagos do colostro (MC), mondeitos

de sangue periférico (MSP) e células THP-1, cultivados em condigBes basais.
A liberagio estimulada de superéxido pelas células THP-1 se mostrou

significativamente inferior & produgio estimulada de macréfagos do colostro e de

monocitos de sangue periférico, todos cultivados em condi¢bes basais (p<0,05, Anova).
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Colostro IFN-y estimulado x Sangue IFN-v estimulado
p = 0,1857 (Mann-Whitney)
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Figura 5: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 ¢ valores
minimo e méximo) da produgdo estimulada (com 30 nM de PMA) de &nion superéxido
(nmol de superdxido/10° células/60minutos) por macréfagos de colostro (MC) comparados

a mondcitos de sangue periférico (MSP), ambos incubados por 48 horas com IFN-y (100
U/ml).

A liberacgo estimulada de superéxido por macrofagos do colostro cultivados
com IFN-y foi discretamente superior 4 de mondécitos do sangue periférico cultivados com
IFN-y, embora sem haver diferenca estatisticamente significativa (p>0,05, teste de Mann-
Whitney).
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Colostro, Sangue, THP-1 (IFN-y / TNF-q., estimulado)
p = 0,0001 (Anova)
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Figura 6: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e valores
minimo e maximo) da producdo estimulada (com 30 nM de PMA) de &nion superdxido
(nmol de super6xido/10° células/60 minutos) por macréfagos do colostro (MC), monécitos
de sangue periférico (MSP) e células THP-1, todos cultivados com 100 U/ml de IFN-y e
1000 U/ml de TNF-a.

A liberag@o estimulada de superdxido pelas células THP-1 cultivadas com IFN-
v ¢ TNF-a foi significativamente menor que a liberagiio por macréfagos do colostro e
monocitos de sangue periférico, sendo que entre as duas Gltimas populacdes ndo

encontramos diferenca estatistica significativa (p<0,05, Anova).
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Colostro esponténeo (C, IFN-y e IFN-y / TNF-o)
p = 0,1967 (Anova)
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Figura 7: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e valores
minimo e maximo) da produgdo espontinea de &nion superdxido (nmol de super6xido/10°
células/60 minutos) por macréfagos do colostro (MC) cultivados em condigdes basais, com
100 U/ml de IFN-y ou com 100 U/ml de IFN-y & 1000 U/ml de TNF-a.

A cultura de macréfagos do colostro com IFN-y isolado ou associado ao TNF-q

ndo provocou um aumento estatisticamente significativo na liberagiio espontdnea de

superdxido (p>0,05, Anova).
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Colostro estimulado (C, IFN-y, IFN~y / TNF-o)
p = 0,0069 (Anova)
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Figura 8: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e valores
minimo ¢ maximo) da producgfio estimulada (com 30 nM de PMA) de &nion superdxido
(nmol de superéxido/10° células/60 minutos) por macrofagos do colostro (MC) cultivados
em condigdes basais, com 100 U/ml de IFN-y ou com 100 U/ml de [FN-y e 1000 U/ml de
TNF-q.

A liberagio estimulada de superéxido por macrofagos do colostro aumentou de

forma significativa apds a cultura por 48 horas com IFN-y e também pela cultura por 48
horas com IFN-y associado ao TNF-a (p<0,05, Anova) .
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Sangue espontaneo (C, IFN, IFN-y / TNF-q)
p = 0,0001 (Anova)
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Figura 9: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e valores
minimo ¢ maximo) da produgdo espontdnea de 4nion superdxido (nmol de superoxido/10°
c€lulas/60 minutos) por mondcitos de sangue periférico (MSP) cultivados em condigdes
basais, com 100 U/ml de IFN-y ou com 100 U/mi de IFN-y e 1000 U/ml de TNF-q.

A cultura de monocitos de sangue periférico com IFN-y isolado ou associado ao

TNF-o aumentou de forma significativa a liberagio espontinea de superdxido por essas
células (p<0,05, Anova).
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Sangue estimulado (C, IFN-y, IFN-y / TNF-a)
p = 0,0024 (Anova)
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Figura 10: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e valores
minimo ¢ maximo) da producdo estimulada (com 30 nM de PMA) de &nion superoxido
(nmol de superdxido/10° células/60 minutos) por monécitos de sangue periférico (MSP)
cultivados em condigSes basais, com 100 U/ml de IFN-y ou com 100 U/ml de IFN-y e 1000
U/ml de TNF-q.

A liberagdo estimulada de superoxido por mondcitos de sangue periférico
sofreu um aumento significativo pela cultura com IFN-y isolado ou associado ao TNF-a
(p<0,05, Anova). Nido houve diferenca estatisticamente significativa ao comparar a
liberagdo de superdxido por mondcitos de sangue periférico cultivados com IFN-y isolado

ou associado ao TNF-a (p>0,05, teste de Turkey).
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THP-1 C estimulado x THP-1 IFN-y / TNF-a. estimulado
p = 0,0001 (Mann-Whitney)
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Figura 11: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 ¢ 75 e valores
minimo e maximo) da produgiio estimulada (com 30 nM de PMA) de dnion superoxido
(nmol de superoxido/10° células/60 minutos) por células THP-1 cultivadas em condigdes
basais e células THP-1 cultivadas com 100 U/ml de IFN-y ¢ 1000 U/ml de TNF-c.

A produgdo estimulada de 4nion superdxido por células THP-1 cultivadas por

48 horas com IFN-y e TNF-a mostrou-se significativamente maior que a de células THP-1

cultivadas por 48 horas em condigdes basais (controle) (p<0,05, teste de Mann-Whitney) .
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TABELA II - Expressdo relativa do gene gp91phox (em relagdo ao gene de expressdo

constitutiva 188) de macréfagos do colostro, monocitos de sangue periférico e células
THP-1 cultivados em condi¢Bes basais {controle) ou com 100 U/ml de IFN-y e 1000 U/ml

de TNF-q.

[Macrofagos do colosiro [n ~ |Meda [DP. [ Mediana iime — Tvaxdme 155 TP
| Controle 9 Lo omlp LIy 08 121 093] LI8
IFN-y/TNF-a 11 1,02 0,05 1,01 0,96 1,12 i,OO 1,06

Mondcitos de sangue n Media |D.P. Mediana Minimo Miaximo (P25 P73
Controle il 1,06 0,16 1,04 0,84 1,44 0,93 i,14
IFN-y/TNF-a. 11 1,10 0,13 1,07 0,99 1,45 1,01 1,16

Células THP-1 n Média [D.P, Mediana Minimo Miaximo | P25 P75
Controle 4 0,77 0,05 0,76 0,72 0,83 0,72 0,82
IFN-y/TNF-o 4 1,03 0,08 1,01 0,94 1,14 0,96 1,11

DP = desvio padrio
P25 = percentil 25
P75 = percentil 75
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Colostro, Sangue, THP-1 {Controle)
p = 0,0032 (Anova)
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Figura 12: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 ¢ valores
minimo ¢ maximo) da express3o relativa do gene gp91-phox (em relagdio ao gene de
expressdo constitutiva 18S) de macrdfagos do colostro (MC), monocitos de sangue

periférico (MSP) e células THP-1, cultivados em condigOes basais, durante 48 horas.

A expressdo relativa do gene gp91-phox das células THP-1 cultivadas em
condicBes basais mostrou-se significativamente inferior a expressdo relativa dos
macréfagos do colostro e dos mondcitos de sangue periférico, cultivados nas mesmas
condi¢cGes. Entre os macrofagos do colostro e mondcitos de sangue periférico ndo foi

observada diferenca estatistica significativa (p<0,05, Anova) .
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Colostro, Sangue, THP-1 (IFN-y / TNF-a)
p = 0,2675 (Anova)
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Figura 13: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 ¢ 75 e valores
minimo e maximo) da expressdo relativa do gene gp91-phox (em relagiio ao gene de
expressdo constitutiva 18S) de macréfagos do colostro (MC), monécitos de sangue
periférico (MSP) e células THP-1 cultivados com 100 U/ml de IFN-y e 1000 U/ml de TNF-

a durante 48 horas.
Apbs a cultura por 48 horas com IFN-y e TNF-o, observamos que a expressio

relativa do gene gp91-phox das células THP-1 tormou-se equivalente aos macrofagos do

colostro e mondcitos de sangue periférico (p>0,05, Anova).
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Colostro C x Colostro IFN-y / TNF-o
p = 0,171 (Mann-Whitney)
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Figura 14: Boxplots construidos a partir dos dados {mediana, percentis 25 ¢ 75 e valores
minimo e maximo) da expressdo relativa do gene gp9l-phox (em relagdo ac gene de
expressdo constitutiva 18S) de macréfagos do colostro (MC) cultivados em condicdes
basais ou com 100 U/ml de IFN-y e 1000 U/ml de TNF-a por 48 horas.

A cultura de macrofagos do colostro por 48 horas com IFN-y e TNF-o, em
comparagdo a macrofagos do colostro cultivados em condigbes basais, ndo provocou
aumento estatisticamente significativo na expressfio relativa do gene gp91phox (teste de
Mann-Whitney, p>0,05) .
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Sangue C x Sangue IFN-y / TNF-
p = 0,170 (Mann-Whitney)
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Figura 15: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 e valores
minimo ¢ maximo) da expressfo relativa do gene gp9lphox (em relagio ao gene de
expressio constitutiva 185) de mondcitos de sangue periférico (MSP) cultivados em
condicBes basais ou com 100 U/ml de IFN-y e 1000 U/ml de TNF-u durante 48 horas.

N#o encontramos diferenga estatistica significativa na expressdo relativa do

gene gp91-phox entre mondcitos de sangue periférico cultivados em condigbes basais ou
com de IFN-y e TNF-a por 48 horas (teste de Mann-Whitney, p=>0,05).
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THP-1 C x THP-1 IFN-y/ TNF-a
p = 0,010 (Mann-Whitney)
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Figura 16: Boxplots construidos a partir dos dados (mediana, percentis 25 e 75 ¢ valores
minimo e maximo) da expressio relativa do gene gp9lphox (em relagio ao gene de
expressio constitutiva 18S) de células THP-1 cultivadas em condi¢Ges basais ou com 100
U/mal de IFN-y e 1000 U/m! de TNF-g durante 48 horas.

As células THP-1 cultivadas por 48 horas com IFN-y ¢ TNF-a apresentaram

expressdo relativa do gene gp91phox significativamente maior que a de células THP-1
cultivadas em condicdes basais (teste de Mann-Whitney, p<0,05).
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6. DISCUSSAO
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6.1. Estudos Bioquimicos

Nossos resultados mostram que a liberagio espontinea de superdxido por
macrofagos do colostro foi superior & de mondcitos do sangue periférico. Contudo, ao
serem estimuladas com PMA e as citocinas IFN-y ¢ TNF-a, macréfagos de colostro e
monocitos do sangue periférico apresentam atividade NADPH oxidase equivalente. A

liberagio de superdxido por macrofagos do colostro e monocitos do sangue periférico foi

” citocinas IFN-y ¢ TNF-c.
Analisando em mais detalhe o efeito das citocinas nas células mielomonociticas
humanas em nosso sistema experimental, observamos que o IFN-y isolado ou associado ao
TNF-a ndo influenciou significativamente a liberagfio espontinea de superoxido por
macrofagos do colostro, quando comparados aos cultivados em condigdes basais. Apesar de
podermos observar que em ambos 0s casos hd uma tendéncia a uma maior produgio de
superoxido por essas células, esta diferenca nfo se mostrou estatisticamente significativa.

Ao estimular a explosio oxidativa com PMA, observamos que o IFN-y
associado ou ndo ao TNF-q, provocou um aumento significativo na liberagio de superéxido
pelos macrofagos do colostro. Isso mostra que a associagio das citocinas com PMA € capaz
de aumentar de forma significativa a produgio de superdxido por macrofagos do colostro.
Comparando-se o efeito da associagio de IFN-y e TNF-a com IFN-y isolado em
macrofagos do colostro, observamos que ¢ TNF-g ndo exerceu um efeito sinérgico no
estimulo da atividade NADPH oxidase espontanea ou estimulada destas células.

Analisando os mesmos pardmetros em mondcitos do sangue periférico,
observamos que o IFN-y isolado ou associado ou TNF-a estimularam significativamente a
liberagdo espontinea e estimulada de superéxido. Estes resultados obtidos com mondcitos
de sangue periférico confirmam o estimulo que estas citocinas exercem sobre esta
populacdo celular, como descrito na literatura. Szefler et al. (Szefler et al., 1989) mostraram
que mondcitos incubados por 48 horas com IFN-y ou LPS se tornam primados e liberam
grandes quantidades de superéxido em resposta ao estimulo de PMA ou fMLP. Dusi et al.
(Dusi et al., 2001) obtiveram os mesmos resultados, mostrando que a cultura de monécitos
humanos por 48 horas com IFN-y ou TNF-a provoca um aumento significativo na producio

de superdxido.
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As diferengas encontradas em relagdo a literatura, na qual encontramos que o
TNF-o exerce um efeito sinérgico quando utilizado juntamente com o IFN-y, podem ser
devidas ao fato de que as nossas amostras de sangue periférico foram coletadas de
puérperas. O trauma do parto, que faz com que o sistera imunologico seja ativado a fim de
se reparar as lesOes, as alteragGes hormonais a que a mie é submetida desde o inicio da
gestacdo, alem do anti-inflamatdério ndo “esteroidal que ¢ administrado na rotina dos
hospitais em que fizemos as coletas, sdo fatores que devem ser considerados quando
comparamos aos valores encontrados na literatura, em que os estudos sio feitos com
mondcitos de doadores adultos sadios.

Comparando-se a atividade NADPH oxidase entre macrofagos do colostro e
monocitos de sangue periférico, encontramos que a capacidade de produgiio espontinea de
superoxido por macrofagos de colostro cultivados em condigBes basais, em comparagdo
com mondcitos de sangue periférico cultivados nas mesmas condigdes, ¢ significativamente
maior. Esse resultado ndo foi observado de forma significativa quando a produgiio de
superoxido foi estimulada com PMA, embora se possa observar que os macrdfagos de
colostro tenham uma tendéncia a produzir maior quantidade de superdxido que mondcitos
do sangue periférico, nessas condigdes. Dessa forma podemos observar que o PMA exerce
um potente estimulo na ativagdo da NADPH oxidase, igualando a liberagdo de superdxido
por essas duas populagdes celulares.

Cummings et al. (Cummings et al., 1985), medindo a liberagio de superoxido
por macrofagos do colostro e mondcitos de sangue periférico recém-isolados e obtidos do
mesmo individuo, encontraram resultado semethante, mostrando que a liberagiio
espontinea de superoxido pelos macrofagos do colostro € significativamente maior que a
liberagdo de superoxido por mondcitos de sangue periférico, enquanto a estimulacio com
PMA torna os valores equivalentes.

Os resultados da comparagdo da produgdo estimulada de superdxido entre
macréfagos do colostro e mondcitos de sangue periférico também estdo de acordo com os
resultados obtidos por Speer et al. (Speer et al., 1986), que mostraram que macréfagos do
colostro recém isolados produzem superdxido e H,O2 quase nas mesmas proporgdes que

monocitos de sangue periférico, apoés estimulo com PMA.
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Quando comparamos macrdfagos do colostro a mondcitos de sangue periférico,
ambos cultivados com IFN-y isolado ou associado ac TNF-, observamos que nfio hi
diferenca estatistica entre os valores encontrados. Estes resultados mostram que os
macréfagos do colostro sfo menos sensiveis a0 IFN-y e ao TNF-a quanto a atividade
NADPH oxidase, que os monocitos do sangue periférico, que tém a produgio de
superoxido aumentada de forma estatisticamente significativa. '

Ja os experimentos realizados com as células mielomonociticas humanas THP-

1 (produgdio de superoxido estimulada com PMA, em células controle e cultivadas com
IFN-y e TNF-o) mostram um aumento estatisticamente significativo na atividade NADPH
oxidase quando se cultivou as células com a associago das duas citocinas.

Este resultado confirma o encontrado por Condino-Neto et al. (Condino-Neto et
al., 1998), que em experimentos com células mielomonociticas humanas THP-1, mostraram
que essa linhagem celular se diferencia ao ser cultivada por 48 horas com IFN-y (100 U/ml)
g/ou TNF-o (1000 U/ml), sendo que a associagio dessas duas citocinas apresenta forte
sinergismo. O IFN-y ¢ o TNF-g, induzem as células mielomonociticas THP-1 a se
diferenciar e expressar atividade NADPH oxidase, citocromo bssg, € a transcricio dos genes
que codificam os componentes gp91phox e p47phox da NADPH oxidase.

Mas, comparando-s¢ a produgio de superoxido pelas células THP-1 com
monocitos de sangue periférico e macrofagos do colostro, observamos que a produgdo
estimulada de superdxido pelas células THP-1, tanto das células controle quanto das células
cultivadas com IFN-y e TNF-q € significativamente menor que a produgio das outras duas
populagdes celulares estudadas, cultivadas nas mesmas condicdes.

Assim, observamos que mesmo com a grande ativagiio do sistema NADPH
oxidase das células THP-1 provocado pela cultura com IFN-y ¢ TNF-q, esta ndo €
suficiente para que a sua produgfio de superéxido alcance o nivel dos mondcitos de sangue
periférico e dos macrofagos do colostro. Isso mostra que os macréfagos do colostro e os
monocitos de sangue periférico sofrem a influéncia de outros fatores capazes de aumentar a
atividade da enzima NADPH oxidase. A hipotese mais provavel € que o sistema NADPH
oxidase dos fagdcitos mononucleares seja ativado durante a sua maturagdo in vivo por uma

série de estimulos quimicos com os quais as células THP-1 nfo entraram em contato
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durante sua matura¢do iz vifro. Também devemos considerar que as células THP-1 sfio uma

linbagem leuc€mica, com caracteristicas genotipicas distintas (Condino-Neto et al., 1998).

6.2. Expressido Génica

A escolba do gene gp91-phox como nosso foco de estudo se deve ao fato de

" que esse € o principal gene da NADPH oxidase, visto que defeitos nia sua expressio sio

responséveis por cerca de 70% dos casos de doenga granulomatosa cronica (Leusen et al.,
1996) RS A AR

Os resultados de nossos experimentos mostram que a cultura com IFN-y
associado ao TNF-o nfo influenciou o aumento da expressio do gene gp-9lphox em
macréfagos de colostro humano, comparando-se a macréfagos de colostro cultivados na
auséncia de citocinas.

Em monocitos de sangue periférico, a cultura com IFN-y ¢ TNF-o também nio
provocou um aumento estatisticamente significativo na expressio do gene gp91lphox em
comparagio & cultura em condigSes basais.

Em contrapartida, Newburger et al. (Newburger et al., 1991) mostraram que
macrofagos respondem & incubag@o por 24 horas com IFN-y com o aumento da expressio
da cadeia pesada do citocromo b em aproximadamente 12 vezes. Além disso, Newburger et
al. (Newburger et al, 1991) também mostraram que o tratamento in vifro com LPS
bacteriano, TNF-o, ou M- ou GM-CSF aumentam os niveis de gp91phox e, em menor
extensdo, dos transcritos de p22phox em macrofagos derivados de mondcitos humanos
cultivados. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Cassatela et al.
(Cassatella et al., 1990), que mostraram que o tratamento por 24 a 48 horas com IFN-y
aumenta significativamente os niveis de gp91l-phox em macréfagos derivados de
monocitos.

Essa diferenga observada entre os nossos resultados e os encontrados na
literatura podem ser devidos a diferencas no tempo de cultura, concentragdo das citocinas e
técnica de determinagfio da expressdo do gene gp91-phox. Os autores acima utilizaram
Northern Blot como técnica de detecgfio direta do nivel de expressdo do gene gp91-phox,
enquanto nos utilizamos o RT-PCR, que € uma téenica de determinagio da expressdo

relativa do gene, em comparagdo com um gene de expressdo constitutiva (18S). Essa
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técnica foi escolhida por nés devido a pequena quantidade de RNA disponivel para realiza-
la.

J& nas células da linhagem mielomonocitica THP-1, a cultura com IFN-y e
TNF-a provocou um aumento estatisticamente significativo na expressio do gene

gp91phox, o que estd de acordo com o descrito por Condino-Neto et al. (Condino-Neto et

“al., 1998) para essa linhagem celular. Como ja mencionamos acima, Condino-Neto et'al.

(Condino-Neto et al., 1998) mostraram que a cultura por 48 horas com IFN-y e INF«

induzem as céiuiés mielomonociticas THP-1 a se diferenciar e expressar atividade NADPH
oxidase, citocromo bsss, € a transcri¢io dos genes que codificam os componentes gp91-
phox e p47-phox da NADPH oxidase.

Comparando-se a expressdo do gene gp91-phox entre macréfagos de colostro e
monodcitos de sangue periférico, encontramos que tanto em condigbes basais, quanto na
cultura na presencga de IFN-y ¢ TNF-o, nfo ha diferenca estatisticamente significativa entre
as duas populages celulares.

Comparando-se a expressdo relativa do gene gp91-phox de macrofagos do
colostro e de monocitos de sangue periférico com a de células THP-1, observamos que em
condi¢des basais, as células THP-1 apresentam expressio relativa do gene gp91phox
significativamente menor que as outras duas populactes celulares estudadas. J4 a cultura
com IFN-y e TNF-a faz com que a express3o relativa do gene gp91phox das células THP-1
se torne similar 4 expressdo relativa de monoécitos de sangue periférico e macrdfagos do
colostro.

Assim, podemos concluir que a expressdo do gene gp91-phox ja se encontra
modulada nos macrofagos do colostro e nos mondcitos de sangue periférico, devido aos
diversos estimulos que essas células sofreram durante seu processo de maturagéo, como IL-
3, CSF-1, GM-CSF, 1L-4 e IL-13 (Paul, 1999). Ja as células THP-1, que sio células
indiferenciadas precursoras de mondcitos e macréfagos e nfo apresentando prévia
modulagdio, sdo mais susceptiveis & acfo das citocinas IFN-y e TNF-o. Além disso, o fato
de as células THP-1 serem células de linhagem leucémica (Condino-Neto et al., 1998) pode
contribuir para que estas respondam de maneira diferente dos monocitos e macrofagos ao

estimulo das citocinas.
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Analisando os resultados dos estudos de expressdo génica, podemos observar
que a expressdo do gene gp9l-phox aumenta de acordo com o estado de maturacio do
fagéceito mononuclear, alcangando um estagio maximo de modulag@io na fase de mondcito.
Esses resultados estdo de acordo com o descrito por Rozault et al. (Rouzaut et al., 2000),

que mostraram em seus experimentos que a expressdo da gp9l-phox foi ativada em

“mondcitos no final do processo de maturagio induzida pelo peptideo Pa, quando as células

apresentaram marcadores assoc:ados a propnedades cltotomcas como CD16 e CD23 o que

¢ consistente com as proprzedades zmunomoduladoras }a descr:tas para esse peptldeo como'
a liberagdo de TNF-a e IFN-y.

Com relacdo aos monocitos de sangue periférico observamos que, em
comparagdo as células cultivadas em condiges basais, a cultura com as citocinas IFN-y e
TNF-o provocou um aumento estatisticamente significativo na atividade na NADPH
oxidase, mas ndo provocou qualquer alteracio na expressio relativa do gene gp91-phox.
Este resultado vai de encontro ao encontrado por Cassatella et al. (Cassatella et al., 1990)
que demonstraram que o aumento da expressdo de gp91phox em monodcitos de sangue
periférico cultivados por 24 a 48 horas na presenca de rIFN-y (100 U/ml) apresenta
correlagio funcional com o aumento da produgio de superoxido por essas células.

Em seu trabalho, Dust et al. (Dusi et al., 2001), também demonstraram que o
aumento na producgdo de superoxido espontinea ou induzida por IFN-y ou TNF-0 em
monocitos humanos cultivados por 48 horas, é acompanhade pelo aumento paralelo da
expressdo de gp%1-phox, p22-phox e p47-phox, enquanto a expressiio de p67-phox e p40-
phox se mantém inalterada. Entretanto, os mesmos autores mostraram que O uso que
oligonucleotideos inibidores da expressio de gp91-phox e p22-phox induzida por IFN-y ou
TNF-a ndo afetou a modulacio da atividade da NADPH oxidase por essas citocinas, o que
sugere que a habilidade dos mondcitos estimulados pelas citocinas IFN-y ¢ TNF-g de
produzir superdxido independe da concentragdo intracelular de citocromo bsss, 0 que ndo
exclui a possibilidade de que uma modulagio da p47-phox possa estar envolvida na
regulagio da atividade NADPH oxidase.

Em macrofagos do colostro humano, a cultura por 48 horas com IFN-y isolado

ou associado ao TNF-a provocou aumento significativo apenas na atividade bioquimica
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estimulada da enzima NADPH oxidase, sendo que a atividade espontdnea e¢ a expressiio
relativa do gene gp91-phox ndo sofreram aumento significativo.

J& nas células da linhagem THP-1, a cultura por 48 horas com as citocinas IFN-
v e TNF-a provocou um aumento estatisticamente significativo tanto na atividade
bioquimica da NADPH oxidase quanto na expressio relativa do gene gp91-phox. Este
“resultado estd de acordo com o encontrado por Condino-Neto et 4l (Condino-Neto et al,

1998).

B Ofatodeaexpresséorelatwadggene gpgi-phoxﬂascelulas e
aumentado com a cultura com as citocinas a ponto de se igualar & expressdo relativa deste
gene em mondcitos de sangue periférico e macrofagos do colostro, enquanto a atividade da
enzima NADPH oxidase, mesmo com o grande aumento provocado pela cultura com as
citocinas, permaneceu em um nivel muito inferior com relagdo as outras populagdes
celulares estudadas mostra, que outros fatores estdo envolvidos na regulagio da atividade
NADPH oxidase, além do nivel de expressio da cadeia pesada do citocromo bsss.

Durante seu processo de maturagio in vivo, os fagocitos mononucleares podem
desenvolver mecanismos poés-transcricionais que influenciam a atividade da NADPH
oxidase. Esses mecanismos nfio estariam desenvolvidos nas células THP-1, que sofreram
maturagdo in vifro apenas com o estimulo das citocinas IFN-y e TNF-a, o que explicaria o
fato de a atividade NADPH oxidase nessas células nio ter aumentado na mesma proporcio
que a expressio do gene gp%l-phox. Os mecanismos pos-transcricionais podem ter se
desenvolvido pela acdo dos diferentes estimulos (como IL-3, CSF-1, GM-CSF, IL.-4 e IL-
13) que os fagocitos mononucleares receberam durante seu processo de maturagio no
organismo. E, como ja foi mencionado anteriormente, os mondcitos de sangue periférico
das puérperas podem se apresentar ainda mais ativados devido & mobilizaciio do sistema
imunologico provocado pelo trauma do parto, e pelas alteragGes hormonais que ocorrem
durante a gestacdo.

Esses estimulos in vivo podeniam provocar a conservagio do RNA produzido
pelo gene CYBB que codifica a proteina gp9lphox no citoplasma dos macréfagos do
colostro ¢ nos monocitos de sangue periférico, e nfo em células THP-1. Considerando essa
possibilidade, o RNA sintetizado pelos macrofagos do colostro ou mondcitos de sangue

periférico seria responsavel pela producgio de uma quantidade muito maior de proteina que
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em células THP-1, o que explicaria essa diferenca na atividade da enzima entre as
populagdes celulares estudadas.

Além disso devemos considerar que o isolamento de mondcitos e macréfagos
por aderéncia em plastico, que garante uma pureza de 70 a 91% (Islam & Wilkinson, 1989),

altera a morfologia e a funcfo celular. Durante a incubagfio, mondcitos tém algumas de suas

~fungBes alteradas, passam a'se espalhar na supetficie do plastico, expressar proteinas de

adesdo e tomar uma forma semelhante a macrofagos teciduais (Bernardo et al., 1997).
- Bernardo et aI(Bernardo et a1,1997)mostraram que a explosdo respiratoria
induzida por fMLP aumenta conforme as células amadurecem nas placas de cultura por
mais de 48 horas. As células aderidas ao plastico amadurecem na sua capacidade de
responder a estimulos pela alteracdo das fungBes de ligagio especifica dos receptores da
membrana, que sio independentes da expressdo de receptores. Assim, esse pode também
ser um fator que potencialize a ativagdo do sistema NADPH oxidase em mondcitos de
sangue periférico, mesmo aqueles cultivados em condi¢bes basais, e que nfio ocorra com as
células THP-1, visto que estas se apresentam em estado indiferenciado, sendo portanto
menos sensiveis ao estimulo provocado pelo poliestireno.

Também devemos considerar como um fator que pode ter alterado os
resultados, o fato de que a escala utilizada determinagdo da atividade NADPH oxidase nas
células da linhagem THP-1 foi maior que a empregadas nos monécitos de sangue periférico
¢ nos macréfagos do colostro. Isso ocorreu porque as células THP-1, quando
indiferenciadas (controle), nfio apresentam as mesmas caracteristicas de adesio em placas
de poliestireno que mondcitos de sangue periférico e macrofagos do colostro, sendo
portanto eliminado esse passo do experimento.

Assim, o estudo dos macrofagos do colostro mostrou que essas células teciduais
humanas em estado terminal de diferenciagio e maturagio permitem pouca modulagdo
farmacologica quando comparamos a mondcitos de sangue periférico e células THP-1. Ao
estudarmos irés populagbes de células mielomonociticas em diferentes estados de
diferenciagdo, pudemos confirmar que durante a diferenciagdo a resposta destas células a
um estimulo externo diminui progressivamente (Paul, 1999).

O leite humano reduz a incidéncia e/ou a gravidade de septicemia, conjuntivite,

diarréia e infecgdo umbilical. Bebés que nio sdo amamentados apresentam risco seis vezes
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maior de morrer de doencas infecciosas nos primeiros dois meses de vida do que aqueles
que sdo amamentados (WHO, 2000; AAP, 1997).

Os beneficios nutricionais do leite materno, ja amplamente estudados, mostram
que este € o alimento ideal para os bebés (Martins-Filho, 1987), oferecendo a qualidade e
quantidade 6timas de nutrientes para um bom desenvolvimento fisico e intelectual. Além
disso, o aleitamento  materno oferece beneficios “econdmicos diretos para “as familias
(Statement, 1997), que ndo precisam oferecer outro alimento para o bebé até 6 meses

Psicologicamente, o aleitamento materno significa um forte estreitamento dos
lagos afetivos entre mie e filho, o que também pode estar envolvido na modulagio em
longo prazo do sistema imunoldgico da crianga, pois o conceito de psiconeuroimunologia
tern demonstrado repetidamente que o estado psicolégico de um individuo tem efeito direto
na sua fun¢io imune Dessa forma, a experiéncia do aleitamento por si s6 € um fator
importante para o desenvolvimento da func¢do imune da crianga (Greene, 2001).

O efeito protetor do leite humano pela diminuicdo de infecgdes gastrointestinais
e respiratorias nos primeiros meses de vida se deve em parte a suas propriedades
antioxidantes, assim como a suas caracteristicas microbicidas (Levy, 1998). Assim, fica
clara a importincia do estudo dos elementos celulares do colostro e leite materno, assim
como dos diversos fatores de crescimento e diferenciagio, que sio tdo cruciais na
determinagiio da sobrevivéncia pelo seu papel no desenvolvimento da competéncia
imunolégica e da tolerAncia, mas que ainda permanecem pouco esclarecidos (Levy, 1998).

A confirmagio do carater funcional dos macréfagos do colostro como fagoécitos
ativos torna ainda mais claro o papel fundamental que esse alimento exerce na protec@o
passiva do recém-nascido. A forte atividlade NADPH oxidase desempenhada pelos
macrofagos do colostro, como demonstrado por nos neste estudo, mostra que atividade
fagocitica dessas células, somada as suas outras fungSes protetoras e aos demais fatores de
protecdo imunoldgica presentes no colostro e leite materno, sio fundamentais para a

manutengdo da homeostase do bebé nos seus primeiros meses de vida.
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Diante o exposto concluimos que:

Os macrdfagos do colostro, considerados células mononucleares fagocitarias
teciduais em etapa terminal de diferenciacdo celular, apresentam o sistema NADPH
modulado para liberar maior quantidade de dnion superdxido, em comparagio aos
mondcitos do sangue periférico e células THP-1.

As citocinas TFN-y ¢ TNF-or modulam o sistema NADPH oxidase de mondcitos do

sangue periférico, tornando a liberagdo de superoxido equivalente entre estes ¢

* macréfagos do colostro, o que ¢ compativel com o avancado estado de
diferenciacdo celular dos mondcitos.
As citocinas IFN-y e TNF-o modulam o sistema NADPH oxidase de células THP-1

de maneira dramatica. Contudo a liberagiio de superéxido permanece inferior & de
mondcitos do sangue periférico e macroéfagos do colostro, o que € compativel com a

etapa inicial de diferenciacio celular das células THP-1.

As citocinas IFN-y e TNF-o. aumentam a expressio relativa do gene gp91-phox em
células THP-1, mas ndo em monocitos de sangue periférico e em macrofagos do
colostro. Desta forma, apoés a cultura com as cifocinas, as células THP-1 passam a
apresentar expressido relativa do gene gp9l-phox semelhante as outras duas
populagdes, sem contudo apresentar atividade NADPH oxidase equivalente,
demonstrando que a atividade NADPH oxidase final é o produto de diferentes
eventos do metabolismo celular e esta relacionada ao estado de diferenciagio

celular.
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Phagocytes like macrophages, granulocytes and eosinophils have a membrane-associated
NADPH oxidase system, responsible for the production of superoxide and other oxygen
reactive intermediates, considered critical factors for the defense against infections. The
human colostrum is an important source of human macrophages. The aim of this work was
to compare the NADPH oxidase activity and gp9l-phox expression in 3 human
myelomonocytic cell lines: colostrum macrophages, the same mother’s blood monocytes,
and THP-1 cells. Specifically these cells were cultured with and without IFN-y and TNF-¢
during 48 hours. The assays included the spontaneous and PMA (30 nM)-induced
superoxide release and the relative expression of gp91-phox by RT-PCR.

The principal results were:

1) Spontaneous superoxide release:

Colostrum macrophages cultured in basal conditions release more superoxide than blood
monocytes. IFN-y and TNF-a caused a significant increase in the superoxide release of
blood monocytes. Colostrum macrophages were also stimulated by IFN-y and TNF-a but
did not reach statistical significance.

2) PMA (30 nM)-induced superoxide release:

IFN-y and TNF-a caused a significant increase in the superoxide release by blood
monocytes, colostrum macrophages and THP-1 ceils. Colostrum macrophages and blood
monocytes released much more superoxide than THP-1 cells in all conditions.

3) GpS1-phox expression by relative RT-PCR analysis

IFN-y and TNF-o did not interfere in gp91l-phox relative expression of colostrum
macrophages. IFN-y and TNF-ct caused a discrete increase in gp91-phox expression of
blood monocytes. IFN-y and TNF-o. caused a dramatic increase in gp91-phox expression of
THP-1 cells. Overall, after IFN + TNF incubation, THP-1 cells, colostrum macrophages
and blood monocytes presented the same relative level of gp91-phox expression.

Our conclusions were:

The basal NADPH oxidase activity is higher in colostrum macrophages compared to blood
monocytes. IFN-y and TNF-a drive blood monocytes to behave like colostrum
macrophages. The NADPH oxidase activity of colostrum macrophages does not respond to
IFN-y and TNF-a. Although IFN-y and TNF-¢t drive THP-1 cells, colostrum macrophages

and blood monocytes to present the same relative level of gp9l-phox expression, the
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NADPH oxidase activity in macrophages and monocytes is much higher than in THP-1
cells. Other factors in these more mature cells up-regulate the NADPH oxidase activity,
providing strong and contrasting evidence that the NADPH oxidase activity in the human
myelomonocytic lineage is regulated only in part by gp91-phox gene expression,
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Figura I: Montagem e ativag8o do Sistema NADPH oxidase.

Nucleotide
Exchange

20, +NADPH —> 20, +NADP'+H’
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