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O objetivo geral deste projeto foi investigar o desenvolvimento a regulac@io do sistema
NADPH oxidase na linhagem eosinofilica humana. Nos concentramos nos genes CYBB que
codifica a gp91-phox, componente principal do heterodimero citocromo b e no gene NCF-]
que codifica a p47-phox. A expressdo destes, e de outros genes estreitamente relacionados,
¢ regulada segundo a fase de diferenciaco celular, sendo especifica de células mieldides.

Nosso estudo baseou-se em dois modelos experimentais. O primeiro desenvolvide a partir
de leucocitos derivados de sangue de cordio umbilical, cultivados com citocinas que
promovem o crescimento ¢ a diferenciacio de eosindfilos, especificamente interleucina-3
(IL-3) e interleucina-5 (IL-5) e o segundo, desenvolvido a partir do clone 15 de células da
linhagem HL-60, cuiltivado previamente em condicGes alcalinas e posteriormente
estimulado com 4&cido butirico. Em paralelo, utilizamos os mesmos sistemas de
diferenciacio de eosinéfilos, com citocinas que influenciam a fungfo fagocitica,
especificamente interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o). Também
estudamos o efeito dos glicocorticdides, em particular a dexametasona sobre a atividade
oxidase de células HIL-60 clone 15 diferenciadas com citocinas. Examinamos a atividade do
sistema NADPH oxidase (por meio da reducfio do citocromo ¢ especificamente inibida pela
superdxido dismutase) e a expressfo dos genes que codificam os componentes do sistema
NADPH oxidase gp91-phox e p47-phox.

Nossos resultados mostraram que as células HL-60 clone 15 se diferenciam numa linhagem
eosinofilica quando tratadas com dcido butfrico 0,5 mM, expressande wm fenétipo
eosindfilico maduro, com capacidade para liberar superdxido em quantidades relevantes.
Também demonstramos que 2 cultura dessas células com IFN-y e TNE-« € suficiente para
mduzir sua diferenciacio eosinofilica, além de expressar transcritos para os componentes
gp91-phox e pd7-phox do sistema NADPH oxidase. Verificamos que o acido butirico,
IFN-y ¢ TNF-c juntos tem a capacidade de aumentar 2 inducio do sistema NADPH
oxidase, sugerindo que podem utilizar vias comuns ou distintas para estimular o sistema
NAPDH oxidase, o qual esta relacionado ao estdgio de desenvolvimento da diferenciaciio
eosinofilica. Por outro lado, observamos que a dexametasona imibe tanto a atividade
NADPH oxidase como a expressfo do gene gp91-phox quando administrada antes, mas nfio
apos a diferenciagfio das células HL-60 clone 15 com IFN-y e TNF-a. Em relacio aos
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leucocitos derivados do sangue de cordio umbilical cultivados com IL-3 e IL-5,
demonstramos que se diferenciam e demonstram caracteristicas morfologicas similares a
eosindéfilos maduros, além de apresentar um incremento significativo na liberaciio de
superdxido ¢ expressiio génica de gp91-phox no dia 28 de cultura.

Os estudos pretendem contribuir para o avanco do conhecimento sobre os mecanismos que
regulam o sistema NADPH oxidase fagocitico humano, em especifico na linhagem

cosinofilica humana,




ABSTRACT




The aim of this study was to investigate the development and regulation of the NADPH
oxidase system in the human eosinophilic lineage. We concentrated our studies in the
CYBB gene, which encodes the gp9i-phox, the main component of the heterodimer
cytochrome b and NCF-1 gene, which encodes the p47-phox protein. The expression of
these genes is regulated according to the phase of cellular differentiation, specific of
myeloid cells.

Our study was based on twe experimental models. The first one, was developed with
leukocytes from umbilical cord blood, cultured with cytokines that promote the
eosinophilic growing and differentiation, specifically interleukin-3 (IL-3) and interleukin-5
(IL-5) and the second one, was established with HL-60 clone 15 cells, previously cultured
in alkaline conditions and later stimulated with butyric acid. In parallel, we used the same
systems of eosinophil differentiation, with cytokines that influence the phagocytic function,
specifically interferon-gamma (IFN-y) and tumnor pecrosis factor alpha (TNF- a).

The effects of the glucocorticoids, particulary dexamethasone on the oxidase activity of
HL-60 clone 15 celis differentiated with cytokines were also studied. We examined the
NADPH oxidase system activity (by means of the reduction of cytochrome ¢ specifically
mhibited by superoxide dismutase) and the gepe expression of gp91-phox and p47-phox,
components of NADPH oxidase system. Our results showed that, the HL-60 clone 15 cells
were differentiated in an eosinophilic lineage when were treated with butyric acid 0,5 mM,
expressing a mature cosinophils phenotype, able to release superoxide in excellent
amounis. We also demonstrated, that the culture of these cells with IFN-y ¢ TNF-g are
sufficient to induce the eosinophilic differentiation, besides expressing transcripts of
gp91-phox and p47-phox. We observed that butyric acid, IFN-y ¢ TNF-o together are able
to imcrease the NADPH oxidase system induction, which suggests that they can use
common or distinct pathways to stiunulate the NAPDH oxidase system, which is related
with the phase of eosinophilic differentiation development.

On the other hand, we observed that dexamethasone inhibits the NADPH activity oxidase,
as well as gp%1-phox gene expression when administered before, but not after HL-60 clone
15 cells differentiation with IFN-y ¢ TNF-a. Regarding the umbilical cord blood leucocytes




cultured with I1.-3 and IL-5, similar morphologic characteristics to that of mature
eosinophlis were observed, besides presenting a significant increase in superoxide release
and expression of gp91-phox gene in day 28 of culture. The studies intend to contribute to
the advance of the knowiedge on the mechanisms that reguiate the human phagocytic
NADPH oxidase system, specifically in the human eosinophilic lineage.




1-INTRODUCAO




Sistema NADPH oxisdase

Os fagbcitos, tais como macréfagos e granuldcitos contém associada 2
membrana o sistema enzimatico NADPH oxidase, que provoca a conhecida explosdo
respiratéria, a qual € um evento importante em muitas situagdes inflamatérias, caracterizada
pela predugo do anmion superbxido (O2) e outros reativos intermediarios do oxigénio
(ROOS, 1996; LACY P et al.,, 2003) que incluem H,O, e OH, responsaveis pela atividade
microbicida, tumoricida, e inflamatéria (HENDERSON e CHAPPELL, 1996; CHANOCK.
et al., 1994).

Defeitos na atividade oxidase estdo associados 4 doenca granulomatosa cronica,
caracterizada por infeceBes graves, potencialmente letais, que demonstram a importincia
priméria ¢ a relevincia clinica dos reativos intermedisrios do oxigénio, como mecanismo
microbicida (CURNUTTE et al, 1994; QUIE, 1993). Entretanto, a geracfio de reativos
intermedidrios do oxigénio pelos fagécitos, é também motivo de dano tecidual em
condi¢Bes diversas como infecgBes, lesfio isquémica, artrite, doencas inflamatérias cronicas
ou autoimunes (MCCORD et al,, 1994; HALLIWELL, 1995) e podem também contribuir
para a inducio de mutagGes e carcinogénese (WISEMAN e HALLIWELL, 1996).

O complexo enzimético responsavel pela geragfio de superéxide forma um
sistema de transporte de elétrons trans-membranoso que resulta na oxidacfic do NADPH na
superficie citoplasmitica e na geracfio de superéxido na superficie externa da membrana, a
qual se transforma na superficie interna do fagolisossoma, durante a fagocitose. O
conhecimento sobre os componentes do sistema NADPH oxidase, seus genes e suas
relagfes estruturais, avangou dramaticamente nos tltimos 10 apos. Seus componenties
protéicos individuais e seus respectivos genes foram clonados (ROYER-POKORA et al.,
1986; VOLFP et al.,, 1988; NUNOI et al., 1988; LETO et al., 1990; DINAUER et al., 1990)
e o estudo da estrutara destas proteinas e suas interagGes com a membrana celular,
permitiram propor um modelo de sua organizagfio e associaciio durante a ativacio dos
fag6eitos (PARKOS et al,, 1988a; JESAITIS et al,, 1990) (Figura 1).
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Estimulagio

Figura 1 - Componentes do sistema NADPH Oxidase. O flavocitocromo b fagocttico ¢
composto por duas proteinas de membrana, a gp91-phox e a p22-phox. A
ativagic do sistema NADPH oxidase requer a translocagfio de subunidades
adicionais do citosol para o complexo oxidase na membrana celular, a
p47-phox, p67-phox e um novo componente recentemente identificado, a
proteina p40-phox, a qual se associa & p67-phox. Nas etapas iniciais de
ativacéio, a p47-phox sofre fosforilagiio nos residuos de serina pa segiiéncia
C-terminal. Duas proteinas G de baixo peso molecular se integram ao sistema
NADPH oxidase fagocitico: a protefna rac2 se transloca com os componentes

citosolicos; € a rapl, se associa ao componente p22-phox na membrana.

O doador terminal de elétrons ao oxigénio ¢ um flavocitocromo b de baixo
potencial (SEGAL et al., 1978; SEGAL e ABO, 1993), localizado primariamente na
membrana plasmética (JESAITIS et al, 1990), sendo encontrado nos grinulos secundérios
(KJELDSEN et al., 1993) e, em menor escala, nas vesiculas secretoras. O flavocitocromo b
fagocitico ¢ composto por uma glicoproteina de 91 kDa, denominada gp91-phox
(glicoproteina , 51 kDa, “phagocyte oxidase™) e um polipeptidio nfio glicosilado de 22 kDa,
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denominado p22-phox (PARKOS et al, 1987). Os genes que codificam estas proteinas
podem sofrer mutagbes, responsdveis respectivamente pela forma ligada ao sexo e uma das
formas  autossOmicas  recessivas da  doemca  granulomatosa’  cronica
(ROOS et al., 1996; CROSS et al, 1996). As subunidades do flavocitocromo b fagocitico
do sistema NADPH oxidase foram as primeiras a serem identificadas e seus genes
clonados.

A ativacio do sistema NADPH oxidase requer a modificagio quimica e
translocacdo de subunidades adicionais do citosol para o complexo oxidase na membrana
celular (CURNUTTE et al, 1989; MCPHAIL et al, 1985; BABIOR et al, 1988). Dois
destes polipeptideos com Mr 47 kDa ¢ 67 kDa (p47-phox e p67-phox) foram identificados ¢
seus genes clonados (LETO et al, 1990; LOMAX et al., 1989). Defeitos num destes dois
componentes citosolicos respondem pela maioria dos casos de doenga granulomatosa
cripica autossdmica recessiva (VOLPP et al, 1988; ROOS et al, 1996; CROSS et al,
1996). Nas etapas iniciais de ativacio, a p47-phox sofre fosforilacio em nove residuos de
serina na seqiiéncia C-terminal, em particular nos residuos 303 e 304
(EL BENNA et al, 1994). Duas proteinas G de baixo peso molecular se integram ao
sistema NADPH oxidase fagocitico: a proteina rac2 se transloca com os componentes
citosdlicos; ¢ a rapl, se associa ao componente p22-phox pa membrana
(QUINN et al, 1989). Estas proteinas contribuem para a estabilizagio do complexo
enzimitico e regulam sua atividade biolégica (GABIG et al., 1995; KNAUS et al,, 1995).
Um novo componente citosélico foi recentemente identificado e clonado. Trata-se da
proteina p40-phox, 2 qual se associa & p67-phox (WIENTIES et al, 1993; ZHAN et al,
1996). Seu papel na atividade do sistema NADPH oxidase ainda nfio foi totalmente
esclarecido (Figura 1).

Os estudos sobre a especificidade tissular e expressio dos genes que codificam
as duas cadeias do flavocitocromo b, revelaram que o geme gp9i-phox se expressa
predominantemente nos fagocitos, e o gene p22-phox se expressa constitutivamente em
vérias outras linhagens celulares (ROYER-POKORA et al, 1986; PARKOS et al., 1938b).
Entretanto, os dois genes sdo induzidos paralelamente por vérias citocinas, principalmente
pelo  imterferon-gama (IFN-y), wpos monbcitos/macrofagos e  granuldcitos
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(NEWBURGER et al, 1988; NEWBURGER et al, 1991). O IFN-y também aumenta a
expressio do gene gp9l-phox em fagicitos de pacientes com doenca granulomatosa
cronica ligada ao X (EZEKOWITZ et al, 1987). Este achado propiciou, em parte, a base
para o uso clinico do IFN-y para a prevenciio de infecgdes em pacientes com doenca
granulomatosa cronica (The International Chronic Granulomatous Disease Cooperative
Study Group, 1991; MARGOLIS et al, 1990; WEENING et al, 1985), embora os
mecanismos de acdio do IFN-y ainda nio estejam totalmente esclarecidos
(WOODMAN et al, 1992). Recentemente, demonstramos que o IFN-y corrige
parcialmente o fenotipo de uma forma variante de doenca granulomatosa cronica ligada ao
sexo, corrigindo o erro de "splicing" no primeiro intron do gene CYBB ¢ aumentar a
exportacdo nuclear de transcritos estiveis destc gepe para o citoplasma
(CONDINO-NETO ¢ NEWBURGER, 2000), observacio corroborada por ISHIBASHI
et al. (2001) em outro caso similar.

O gene CYBE que codifica o componente gp91-phox da NADPH oxidase, foi
mapeado no braco curto do cromossomo X, no segmento Xp21.1 (BAEHNER et al, 1986),
ocupa aproximadamente 30kb do DNA genémico e coniém 13 éxons, os quais variam de
0,7 a 7 kb em tamanho (SKALNIK et al., 1991). A andlise estrutural da regifio de 1,5 kb
proximal a0 flanco 5’terminal revelou uma caixa CCAAT duplicada entre —106 ¢ —124 nt
{numeracio proximal ao sftio inicial de transcri¢fio), bem como uma caixa TATA ndo
consensual em —30 ot (SKALNIK et al, 1991). O promotor do gepe gp91-phox ndo tem
homologia com o¢© promotor de outros genes, como elastase do neutrdfiio
{(SRIKANTH e RADO, 1994), catepsina G (HEUSEL et al., 1991}, receptor para o fator de
crescimento de colOnias de granuldcitos (G-CSF) (SMITH et al., 1996), ou sftios de
consenso para a ligacfio de fatores transcricionais associados 3 expressio gémica da
linhagem mieclomonocitica, como C/EBPa ou PU.1 (SMITH et al,, 1996; SCOTT et al,
1994). Ha um clemento com seqiiéocia consensual de resposta ao IFN-y, mas ndo para o
fator de necrose tumoral-aifa (TNF-a).

A andlise funciomal do promotor do gene gp9i-phox demonstrou vérios
elementos regulatérios positives e wm repressor, que modulam sua atividade transcricional.
Estudos sobre duas famiflias com doenca granulomatosa crnica, revelaram que mutacSes
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pontuais (-55 ou —57 nt), reduziram dramaticamente a atividade transcricional do gene
gp91-phox na maioria dos fagécitos, exceto numa pequena sub populaciio de células com
fungio normal (NEWBURGER et al., 1994; WOODMAN et al, 1995). Tais mutagies
impediam a ligagdo de uma proteina detectada em experimentos “gel shift”, e
posteriormente caracterizada como um novo elemento de regulacio de transcricdo,
denomimade HAF-1 (“Hematopoietic-Associated Factor”), restritc as  céhulas
hematopoéticas e necessdrio, mas nio suficiente, para a indugio do gene gp91-phox pelo
IFN-y (EKLUND e SKALNIK, 1995). Estudos adicionais (EKLUND et al, 1996),
demonstraram &r€s elementos entre —450 e ~100 nt no promotor do gene gp91-phox com
atividade ligante, denominados BID (“Binding Increased During Differentiation™ -1, -2, ¢
—3. Um elemento transcricional repressor foi inicialmente identificado como uma
interferéncia na atividade ligante da CPl, causada por um grande complexo de
DNA-proteina, em experimentos “gel shif”, usando extratos nucleares de células que nio
expressam o gene gp91-phox, como células nio mieldides ou células HL-60 indiferenciadas
(SKALNIK et al, 1991). O repressor foi identificado como uma proteina que desloca o
clemento  CCAAT, um  repressor transcricional amplamente  distribuido
(SUPERTI-FURGA et al, 1989). Estudos posteriores demonstraram quatro sitios de
hgacio para a proteina que desloca o elemenio CCAAT, cada um inibindo a Fgacio e
ativagio transcricional de CP1 ou um dos fatores BID (LUO, 1996 ¢ SKAINIK, 1991).
Tais estudos contribufram para ¢ avango do conhecimento sobre mecanismos
transcricionais na linhagem miclocitica humana.

O gene que codifica a proteina p47-phox estd localizado po cromossomo
7q11.23, tem 18 kb e 9 éxons, seu RNAm codifica uma proteina de 390 aminoacidos e 44,6
kDa (FRANCKE et al, 1990), que funciona como uma plataforma ao promover o
acoplamento das demais proteinas citoplasméticas no citocromo bsss, localizado na
membrana. Sua fosforilacio é promovida principalmente pela proteina quinase C (PKC),
com a mudanca de sua conformacgo iniciam a ativagdo da oxidase, sendo que, a quantidade
de proteinas fosforiladas indica o estado de ativaciio do sistema (NASMITH et al, 1989;
GRINSTEIN e FURUYA, 1991).




Eosinéfilos

Os cosindfilos sio granulécitos terminais diferenciados, ormundos da medula
dssea, tém formato polimérfico, micleo bilobulado, com grande mobilidade, inimeras
vesiculas cito-plasmidticas ¢ com distribuicio predominante intravascular, nos tecidos
pucosos. A vida média dos eosinbfilos, acredita-se que € superior 3 dos netréfilos,
aproximadamente 13 dias, sendo seis dias em desenvolvimento na medula éssea, um dia na
circulagiio e seis dias no tecido. Os niveis sangiiineos sofrem variacOes durante o dia,
aﬁngindomaiormncenﬁagﬁoémiamiteemmrooncemagéoaomeiodia-
(RIOS ¢ CARVALHO, 1995; TRIGGIANI et al, 2000). Na circulag@o, constituem 1-3%
do total das células brancas do sangue, sendo que hd aproximadamente 500 vezes mais
eosinofilos nos tecidos que no sangue (DAHL R et al, 1992). Estio fisiologicamente
envolvidos nos mecanismos de defesa contra helmintos, citotoxicidade contra tumores ¢
nos processos de cicatrizacdio (WELLER, 1994). Na auséncia de parasitas, os eosindfilos
ativados podem causar destruicSio do tecido e ampliar a cascata inflamatéria produzindo
agentes quimiotaticos, come RANTES, eotaxinas e PAF, que aceleram o recrutamento de
novos eosinéfilos para o foco inflamatério. Virias doengas inflamatérias estio associadas
com eosinofilia. Por exemplo; asma, rinite alérgica, doenga atdpica da pele, sindrome hiper
esonofilico idiopatica (HES), etc (LAMPINEN et al, 2004). Como célula efetora, os
eosindfilos tém a capacidade de fagocitar bactérias e liberar mediadores lipidicos, porém
seus principais mecanismos de destrui¢io sdo a liberagio de proteinas toxicas dos granulos
¢ a producio de radicais livres do oxigénio, tais como superdxido, perdxido de hidrogénio,
cloraminas e radical hidroxila, que também podem Ilevar a0 dano tecidual
(HUA, 2000; LAMPINEN et al., 2004). Entre as proteinas dos grinulos dos eosinéfilos,
encontram-se a proteina basica principal (MBP), componente dos grinulos eosinofilicos, a
proteia catibnica eosinofilica (ECP), neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN) ¢ a
peroxidase dos eosinéfilos (EPO), outra proteina unicamente encontrada nos eosindfilos
(grinulos primérios) é a proteina lisofosfolipase que forma os chamados cristais
bipiramidais  bexagonais de  Charcot-Leyden  encontrados mo  escarro
(TRIGGIANI et al, 2000).
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Quando os eosmodfilos chegam ao sitio inflamatério sofrem apoptose e sio
rapidamente retirados pelos macrbfagos, sobrevivendo por menos de 48 horas. Algumas
citocinas, como IL-3, IL-5 e GM-CSF, retardam a apoptose dos eosindfilos, que
sobrevivem por um minimo de 12 a 14 dias (KANKAANRANTA et al, 2000). Viarios
outros fatores parecem regular a apoptose dos eosinéfilos como por exemplo, membros da
familia de genes Bel-2. Enquante que Bel-2, Bel-x; € Al suprimem a apoptose, o Bax,
Bel-x,, Bad, Bak, Bik sfio pro-apoptoticas. Pacientes com eosinofilia expressam Bcl-2 nos
eosinofilos do sangue periférico (VIGNOLA, 1999). Outro fator regulador da apoptose € o
recepior Fas expresso na superficie dos eosinéfilos. Este receptor Fas, também chamado
APO-1 ou CD95, induz a apoptose. Pacientes com eosinofilia nfio expressam estes
receptores na sua superficie (VIGNOLA, 1999). TFN-y ¢ TNF-a também incrementam a
expressio do CD95, causando um aumento na apoptose mediada por Fasl. dos eosindfilos
in vitro. (LUTTMANN, 2000). O éxido nitrico parece evitar a morte induzida pelo receptor
Fas em eosinéfilos humanos. Pacientes com rinite e asma apresentam aumento de oxido
nitrico exalado, favorecendo a eosinofilia (RESNIK, M.B ¢ WELLER, 1993).

Em anos recentes, tem sido encontrado que algumas citocinas podem ser
sintetizadas, guardadas e¢ liberadas pelos cosinéfilos humanos. O que sugere que os
eosinéfilos podem regular a inflamacdo alérgica de uma forma muite mais complexa que s6
liberando proteinas que afetam o tecido. Por exemplo, um marcado actimulo de eosinéfilos
ocorre em varias desordenes importantes como nas doengas alérgicas, infecgSes parasitarias
¢ no cincer. Em certas doengas, entretanto, pode seletivamente ocorrer um actimulo de
eosinéfilo no sangue periférico e em alguns tecidos do corpo, e este depésito anormal pode
levar a varios efeitos clinicos (ROTHENBERG, 1998). Eosinofilia no sangue periférico e
no escarro ¢ indicativo de asma alérgica e ndo alérgica . Recentes informages sugerem que
o eosindfile pode ter um papel chave na asma quanto ac dano do epitéhio respiratério,
devido 2 elaboraciio de leucotrieno C que € um potméte consiritor na via aérea humana.
Hiper-reatividade brénquica e inflamacfio cosinofilica da via aérea, sfo importantes
caracteristicas da asma (KAY, 2001). Recente investigagiio sobre o papel da inflamacfio na
asma tem focalizado vérias citocinas ¢ mediadores da inflamacfio na patogénese da doenca
in vivo. De esta forma a liberaciio de citocinas inflamatérias poderiam amplificar e
prolongar a resposta alérgica incrementando o dano no tecide (LAMPINEN, 2604).
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Particular interesse tem sido dado ao estudo da IL-5 devido a sua eminente
importincia no controle da fungio do eosinéfilo. Experimentos in vitro, tém demonstrado
que a IL-5, aumenta a adesio do eosmdfilo na célula epitelial, aumenta o nimero de
eosindfilos remanescentes, estimula a eosinopoiese e aumenta a atividade citotoxica do
eosindfilo (COLLINS et al., 1995). Existe uma forte evidéncia do papel da IL-5 na asma,
esta citocina, é essencial no mecanismo de maturacio do precursor do eosinéfilo na medula
ossea e estes eosindfilos se acumulam no pulmio durante um processo inflamatério
pulmonar. A inibicsio da aciio da IL-5 mostrou, entretanto um bloqueio na maturagiio do
precursor do eosinofilo (EGAN et al, 1997).

Os eosinéfilos tem sido referidos na sintese e armazenamento de uma série de
proteias reguladoras em seus grinulos secretores (eosinas). Estes mediadores sfo
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (LACY ¢ MOQBEL, 1997). Acredita-se,
entdo que os eosindfilos tém um importante papel nas respostas inflamatérias das vias
aéreas, e a eosinofilia do tecido é uma caracteristica da via aérea de asmdticos, portanto, 0s
eosindfilos tem sido demonstrado como causadores da injiria da mucosa e provavelmente
coniribuem para alterages fisiologicas do pulmio. Esta pobremente definido o mecanismo
pelo qual se da o inicio e a manutencio da inflamagfio em vias aéreas de pessoas alérgicas.
Recentes estudos tem acrescentado o papel das quimiocinas e receptores das quimiocinas
pa geracdo da resposta inflamaidria eosinofilica e nio eosinofilica da via aérea
- Interessantemente, a imunorreatividade de varias destas eotaxinas tem sido descobertas
para co-localizar os grnulos secretores dos ecosindfilos. A potencial habilidade dos
eosinéfilos em produzir estas moléculas tem levado a uma fundamental reavaliagiio do
papel destas céluias na regulaciio das reacSes inflamatérias em doengas atdpicas e
parasitarias (LACY et al., 2003).

NADPH Oxidase ¢ eosindfilos

Como em outros fagocitos, a geracio de reativos imtermedidrios do oxigénio
pelos eosindfilos segue a ativagciio e acoplamento do sistema NADPH oxidase sobre a
membrana plasmatica. (BOLSCHER, 1990; HUA, 2001). Estudos sobre sistema NADPH
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oxidase dos eosinéfiles mostram fortes semelhancas entre eosindfilos ¢ neutrdfilos tanto na
ativagiio como na umifio deste complexo, por exemplo, os eosinéfilos podem gerar até 10
vezes mais O, ~ do que os neutr6filos, o qual pode ser causado pela elevada expressio do
sistema NADPH oxidase nos eosinéfilos (SOMEYA et al, 1997). Outros estudos usando
anilise por imunoblot, igualmenie demonstraram que os ecosinéfilos produzem mais
NADPH oxidase do que os neutrSfilos (YAGISAWA, 1996). Esta discrepéncia na
producdo do O, entre eosinbfilos e neutréfilos pode também ser devida a que na destruicio
dos microorganismos os peutrdfilos geram preferencialmente O, deniro das células
(KOBAYASHI, 1998), fato que foi demonstrado em varios experimentos usando DHR-123
(HENDERSON e CHAPPELL, 1993), também, LACY et al. (2003) reportaram que os
eosinéfilos se unem a NADPH oxidase na membrana plasmitica para gerar Oy
extracelular. Por outro lado, € interessante, que os eosinéfilos s3o capazes de fagocitar
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, porém sio incapazes de destruir tio
eficientemente quanto os neutréfilos (DECHATELET, 1978). Isto possivelmente devido a
que os eosindfilos podem ser menos eficientes na destruigio, por falta de uma produgfio
significativa de Oy'intracelular.

No momento, pouco se sabe sobre os mecanismos de transdugiio que regulam a
ativaclio da NADPH oxidase na linhagem eosinofilica (LINDSAY e GIEMBYCZ, 1997).
PropSe-se que a atividade NADPH oxidase esteja regulada peio menos em parte, ao nivel
da expressio génica em neutréfilos (HUA et al,, 2000), e que os componentes do sistema
NADPH oxidase estejam expressos apés os estdgios mieldides durante a maturacio
eosinofilica (HUA et al, 2001). Supondo que a expressio dos componentes do sistema
oxidase em eosinéfilos e neutréfilos sigam um padrdo similar, espera-se que fatores de
transcricBo comuns estejam envolvidos nesta expressio (HUA et al, 2001). Contudo,
pouco se sabe sobre a regulacfo da expressio dos genes que codificam os diversos
componentes do sistema NAPDH oxidase de eosin6filos humanos, um dos objetivos do
presente estudo.

Varios modelos tém sido utilizados para estudar os eventos que ocorrem
durante o desenvolvimento e a diferenciacfo de eosindfilos. Um deles é o cultivo de
leucocitos humanos a partir de sangue de cordfo wmbilical na presenca de IL-3 e IL-5,
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promovendo sua diferenciaciio em eosindfilos (ZARDINI et al, 1997). Outro modelo bem
caracterizado é o "clone 15" da linhagem celular HL-60 (FISCHKOFF, 1988). Pode-se
induzir sua diferenciaglio in vitro para diferentes tipos celulares, com capacidade
bioquimica, histolégica e funcional de leucocitos maduros; estes incluem céhulas similares a
peutrofilos humanos maduros, macréfagos, mondcitos ou eosindfilos (COLLINS, 1987).
Quando o clone 15 de HL-60 ¢é estimulado com acido butirico, diferencia-se em c€lulas
com caracteristicas similares a eosindfilos maduros, incluindo a habilidade para responder a
estimulos quimiotiticos especificos, expressio de receptores de superficie para IL-5
(PLAETINCK, 1990) e expressar proteinas caracteristicas, como peroxidase (EPO) e
proteina basica principal (MBP) (ROSENBERG, 1996). Também se propde que o acido
butirico tem a habilidade de induzir receptores especificos para certos fatores de
crescimento hematopoiéticos em células HL-60. Virios investigadores sugerem que o acido
buifrico atua na transcricBo gémica, chegando a pré-acometé-las a maturacéo
(PLAETINCK, 1990).

Glicocorficdides

Os glicocorticoides bloqueiam o processo de inflamacéio, suprimem a ativacéo
do sistema imune ¢ atuam como agentes inibidores do crescimento, in vitro ¢ in vivo, porém
seu mecanismo de acio nio é totalmente conhecido. S&o empregados na terapia aguda e
cronica de diversas doengas imunes, como asma ¢ artrite reumatdide, em guimioterapia de
neoplasmas Hnféides, por causarem apoptose nessas cflulas, €, ainda, como
imunossupressores, n2 prevengio da rejeicio celular/tecidual apés transplante de 6rghos €
participam do comtrole da proliferaciio celular através da regulacio de diversos genes
ligados ao crescimento e 3 diferenciacdo ceiular, tendendo a promover diferenciaciio e
inibir proliferacio. O efeito transcricional dos glicocorticoides se processa através do
receptor de glicocorticdide (GR) no tecido alve, mma proteina mtracelular pertencente a
superfamilia de receptores de hormdnios esteréides. Seus efeitos podem ser notados apés
aigumas horas, isto porque sua farmacodindmica implica em alieracfes na expressiio génica
e sfntese protéica (ADCOCK, 2000 ).




Entretanto, os glicocorticéides podem causar a reducio do ndmero de
eosindfilos na circulagio (SCHLEIMER, 1993) ¢ esta reducio é dependente, pelo menos
em parte, da supressdo de citocinas através da inibiciio do NF-xB (ADCOCK e 1TO, 2000)
¢ da inducdo de apoptose nos eosindfilos (MEAGHER et al, 1996). O tratamento com
glicocorticéides pode levar a um incremento nos niveis de IL-12 que também promove a
apoptose dos eosinofilos (Nutku, 2001). O efeito dos glicocorticoides na atividade
NADPH oxidase e expressio dos genes componentes deste sistema, quando administrado
antes ou apos da diferenciaciio com citocinas, é um dos objetivos deste projeto.

47






%
N
=
S
S
N




2.1 - Objetive Geral

Investigar o desenvolvimento ¢ a regulacSo do sistema NADPH oxidase na
linhagem eosinofilica bumana. Focalizamos os genes CYBB e NCFI que codificam
respectivamente as proteinas gp91-phox ¢ pd7-phox do sistema NADPH oxidase.

2.2 - Objetivos Especificos

Examinar o padrio de expressio dos genes que codificam as proteinas
gp%1-phox e p47-phox, durante a diferenciacio das células HL-60 clone 15 com acido
butirico e citocinas que influenciam as fungbes fagocitarias como IFN-y e TNF-c.

Estudar o efeito dos glicocorticéides sobre sistema NADPH oxidase em células
HL-60 clope 15.

Estudar em leucéceitos de sangue de corddo umbilical humano, o efeito de
citocinas que promovem o crescimento ¢ diferenciacio de eosindfilos, especificamente com
I -5 e IL-3 e examunar a atividade NADPH oxidase nestas células.
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3.1 - Cualtara de células HL-60 clone 15

A linbagem celular promielociftica humana HL-60 clone 15, previamente
cultivada e clonada em condigSes alcalinas, obtida da "American Type Culture Collection”,
foi cultivada em meio RPMI 1640, contendo soro bovino fetal (10% v/v), L-glitamina
{2 Mm), penicilina (100 U/mi), estreptomicina (100 pg/ml), ¢ 0,5 mM de acido butirico,
numa densidade de 0,5-1,0 x 10° células/ml, a 37°C, em atmosfera amida, saturada com 5%
de CO2, durante 7 dias ou mais (FISHKOFF et al., 1988;ROSENBERG, 1996), ocasido em
que foram feitas as contagens absoluta e diferencial, assim como a determinacio da
viabilidade celular por exchisiio com azul de tripan.

3.2 - Atividade NADPH oxidase

A liberagio de superdxido foi quantificada espectrofotometricamente
utilizando-se o ensaio da reduciic do citocromo C especificamente inibida pela superdxido
dismutase (SOD) (MCCORD e FRIDOVICH, 1969). Utilizamos o ativador sclivel da
proteina quinase ¢ (PKC), 48-forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) como agonista do
sistema NADPH oxidase nos experimentos que quantificaram a liberacio de saperdxido.
No dia do experimento, as células foram transferidas para placas de poliestireno com 6
pogos (10° células por poco) e centrifugadas a 200 X g durante 10 minutos, em temperatura
ambiente. Seu sobrenadante foi substituido por solugiio salina de Hanks’ (HIBSS) sem
vermelho de fenol, contendo citocromo ¢ (50 uM) e o PMA (30 nM). Metade dos pocos
receberam SOD (60 U/ml) no inicio do experimento. Ap6s a incubagfio, as placas foram
colocadas sobre gelo € a outra metade dos pocos receberam SOD (60 U/mi). A absorbancia
do sobrenadante foi monitorizada no comprimento de onda de 550 nm, e a quantidade de
superéxido fiberada, foi calculada usando-se o coeficiente de extingfio de 21.100 M cm™.
A contagem ¢ determinaciio da viabilidade das células foram feitas antes do experimento e
os resultados foram expressos como nmoles de superdxido liberados por 10° céhulas por
hora.
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3.3 - Efeito do Acido Butirico ou IFN-y ¢ TNF-« sobre a atividlade NADPH oxidase em
céhalas HL-60 clone 15

As células HL.-60 clone 15 foram cultivadas em placas de poliestirenc com 6
pogos (2,0 x 10° células por pogo). No dia do experimento, a liberagio de superdxido foi
quantificada de acordo com o seguinte protocolo (MCCORD e FRIDOVICH, 1969):

1. Células HL-60 clone 15 cultivadas em condi¢Ses basais (controle).

2. Céhilas HL-60 clone 15 cultivadas com acido butirico (0.5 mM) por 2, 5¢ 7
dias.

3. Células HL-60 clone 15 cultivadas com IFN-y (100 U/ml) ¢ TNE-a
(1000 U/mi) por 2 dias.

4. Células HL-60 clone 15 cultivadas com acido butirico por 5 ¢ 7 dias
associadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) durante as Gltimas
48 horas.

3.4 - Eunsaios de expressio génica

Nos ensaios seguintes passamos a estudar a diferenciacfio eosinofilica e o
desenvolvimento da NADPH oxidase do ponto de vista molecular, analisando a expressdo
de genes de proteinas especificas dos eosindfilos, assim como dos genes que codificam
cormaponentes do sistemma NADPH oxadase.

3.4.1 - Caracterizaciio molecalar da diferenciacio eosinofilica ¢ expressio génica
dos componentes do sistema NADPH oxidase

A andlise por RT-PCR foi usada para investigar a expressdo génica de duas
proteinas especificas dos eosinéfilos: peroxidase dos eosindfiios (EPQO) e a proteina basica
principal (MBP), (COLLINS, 1987), além dos genes CYBB e NCF-1 que codificam
respectivamente as proteinas gp91-phox (ROYER-POKORA et al, 1986) e p47-phox
{(LOMAX et al, 1989) do sistema NADPH oxidase. Esta analise foi considerada nas c€lulas
HL-60 clone 15 ¢ em kucocitos do cordzo umbilical. |
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O RNA total foi extraido usando o método da guanidina HCI
(GINSBURG, 1985). O ¢DNA foi sintetizado utilizando a enzima SuperScript Il RT do
virus de leucemia mieléide de Moloney (MMLV-RT) (GIBCO BRL). Resumidamente, 2ug
do RNA total foram adicionados numa solucfio comtendo os seguintes reagenfes nas
concentragbes finais: hexAmeros randémicos (5uM), tampao RT (Tris-HCl 10mM (pH 8,3),
KCl 50 mM, Mg(Cl imM); dATP, dCTP, dTTP, dGTP (500uM de cada), enzima
M-Mul.V-RT (5 U/pl) e inibidor de RNAse (0,5U/ul), incubados por 60 minutos a 42°C e

a seguir aquecidos por 10 minutos a 92°C. Os cDNAs resultantes foram congelados a2
-20°C para posterior uso na PCR.

A reaciio em cadeia da polimerase (PCR) foi feita utilizando-se como substrato
2ul do cDNA produto da RT e 30 ciclos de amplificagio, num volume final de 25ul, e
adicionados o©os scguintes reagentes com as concentraghes finais: tampio PCR
{20mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl); dATP, dCTP, dTTP, dGTP (200uM de cada),
MgCL (1,5mM), oligonucleotideos (400nM do “forward” e do “reverse™) especificos para
cada gene estudado (Tabela 1), Tag DNA polimerase recombinante e idgua livie de
nucleases. Os produtos da amplificacdio do cDNA obtidos como descrito acima, foram
resolvidos em gel de agarose a 1,5 % no tampio TAE, na presenca de brometo de etideo
Iug/mi. A expressio génica relativa foi analisada pelo Image Master Software
{Biotech Pharmacy).

Tabela . - Oligonucleotideos usados para a anilise por meio de RT-PCR

Geme . Sequéacia dos oligonucleotidess Gene Bank
EPO F 5° GCA TCT GCT CCC AGC CCT 3 M29904
EPO R 5’ GAA GGG TCC GGA CCG CTG 3° M29905
MBP F 5 AGT GGT GGG CAT CCC 1GG 3 M34463
MBP R 5* GGC CAC GCA GTG ACC ACC 3°

pd7-phox K 5 CTGIC GCGGT ACTCT TGCCA TCITT GGC 3 NM 000265

p47-phox F $* GCGCT TCGTA CCCAG CCAGC ACTAT GT 3

op91-phox F 5 GCTCT AGAG C ATGAG GGG CT CTICCA TTTTTGICA 3 NM 000397

gp9i-phox R 5’ OGGGA TOCCG AGTTC AGAGA GTGCT ACTGA ATAA 3°

Bactina F 5 GCT CGT COT CGA CAA CGGCIC 3 NMO001101
B-actina R 5’ CAAAC ATGAT CTGGG TCATCT TCT C 3’
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3.4.2 - Quantificaciic relativa da expressiio génica dos componentes de sistema
NADPH oxidase gp91-phox e p47 phox em células HL-60 clone 15

Foi utilizado o kit comercial QuantumRNA 18S Internal Standards
(Ambion, Inc., TX), para a quantificagfio relativa da expressiio dos genes que codificam as
proteinas gp91-phox e p47-phox. Esta técnica utiliza dois pares de oligomicleotideos
iniciadores em cada reagdo, um para amplificar 0 ¢DNA de interesse ¢ outro para
amplificar o controle interno (RNAr 188S). No entanto, como o controle interno utilizado €
abundante, € importante que a eficiéncia da amplificacio do confrole interno (18S) esteja
sendo observada na mesma imensidade da amostra alvo. Este sisterna utiliza-se de um
limitador (competimero) que modula a eficiéncia de amplificacio do controle inierno, que
consiste de um oligonucleotideo modificado em seu extremo 3°, ¢ qual bloqueia
parcialmente a extensio pela DNA. polimerase, quando adicionado na reacio do confrole
interno na devida proporgdo, permitindo a comparagfo da amplificaciio na mesma faixa de
variabilidade linear (PALLANSCH, 1990).

Para a avaliagfio da expressfio relativa dos genes que codificam as proteinas
gp91-phox e p47-phox, utilizamos as células HL-60 clone 15 cultivadas conforme o
seguinie protocolo:

1. CondicGes basais (controle).
2. TFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-a (1000 U/ml) por 2 dias.
3. Acido butirico (0.5 mM) por 5 dias.

4. Acido butirico por 5 dias associadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-«
{1000 U/ml) durante as Giltimas 48 horas.

3.4.2.1 - Determinacio da fase linear da ampiificacio

Considerando que durante o ensaic de PCR, a reacio permanece linear por um
himitado ntimero de ciclos, ¢ necessario determinar estz faixa de ciclos para todos os
produtos do PCR que estdo sendo medidos. Os reagentes para a PCR foram dispostos em 6
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tubos de reacdo iguais e retirados do termociclador nos ciclos de niimero 22, 24, 26, 28, 30
¢ 32, nos quais a eficiéncia da amplificacio € progressiva, aié atingir valores maximos €
constantes.

Os produtos da amplificacfio dos cDNAs de gp91-phox, p47 phox e o controle
interno (RNAr 18S), foram resolvidos em gel de agarose a 2,0 % no tampo TAE, na
presenca de brometo de etideo Iug/ml A expressio génica relativa foi analisada pelo
Image Master Software (Amersham Pharmacia Biotech). O resultado da densitometria das
amostras alvo foi dividido pelo resultado da densitometria das amostras do controle interno,
normalizando uma razdo, que foi considerada para a andlise estatistica.

3.4.3 - Ensaio de “Slot Blot”

Esta metodologia € usada para determinar os niveis estaveis do RNAm de um
gene especifico. Os experimentos “siot blot” foram realizados conforme instrucdes do
fabricante Schleiner & Schuell, para seu equipamento Minifold II. Estudamos os genes
CYBB e NCF-1. Utilizamos as células HL-60 clonel5 conforme especificado a seguir:

1. CondicBes basais (controle).
2. IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-a (1000 U/ml) por 2 dias.
3. Acido butirico por 5 dias

4. Acido butirico por 5 dias associadas com IEN-y (100 U/ml) ¢ TNF-o
{1000 U/ml) durante as 1ltimas 48 horas..

Os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando Spg de RNA para
cada amostra, diluido em 100l de 4gua livie de mucleases, adicionando 300ul de uma
soluclo 1/1 de 37% de formaldeido e 20X SSC. As amostras de RNA neste tampéio foram
aquecidas a 65° C por 15 minutos, em seguida colocadas no gelo e adicionado 55ul de uma
solugio de acetato de amGnia a 4M pH 7. A membrana de nitrocehilose foi pré-hidratada
com solugio 10X SSC, colocando-se em cada pogo 500u de solugio 10X SSC, seguida da
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amostra de RNA e novamente 500ul de solugfio 10X SSC, aplicando-se vacuo ao sistema.
Em seguida, ¢ RNA foi fixado 2 membrana de nitrocelulose por aquecimento em forno a
vécuo por 2 horas a 80° C. A membrana foi entdo pré-hibridada em soluggo contendo 20X
SSC, 50X solicio de Denhardt, fosfato de sodio 1M (ph 7,0), DNA de esperma de salmio
(10mg/mi) e formamida deionizada.

A seguir, a membrana foi hibridada com as sondas cDNA dos gemes
gp91-phox, p47-phox ¢ 18S amplificadas e marcadas com [o”’P JdCTP (3000 Ci/mmol).
Utilizamos 1x10” CPM por sonda. As sondas do gene gp9l-phox foram produzidas
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores 7F-184 ¢ CGD 10R- 949, com 766 pares de
base (entre éxon 3 a 9), por meio de PCR com 30 ciclos, sendo cada ciclo: 95°C por 45
segundos, 60°C por 45 segundos, 72°C por 90 segundos. As sondas do gene p47-phox
foram produzidas utilizando-se dos oligonucleotideos iniciadores p47-48F ¢ p47-451 R,
com 404 pares de base, por meio de PCR com 30 ciclos, sendo cada ciclo: 95 ° C por 45
segundos, 60 ° C por 45 segundos, 72 * C por 90 segundos. As sondas do 18S foram
produzidas conforme instrucdes do fabricante {(Ambion, catdlogo 1717), com 324 bp. Além
dos oligonucleotideos iniciadores, a solugdo para PCR foi acrescida das bases dATP,
dGTP, dTTP, além de dCTP marcado com [ o°P ] (3000 Ci/mmol), tampdo 10X PCR,
MgClL;, agua livre de nucleases, Taq polimerase, € o molde para gp91-phox e p47-phox. O
controle pegativo da PCR continha a solugio acima, subtraida do template para os
respectivos genes, ¢ do [ PJdCTP. O controle sem radioatividade continha a solugfo
acima, subtraida do o *PJdCTP.

Para a leitura da radioatividade, o produto do PCR foi diluido em agua destilada
1:5, acrescido de TCA 10% e incubado no gelo por 15 minutos. Em seguida, o produto do
PCR foi transferido, por mecanismo a vacuo, pare um filtro de fibra de vidro Whatmam
934-AH. Por fim, os filtros foram colocados em frascos contendo liguido de cintilagfio, ¢ a
radicatividade foi medida em contador Beta.

O produto do PCR com as sondas cDNA dos genes gp91-phox, p47-phox e 188
marcadas com [o?P]dCTP foi aquecido & 42°C por 10 minutos, e posteriormente colocado
em contato com a membrana pré-hibridada, 3 42°C por 18 horas. Apbs a hibridacfo, os
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filtros foram submetidos a lavagem com solugio 2x SSC + 0,1% SDS por 15 minutos, ¢
posteriorente com solugdo 0,2x SSC + 0,1% SDS por 30 minutos. Os filtros foram
expostos a0 filme Amersham Pharmacia Biotech Hyperfilm MP (codigo RPN1677K) por 3
dias para gp91-phox ¢ p47-phox , e por 2 horas para 18S. Em seguida, os filmes foram
revelados. Analisamos quantitativamente os niveis estiaveis de RNA por densitometria
utilizando-se do aparelho Image Master Total Lab v1.11. Os niveis de hibridacio foram
normalizados pelo 18S, gene expresso constituivamente,

3.4.4 - Ensaio “Nuclear Ran-On”

Esta técnica € usada analisar a atividade transcricional de um determinado gene.
Portanto, o aumento de um RNA especifico reflete sua taxa de transcrigio. Com o objetivo
de mvestigar a atividade transcricional dos genes gp91-phox e p47-phox , utilizamos
ensaios “nuclear run-on”, sendo as células HIL-60 cultivadas numa concenmtracio de 0,5 X
10° células/ml, conforme protocolo especificado no experimento de “slot blot” :

A atividade transcricional dos genes CYBB e NCF-1 foi estudada segundo
metodologia descrita por Greenberg (GREENBERG et al, 1985). Os niicleos vidveis das
células HL-60 clone 15 foram isolados por meio de lise cetular em Nonidet P-40 (0,05%), e
incubados durante 45 minutos, a 30°C, com uma mistura de nucleotideos contendo
[P?PJUTP (250 pCi, 3000 Cinmol) e adigiio de 0,8 mM de MnCl,. G RNA sintetizado “de
nove” foi extraido pele método da guanidina HCI e precipitado em  etanol
(SUBRAHMANYAM et al, 1999). O RNA normalizado {i-2 x 107 ¢pm), foi hibridado
com sondas de cDNA, imobilizados em filtros de nitrocelulose {“slot biots™). As sondas
usadas nesie experimento foram cDNAs completos para os genes CYBB e NCFi
(LOMAX et al, 1989), como controles negativo e positivo de hibridaciio foram wusados
respectivamente  (plasmidec), e um gene de expressdo constifutiva (B-actina)
(CONDINO-NETO et al., 1998; DINARELLO, 1991). A atividade transcricional foi
mﬁsadaem@hdamrdmﬁomﬁiad&bandasdehhidagﬁo@imﬁoolmge%m
Software  (Amersham Pharmacia Biotech), e os resultados interpretados
semi-quaniitativamente.
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3.4.5- PCR em tempo real

Os experimentos que avaliam a expressio génica foram complementados pela
deteccio de sua amplificaciio em tempo real (“Real time PCR”). A técnica, foi baseada no
monitoramento da fluorescéncia emitida durante a reacio em cadeia da polimerase (PCR)
na fita recém sintetizada. Foi realizada no equipamento ABI 5700 Sequence Detector
System (Applied Biosystems) utilizando o reagente “SYBRGreen PCR Master Mix
{Applied Biosystems)”, componente intercalante de DNA dupla-fita, que contem todos os
reagentes necessarios para a realizacio de uma reagfio de PCR ( dNTPs, MgChL, Tampao,
Taq Amph-Gold)..

Utilizamos a andlise relativa dos dados, onde a expressfio do gene gp9i-phox
foi quantificada em relagiio a um gene de controle endégeno de expressdo, a B-actina. A
anslise relativa dos dados foi expressa pela derivagio da formula matematica 2727, de
onde obtivemos os nivels de expressiio génica das amosiras sempre em relagfio & amostra
calibradora, como descreve ¢ manual do equipamento. Para a realizagfio desta técnica
foram desenbados oligonucieotideos especificos para o gepe gp9l-phox, alvo do nosso
estudo, ¢ também oligonucleotideos especificos para o gene utilizado como conirole da
técnica, a B-actina. Os oligonucleotideos foram desenhados pelo sofiware “Primer Express™
(Applied Biosystems). Os ensaios que avaliam a expressio do gene p47-phox estiio na fase
de cdlculo e serdo concluidos no decorrer de juiho de 2004. Segue abaixo as seqiiéncias dos
oligomicleotideos {(Tabela II):

Tabela IT - Seqii€ncia de oligonucieotideos utitizados ne PCR em tempo real.

2p 91 phox F 5 TTG TGG AAA CCC TCC TATGA 3 NM 000397
2p 91 phox R 5 AAA ACC GCACCAACCTCTCA 3
Bactina F 5 TCACCG AGCGCG GCT 3 NMO01101
Bactima R 5" TAA TGT CAC GCA CGA TTT CCC 3
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Paraqmamgﬁq de PCR em tempo real seja confidvel ¢ reprodutiva, sfo
necessédrias condiches 6timas que tenham um 100% de eficiéncia na amplificacho, isto €
obtido da formula 10¢Y°7? (MEIJERINK et al., 2001). Para que essa eficiéncia seja
proxima entre as amostras é mmportante que os produtos gerados por cada par de
oligonucleotideos também tenham um tamanho aproximado. As otimizacdes foram feitas
através amplificacGes obtidas de varias concentraches de oligonucleotideos em uma
diluicBo seriada de cDNA de células HI-60 clone 15 controle. As diluices foram as
seguintes: 500ng, 200ng, 50ng, 20ng, 5ng e 2ng.

Todas as amostras foram quantificadas por triplicata em placas de 96 “wells”
(MicroAmp Optical 96-well reaction plate -Applied Biosystems). As reagSes foram
realizadas mim em um volume total de 25ul contendo 20ng de ¢cDNA, 12,5ul de SYBR
Green Master Mix PCR (Applied Biosystems). As concentragdes de oligonucieotideos
utilizados e os tamanhos do produto amplificado estio na tabela IV. Os dados para serem
aplicados 4 forma matersética foram coletados na forma de emissio de fluorescéncia pa
fase exponencial da reacio pela determinaciio de um vnico “Threshold” para todas as
amostras realizadas muma mesma placa de 96 “wells”. Este “Threshold” ¢ uma linha
tracada na vertical o ponto de encontro entre esta linha e a curva de amplificacio é
denommmada “Cycle threshold”, ou “Ct”. Estes dados em forma de “Ct” foram exportados
para uma planitha de Excel Foram extraidas as médias destes e foram feitas as
normalizactes dos dados com o controle de expressio endégena, o primeiro passo da
derivacio aritmética denominado ACt {Ct da amostra com gene alvo menos Ct da amosira
com gene do controle enddgeno).

Apos a normalizacio dos dados foi realizada a calibraciio dos mesmos,
utilizando situacdes onde a expressio do gene alvo € inexistente, levando ao segundo passo
da derivagio aritmética denominado AACE (ACt da amostra a ser quantificada menos ACt
da amostra calibradora). Os dados que foram normalizados e calibrados foram convertidos
em niveis de expressiio pela formula 2*%% estima-se que a sttuagdo calibradora tem valor
“1” (um) de expressiio. A seguir passamos a realizar a curva de dissociacio gerada pelo
equipamento. Esta curva baseasse no “Tm” (Melting Temperature) especifica de cada
produto, que ¢ determinada pela composicio dos nucleotideos. A cada variaciio da
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temperatura, que acontece entre 60°C & 95°C logo apés o término da PCR, sio coletados
dados de fluorescéncia. A curva de dissociacfio se dé quando em determinada temperatura o
produto da PCR separa suas fitas e ocorre uma queda de fluorescéncia gerada pelo SYBR
Green, sendo que este intercala somente dupla fita.

Examinamos e comparamos nas células eosindfilicas, o padrio de expressdo do
gene CYBB, fazendo as mesmas cinéticas de expressio utilizadas para o RT-PCR
convencional. As células HL-60 clone 15 foram cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e/ou
TNF-a (1000 U/ml) durante 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas.

3.5 - Efeito dos glicocorticéides no sistema NADPH oxidase em células HL-60 clore 15

Analisamos o efeito da dexametasona sobre o sistema NADPH oxidase de
células HL-60 clone 15, antes e apés sua diferenciaciio com citocinas. Inicialmente,
analisamos o efeito da dexametasona sobre a liberagfio de superdxido por meio do o ensaio
de redugic do ciocromo C especificamente imibido pela  S0D
(McCord & Fridovich, 1969). A seguir, estudamos o efeito da dexametasona sobre a
expressio do gene CYBB por meio de PCR quantitativo-relativo. As céhilas HL-60 clone
15 foram cultivadas com IFN-y, TNF- ¢ dexametasona segundo os seguintes protocolos:

1. Condicbes basais (controle).
2. IFN=y (100 U/ml) ¢ TNF-x (1000 U/ml) por 48 boras.
3. Dexametasona (1M} por 24 horas.

4. Cultura de 3 dias, sendo dexametasona { ipM) por 24 horas € a seguir
adicionadas de IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) durante as Gitimas
48 horas.

3. Cultura de 3 dias, sendo as primeiras 48 horas com IFN-y (100 U/ml) e
TNF-a (1000 U/ml) ¢ as ditimas 24 horas com dexametasona (1uM).
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3.6 - Caltara de leucicitos bumanos, provenientes de sangue de cordio umbilical

Para a obtenciic dos eosinéfilos derivados de sangue de cordio umbilical,
modificamos e adaptamos as condicSes desenvolvidas por (BOYCE et al., 1995). Nossas
modificacdes foram; a ndo utilizagio de uma “matrix™ extracelular sokivel (Matrigel) sobre
a qual cresceriam as células, € ¢ desenho de uma bolksa especifica para a coleta de sangue.

As amostras de sangue foram obtidas por meio de punciio do cordio umbilical,
apds a dequitagio da placenta proveniente de parto normal ou cesariana sem complicagdes.
O sangue foi fracionado em gradiente de denmsidade de Ficoll-Paque
(1,77 g/ml, 1:1 vol sangue/Ficoll). A seguir, os leucécitos foram cultivados em meio RPMI
1640, contendo soro bovino fetal (10% v/v), B-mercaptoetanol (50 pM), L-ghutamina
(2 Mm), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/mi), interleucina-5 humana
recombinante (rhil-5, 200 pM, R&D Systems) e interleucina-3 humana recombinante
(rhiL-3, 350 pM, R&D Systems), numa densidade de 0,5-1,0 x 10° células/ml, em garrafas
de cultura a 37°C, em atmosfera tmida, saturada com 5% de CO, , por periodo de 28 dias,
em condigdes livres de endotoxina (< 10 pg/ml) (BOYCE et al, 1995; BOYCE et al,
1996). O meio de cultura contendo citocinas foi substituido semanalmente, ocasifio em que
foram feitas as estimativas da viabilidade celular, as contagens absohsta em hemocitémetro,
diferencial, ap6és “cytospin” em Hminas coradas com May-Grunwald. Analisamos a
expressio dos genes que codificam a proteina especifica da linhagem eosinofilica (MBP), o
componente CYBB, além da liberaghio de supertxido segundo emsaio da reducfio do
citocromo C especificamente imibida pela superdxido dismutase (SOD) (MCCORD e
FRIDOVICH, 1969).

3.7 - Estatistica

Os dados foram obtidos de pelo menos 4 experimentos diferentes e cada valor
representa a média * desvio padrio. O teste de Mann-Whitney foi usado para a comparacio
enire os grupos ¢ um valor de P<005 foi considerado significativo
(BHATTACHARYYA, 1977).
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4 - RESULTADOS




4.1 - Cultura de Células HL-60 clone 15

Para a diferenciagfo das céhulas HL-60 clone 15 partimos de uma densidade de
0,5-1,0 x 10° eélulas/ml e o periodo de cultura com AB (0,5 mM) foi limitado até o dia 7,
sendo avaliada meste periodo a difenciagfio eosinofilica e o desenvolvimento do sistema
NADPH oxidase. A viabilidade celular foi monitorizada no dia dos experimentos
espeificos, sempre se mostrando superior a 85% (n=10), quando comparada as células
controle que tiveram uma viabilidade maior de 95% {(n=4). A viabilidade das células
HL-60 clone 15 cultivadas com écido butirico (AB) 0,5 mM, diminuiu drasticamente para
25% depois do dia 14 de cultura em comparagfio as células controle. (Tabela I1I)

Tabela TH - Ntmero absoluto e percentnal de células HL-60 clone 15 vidveis, tratadas com
acido butfrico {(AB) (0,5 mM) por 14 dias.

Diz de Tratamento Células 1 -60 clone 15 Células Hi-60 clone 15+ AB

Conirole n=4 5.5 mM n=1

# célulasx 10° % de viabilidade  # células x 10° % de viabilidade

g 28 >95 1,98 >95
7 27 >95 6,85 85 - 95
14 2.5 > a5 8,75 25

4.2 - Caracterizaciio molecular da diferenciaciio eosinédfilica das células HI-66 clone

15

Para demonstrar que existiu uma verdadeira diferenciagio eosinofilica em
nossos modelos experimentais, identificamos a expressfio génica de duas proteinas
especificas de eosindfilos, por meio de RT-PCR. Escolbemos a perexidase dos eosinéfilos
(EPO) e a proteina basica principal (MBP) devido a sua expresso constitutiva nesta
linhagem (COLLINS, 1987). A Figura 2 demonstra que a expressio génica de EPO ¢ MBP
foi claramente superior nos dias 3 € 7 de cultura das células HI-60 clone 15 com scido
butirico, quando comnparada ao dia 1. A expressfio génica de B-actina foi detectada em igual

intensidade em todas as amostras analisadas durante cada experimento.
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R-actin R-actin

Figura 2 - Expressio génica de EPO e MBP Eletroforese em gel de agarose dos produtos
de RT-PCR realizada com oligonucleotideos para EPO ¢ MBP em células
HI-60 clone 15 diferenciadas com (AB) (0,5 mM). A expressiio génica de EPO
e MBP foi superior nos dias 3 e 7 de cultura. Células ndo diferenciadas
(pista 1). O produto de B-actina foi detectado em igual intensidade em todas as
amostras analisadas.

4.3 - O efeito do IFN-y e TNF-q sobre a expressiio génica de EPO ¢ MBP em células
H1.-60 clone 15

A cultura das células HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/mi) ¢ TNF-a
(1600 U/mi) duranie 2 dias ocasionou um aumento na expressfio gémica de EPO e MBP
comparada com as células confrole (Figura 3, p<0,05, n=4, teste de Mann-Whitney).
Resultados similares foram observados quando estas c¢élulas foram cultivadas com IL-5
{200 pM) por 7 dias (Figura 3, p<0,05, n= 4, teste de Mann-Whitney ) ou AB (0.5 mM) por
5 dias (Figura 3, p<0,05, n= 4, teste de Mann-Whitney). Quando IFN-y (100 U/ml} ¢
TNF-o (1000 U/mi) foram adicionados durante os dois altimos dias da cultura, a expressio
génica de EPO incrementou nas células HL-60 clone 15 diferenciadas com AB (0.5 mM)
por 5 dias, comparada com as células cultivadas somente com IFN-y (100 U/ml) e TNF-o
(1600 U/ml) durante 2 dias ou células em condigfies basais (Figura 3, P<0,05, n=4, teste de
Mann-Whitney).
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Figura 3 - Efeito do IFN-y e TNF-a sobre a expressio génica de EPO ¢ MBP em
células HL-60 clome 15. IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) ou IL-5
(200 pM) causaram incremento significativo na expressio génica de EPO e
MBP, comparada &s células cultivadas em condigbes basais. Resultados
similares foram observados quando as células foram cultivadas com AB 0.5
mM por 5 dias. A adiglio de IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-a (1000 U/m) durante
os dois altimos dias da culfura incrementou a expressio génica de EPO nas

células HL-60 clone 15 diferenciadas com AB 0.5 mM (*p<0.,05, =4, teste de
Mann-Whitney ).

4.4 - Cinética da expressiio génica de EPO em células HL-60 clone 15 estimuladas com
IFN-y e TNF-a

Nesta etapa, investigamos em mais detalhe o efeito do IFN-y ¢ 0 TNF-a sobre a
diferenciagio eosinofilica das células HL-60 clone 15. Portanto, fizeros uma cindtica de
expressdo usando oligonucleotideos especificos para EPO, e estimulando as células HL-60
clone 15 com IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-a (1000 U/ml) durante 1, 3, 6, 12, 24 ¢ 48 horas.
Destacamos um pico de expressio génica de EPO em 3 e 48 horas nas células HL-60 clone
15 cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) {Figura 4).
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Figura 4 - Cinética de Expressiio de EPO. Eletroforese em gel de agarose dos produtos
de RT-PCR realizada com oligonucleotideos para EPO em células HL-60 clone
15 estimmladas com IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-a {1000 U/mi). Observa-se um
aumento na expressio génica de EPO em 3 e 48 horas. Células ndo

diferenciadas controle (Ctrl) (pista 1). O painel inferior representa a expressic
relativa. (*p<0,05, =4, teste de Mann- Whitney).

4.5 - Efeito do Acido Butirico, IFN-y ¢ TNF-u sobre a atividade NADPH oxidase em
células H1-60 clone 15,

IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) causaram um incremento significativo
na liberacdo de superdxido pelas células HL-60 clone 15 depois de dois dias de cultura,
comparadas as células cultivadas em condigBes  basais ou com AB
(Figura 5, p<0,05, n=4, teste de Mann-Whitney). Estas citocinas por separado também

causaram um incremento significativo na liberacfio de superdxido pelas células HL-60

clone 15 depois de cinco e sete dias de cultura.

A adicBo de TFN-y (100 U/ml} e TNF-a (1000 U/ml} durante os dois Gltimos
dias da cultura nas células HL-60 clone 15 cultivadas com AB (0,5 mM) por 5 dias causou

um aumento significativo na liberagBio de superdxido (Figura 5, p<0,05, =4, teste de
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Mann-Whitney). O AB (0,5mM) sozinho causou um incremento significativo na liberacdio
de superdxido pelas células HL-60 clone 15 depois de 7 dias quando comparadas com as
c€lulas cultivadas em condigBes basais (Figura 5, p<0,05, n=4, teste de Mann-Whitney).

Este aumento pfo ocorreu quando as células foram cultivadas com AB
(0,5 mM) mais IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) por 7 dias (Figura 5, p>0,05, n=4,
teste de Mann-Whitney). O IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-a (1000 U/ml) ocasionaram uma
diminui¢do dramética na viabilidade das células HL-60 clone 15 depois de 7 dias de
cultura, impedindo a realizac@io do ensaio de atividade NADPH oxidase além deste periodo

de cultura.
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Figura 5 - Efeito de Acido Butirico ou IFN-y ¢ TNF-¢ sobre a atividade NADPH
oxidase em células HL-60 clone 15. ApSs 48 de cultura com Ny
(100 U/ml) e TNF-o (1000 Ufmi) as células HL-60 clone 15 tiveram um
incremento significativo na liberagiio de superdxido. Depois de 5 dias, estas
citocinas ¢ / ou o AB (0,5mM) também ocasionaram um incremento
significativo na atividade NADPH oxidase. Os histogramas representam a

média de 4 experimentos independentes (*p<0,005, teste de Mann Whitney).
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4.6 - Expressio génica do componente gp9i-phox em células HE.-60 clone 15 segundo
RT-PCR convencional

As células diferenciadas com éacido butirico (0,5 mM) por 3 ou 7 dias
apresentaram padriio crescente da expresso génica de gp91-phox, quando comparadas com
as células controle (Figura 6, p<0,05 em ambas as situagdes, n= 4, teste de Mann-Whitney).
A expressio génica de gp91-phox foi maior nas células HI.-60 clone 15 diferenciadas com
AB (0,5 mM) durante 7 dias, quande comparadas as diferenciadas com AB (0,5 mM)
duranie 3 dias, sem atingir diferenca estatisticamente significativa (Figura 6, p>0,05, n=4,
test de Mann-Whitney ). A expressiio de gp91-phex em células THP-1 cultivadas com
IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) durante 48 horas, e células Hel.a cultivadas em

condicdes basais foram incluidas como controles positive € negativo respectivamente.
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Figura 6 - Expressiio de gp%9i-phox em células HL-60 clone 15. Painel superior;
produtos de RT-PCR com oligonucleotideos para gp-91 phox e B-actina.
Observamos um padrio crescente da expressio do gene que codifica
gp91-phox em células HL-60 clone 15 diferenciadas com AB em relacdio aos
respectivos controles. O painel inferior representa a expressdo relativa
{(*P<0,005, teste de Mann Whitney).

4.7 - Quantificacfio relativa da expressdo génica dos componenies gp91- e p47-phox
em células HL-60 clone 13

Foi determinada a fase linear da amplificacfio dos transcritos da gp 91-phox
(exon 1, 32 F -exon 5, 443R com um produto de amplificagfio de 415pb) e p47-phox
(48 ¥ — 451 R, com um produto de amplificacio de 404 pb). A Figura 7 exibe as
eletroforeses em gel de agarose 2% dos produtos da amplificacio, relativos aos franscritos
dos componente gp91-phox (A) e p47 phox (B) em células HL-60 clone 15, corados com
brometo de etideo (1pg/ml), determinando-se que o ciclo 28 (pista 4, nos dois casos) foio

melhor em termos de eficiéncia de amplificacio.
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Figura 7 - Fase linear da amplificacfio dos transcritos da gp%1-phox e p47 phosx. A fase
linear da amplificacfio determinou que o ciclo 28 (pista 4, nos dois casos) foi o
melhor em termos de eficiéncia de amplificagio. Transcritos da gp91-phox (A}

e p47 phox (B). Cada pista representa o nimero de ciclos.

4.7.1 - Proporciio do oligonucleotideo iniciador do controle interno (188) e do seu

competidor.

Determinamos a concentracio necessdria de oligonucleotideos competidores
para amplificar o controle interno (185) na mesma variacio linear da amostra alvo. A
Figura 8 mostra eletroforeses em gel de agarose 2%, coradas com brometo de etideo
(1pg/mi), representativa das proporcdes de 18S / competidores adicionadas as reagSes de
PCR, que contenham o cDNA das células HL-60 clone 15 e oligonucleotideos iniciadores
da gp91-phox e p47 phox respectivamente. As PCRs geraram produtos de 315 pb (18S) e
415 pb (gpS1-phox) ¢ 404 pb (p47-phox), evidenciando que a proporcdo 2/8 (pista 3 em
ambas as situagdes) entre o 18S e seu competidor foi a mais semelhante e ideal para que a

amplificacio do controle interno ocorresse na intensidade semelhante 4 observada na

amostra alvo.
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Figura 8 - Proporgio do controle interno (188) e do seu competidor . A eletroforese em
gel de agarose 2%, corada com brometo de etideo (1pg/ml), foi usada para
determinar a propor¢do do controle interno (18S) e do seu competidor tanto
para gp91-phox como para p47 phox em células HL-60 clone 15. Sendo que a

proporgéo 2/8 (pista 3 em ambas as situagBes) foi a melhor.

4.8 - Expressio do componente gp91-phox em céluias HL-60 clone 15, segundo
RT-PCR quantitativa / relativa.

A Figura 9 mostra um gréfico representativo da densitometria relativa dos
produtos da reagfio de RT-PCR, usando oligonucleotideos especificos para o componente
gp91-phox do sistema NADPH oxidase (pb=415) e para o 18S {(pb=315). A cultura das
céhulas HIL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml) e TNF-o. (1000 U/ml) durante 2 dias
ocasionou um incremento significativo na expressfo génica relativa de gp91-phox
(Figura 9, p<0,05, n=4, teste de Mann-Whitney). A cultura das células HI-60 clone 15
com AB (0.5 mM) por 5 dias nfio incrementou a expresséo génica relativa de gp91-phox
(Figura 9, p>0,05, n=4, teste de Mann-Whitney). Encontramos que a unifio de IFN-y
(100 U/ml), TNF-o (1000 U/ml) com o AB, incrementou a expressio génica relativa de
gp91-phox nas células HL-60 clone 15 quando as citocinas foram adicionadas na cultura

durante as Gltimas 48 horas (Figura 9, p<0,05, n=4, teste de Mann- Whitney).
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Figura 9 - Efeito do IFN-y e TNF-« sobre a expressiio génica de gp91-phox.. A cultura
das células HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml) e TNF-a {1000 U/ml)
durante 2 dias originou um aumento significativo na expressdo génica relativa
de gp9l-phox. IFN-y, TNF-a e AB, também incrementaram esta expressdo
quando as citocinas foram adicionadas na cultura durante as ultimas 48 horas
Os histogramas apresentam a média de 3 experimentos independentes das

densitometrias relativas. (¥p<0,05, n=4, teste de Mann-Whitney).

4.9 - Expressio do componente p47-phox em cflulas HL-60 clone 15, segundo
RT-PCR quantitativa / relativa.

A Figura 10 mostra um gréfico representative da densitometria relativa dos
produtos da reacdio de RT-PCR, usando oligonucleotideos especificos para o componente
p47-phox do sisterna NADPH oxidase (pb = 404) e para o 18S (pb=315). A cultura das
células HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml) e TNF-o¢ (1000 U/ml) durante 2 dias

ocasionow um incremento significativo na express3c génica relativa de pd47-phox, em
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relacdic as células em condi¢Bes basais (Figura 10, p<0,05, =4, teste de Mann-Whitney).
Esta diferenga nfio foi significativa quando comparada as células que receberam AB
(0,5 mM) por 5 dias mais IFN-y (100 U/ml) e TNF-¢ (1000 U/ml) durante os dois Gltimos
dias da cultura (Figura 10, p>0,05, n=3, teste de Mann-Whitney). Igualmente, nfo houve
diferenga em relagdo as células que receberam somente AB 0,5 mM por 5 dias. As células
que receberam AB (0,5 mM) por 5 dias tiveram expressio génica relativa de p47-phox
similar as células que receberam AB (0,5 mM) por 5 dias mais IFN-y (100 U/ml) e TNF-¢
(1600 U/ml) durante os dois altimos dias da cultura (Figura 10, p>0,05, n=3, teste de
Mann-Whitney).
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Figura 10 - Efeito do IFN-y e TNF-¢ sobre a expressio génica de p47-phox. A cultura
das células HL-60 clone 15 com IFN-y (100 Ufml) e TNF-o (1000 U/mi)
durante 2 dias originou um aumento significativo na expressdo génica relativa
de p47-phox em relagio as células em condicBes basais. Os histogramas
apresentam a média de 3 experimentos independentes das densitometrias

relativas. (*p<0,05, n=4, teste de Mann-Whitney).
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4.16 - Ensaic “Slot Biot”

A Figura 11 mostra os niveis estaveis de RNAm dos genes que codificam a
proteina gp91-phox e a proteina p47-phox em células HL-60 clone 15. A diferenciagio das
células HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-o (1000u/ml) durante 48 horas, com
AB (0,5mM) durante 5 dias e com a adicfio de IFN-y (100 U/ml)} e TNF-a {1000uw/ml}
durante as tiltimas 48 horas resultou num aumento da expressio do gene gp91-phox quando
comparado as c€lulas controle (Figura 11 p<0,05 em todas as situagles, n=4, teste de
Mann-Whitney). Porém, nfo encontramos diferencas significativas na expresséc dos genes
guando comparamos os tratamentos entre si (p > 0,05 em todas as situagdes, n=3, teste de

Mann-Whitney).

CTRL

T /48 Hrs

AB/ 3 dias

AB/IT

CTRL

1T /48 Hrs

AB /5 dias

AB/IT

Expressio Relativa

Figura 11 - Ensaio de“Slot blot”. Apresentamos os niveis estdveis do RNAm de (A)
gp91-phox e (B) p47 phox em células HL-60 clone 15.
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4.11 - Ensaio “Nuclear Run-On”

As cclulas HL-60 clone 15 cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-o
(1000 U/ml) por 2 dias incrementaram de maneira similar a taxa de transcrigfio similar dos
genes CYBB e NCF1 que codificam respectivamente gp91-phox e p47-phox, sendo maior
neste 0ltimo, quando comparadas com as células controle (Figura 12, p<0,05, n=3, teste de
Mann-Whitney). O AB (0.5 mM) por 5 dias ocasionou um modesto incremento na taxa
transcricional tanto de 91-phox, como de p47 phox. (Figura 12, p>0,05, n=3, teste de
Mann-Whitney). A combinagio de AB (0.5 mM), IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/mi)
por 5 dias produziu um incremento no nivel transcricional de gp91-phox e p47- phox,
quando comparada com as células em condigSes basais (Figura 12, p<0,05 , n=3, teste de
Mann-Whitney).

Ctri AB IT ABAT
: o omL |
Ctrl AB
FN+TNF j
AB +IFN+TNF |
p-actina '
p47 phox ®
QP 91 phox 2

Transcri¢do Relativa

Figura 12 - Epsaio de “nuclear run on” nas células HL-60 clone 15. As células
cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/mil) por 2 dias
incrementaram a taxa de transcriciio dos genes CYBB e NCF1, quando
comparadas com as células controle, este aumento foi também observado na
combinagio de AB, IFN-y e TNF-a por 5 dias. O AB (0.5 mM) por 5 dias
ocasionou um leve aumento na taxa transcricional tanto de 91-phox, como

de p47 phox (*p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitney).
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4.12 - Cinética da expressdo génica de gp91-phox em céflulas HIL-60 clone 15
estimuiadas com IFN-y e TNF-a.

Em experimento prévio encontramos que a expressio génica de gp91-phox foi
mais elevada nas células HI.-60 clone 15 que receberam IFN-y (100 U/mi) ¢ TNF-x
(1000 U/ml) durante os dois 0ltimos dias da cultura comparada as células controle. Nesta
etapa, analisamos em detalhe a expressfio do gene CYBB ao longo da diferenciacfio destas
células. Portanto, fizemos cinéticas de expressdo da gp91-phox, estimulando as células
HIL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml), TNF-o (1600 U/ml) ou as duas ciiocinas juntas
durante 1, 3, 6, 12, 24 ¢ 48 horas.

Encontramos que a expressdo génica de gp91-phox nas células HL-60 clone 15
que receberam IFN-y (100 U/mil) e TNF-o (1000 U/ml) foi dependente do tempo, no
entanto, depois de 48 horas, atinge a estabilidade no nivel de expressfio, nfio havendo
diferenga significativa entre 2 e 7 dias (Figura 13 A). O TNF-a (1600 U/ml), estimulou
progressivamente a expressio de gp91-phox até o dia 7 de cultura (Figura 13 B).

A células HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml} apresentaram um pico
maximo de expressfio de gp91-phox nas 6 horas de cultura. Apés este tempo, o nivel de

expressfo permaneceu constante, ocorrendo um decréscimo no dia 7 (Figura 13 C).
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Figura 13 - Cinética da expressiio génica relativa de gp9li-phox em células HL-60
clone 15 estimuladas com IFN-y e TNFa. Expressio da gp91-phox,
estimulando as células HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml), TNF-g
(1000 U/ml) ou as duas citocinas juntas durante 1, 3, 6, 24 ¢ 48 horas.
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4.13 - Cinética da expressio génica de gpYl-phox em células HIL-60 clome 15
estimuladas com IFN-y e TNF-q. Andlise por PCR em tempo real.

Fizemos as mesmas cinéticas de expressfo para a PCR convencional usando
oligonucleotideos especificos para gp91 phox e estimulando as células HL-60 clone 15 com
IFN-y (100 U/ml), TNF-o (1000 U/ml) ou as duas citocinas juntas durante 1, 3, 6, 12, 24 ¢
48 horas. As concentragdes dos oligonucieotideos otimizadas e os tamanhos dos produtos
de PCR seguem na Tabela IV. Na Figura 14, apresentamos nossa curva de eficiéncia para

gp91-phox, com um resultado de 100% na amplificac8o.

_ Standard Curve

Figara 14 - Curva representativa para gp9l-phox com uma eficiéncia de 100% na

amplificacio.

Tabela IV - Concentracdes de oligonucleotideos utilizadas na amplificacfio de genes na
técnica de PCR em tempo real. As concentracdes foram determinadas pela
eficiéncia de amplificaclio gerada em condigbes testadas. Descrevemos

também o tamanho do produto de PCR gerado pela reacdo.

Primer /Gene Concentracio Produts PCR Eficiencia Amplificacfio (%)
gp 91-phox 1,2ub 70pb 100%
f-actina 1,2uM &0pb 100%
Resufiedos
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Para certificar que a fluorescéncia emitida nfio estava sendo gerada por
amplificagdo mnespecifica dos oligonucleotideos, foi feita a analise da curva de dissociacic
gerada pelo equipamento. Na Figura 15 apresentamos nossas curvas de dissociagfo tanto de
gp91-phox, como B-actina afastande amplificagdes inespecificas. A Figura 16 mostra uma
curva de amplificagio de PCR em tempo real tipica, equivalente 4 expressdo de gp91-phox

¢ B-actina das cétulas HL-60 clone 15 tratadas com IFN-y e TNF-a e células controle.
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Figuara 15 - Curvas de Dissociacfio. A curva de dissociagdo foi utilizada para analisar a
presenga de produtos inespecificos na reagdo de PCR. Cada gene analisado
tem um produto gerado, € este, uma temperatura de dissociagio especifica. A
dissociagfo do produto de PCR leva ao desligamento da ligagdc SYBR
Green-DNA, levando & perda de fluorescéncia que, na figura acima ¢
demonstrada com um pico, ¢ que significa que nfio temos produtos

inespecificos.
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Figura 16 - Curva de amplificacio de PCR em tempo real — A analise da morfologia das
curvas foi uma forte indicagfio que a nossa reagio ocorreu sem problemas. A
curva deve ter uma morfelogia sigmoéide, mostrando a fase inicial, fase
exponencial e fase de platd, onde nfio ocorrem mais amplificagSes. Apés esta
analise € tragado o “threshold” e a partir dele coletados os dados em forma de
“C?’, ciclos onde a florescéneia “X” na fase exponencial da PCR serd

convertida em dados de expressdo génica relativa.

Nos experimentos feitos baseados na metodologia do PCR em tempo Real, os
resultados s8o apresentados como o nlimerc de vezes em que é expresso ¢ gene comparado
com o controle sem tratamento (ou nivel de expressio). As células HL-60 clone 15 com
IFN-y (100 U/mi) apresentaram um pico maximo de expressio de gp91-phox nas 48 horas
de cultura (Figura 17A). Igualmente encontramos gue o TNF-a (1000 U/ml), estimulou
positivamente a expressfo de gp91-phox, de tal forma que nas primeiras 24 horas, esta
citocina demonstrou um aumento na expressfo génica (Figura 17B) e encontramos que a
expressfio génica de gp9i-phox nas células HL-60 cione 15 que receberam IFN-y
(100 U/mb) e TNF-o (1000 U/ml) foi dependente do tempo, sendo que apresenta uma

expressfo importante nas primeiras 48 horas {(Figura 170).
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Figura 17 A - Cinética da expressio génica de gp91-phox em células HL-60 clone 15

estimuladas com IFN-y
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Figura 17 B - Cinética da expressio génica de gp91-phox em células HL-60 clone 15

estimuladas com TNFy
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Figura 17C - Cinética da expressic génica de gp91-phox em células HL-60 clone 15
estimuladas com [FN-y e TNFa.
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4,14 - Ffeito da dexametasona sobre 2 atividade NADPH oxidase em células HIL-60

clone 15

A Figura 18 mostra que a dexametasona {1uM) inibiu significativamente a
liberagdo de superdxide por células HL-60 clone 15, quando adicionada 2 cultura 24 horas
antes das citocinas IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) (p<0,05 Figura 18 , n=4, teste
de Mann-Whitney). As células HL-60 clone 15 cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-«
(1000 U/ml) apresentaram maior liberagfio de superdxido estimulada por PMA, quando
comparado as células controle, tratadas ou ndo com dexametasona (1pM),
(Figura 18, p<0,05, n=4, teste de Mann-Whitney). A dexametasona (1pM) ndo inibiu
significativamente a liberagfio de superéxido por as células HL-60 clone 15 previamente

diferenciadas com IFN-y {100 U/ml) ¢ TNF-a (1000 U/ml), (Figura 18, P<0,05, n=4, teste
de Mann-Whitney).
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Figura I8 - Efeito da Dexametasona na atividade NADPH oxidase em células HL-60
clome 15. As células HIL-60 clone 15 cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e
TNF-a (1600 U/ml) apresentaram maior liberagfio de superdxido, quando
comparado as células controle. A dexametasona (1pM) inibiu
significativamente a liberacBo de superdxide por células HL-60 clone 15,
quando adicionada 2 cultura 24 horas antes, mas nfio apos das citocinas

(IFN-y € TNF-a) (*p<0,05 , n=4, teste de Mann-Whitney)
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Passamos a estudar a resposta 4 dexametasona na circunsténcia de diferenciacgio
prévia, do ponto de vista molecular, analisando a expressio de gene gp91-phox em células
HL-60 diferenciadas com IFN-y ¢ TNF-a. A Figura 19 mostra que a diferenciacfio das
céluias HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-« (1000w/mi) resultou num aumento
na expressio do gene gp9l-phox quando comparado as células controle
(*p<0,05 em todas as situages, n=3, teste de Mann-Whitney). A dexametasona (1pM)
inibiu significativamente a expressio do gene gp91-phox quando adicionada & cultura 24
horas antes das citocinas IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/mi) (p<0,05, Figura 19, n=4,
teste de Mann- Whitney). Nas células diferenciadas com IFN-y ¢ TNF-a, a dexametasona
(1pM) nfo inibiu a expressio do gene gp91-phox, quando administrada apds as citocinas
(Figura 19, p>0,05 em todas as situagles, n=3, teste de Mamn-Whitney). O RNA
mensageiro que codifica B-actina foi detectado igualmente em todas as amostras analisadas.
Nas duas figuras destaca-se a relagdo que existe entre a expressio molecular e o
desenvolvimento funcional das c€lulas com iguais tratamentos. Portanto houve um paralelo

entre atividade bioquimica e expressio génica.
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Figura 19 - Efeito da dexametasona na expressio de gp91-phox em células HL-60
clone 15 diferenciadas com IFN-y e TNF-a. Células HL-66 clone 15 com
IFN-y (1060 U/ml) ¢ TNF-a {1000uw/ml) aumentaram a expressfo do gene
gp91-phox quando comparado as células controle. A dexametasona (1uM)
inibiu significativamente a expressiio do gene gp91-phox quando adicionada a
cultura 24 horas antes, mas nfo ap6s das citocinas IFN-y (100 U/ml) e TNF-a
{1000 U/mi) (*p<0,05 em todas as situacdes, n=3, teste de Mann- Whitney).

4.13 - Cultura de leucécitos humanos, provenientes de sangue de cordio umbilical

A viabilidade das células tratadas com IL-3 e IL-5, teve uma leve diminuiciic
durante a primeira semana, seguido por uma recuperacio no niimero, mantendo uma
viabilidade superior ac 93%. A viabilidade das células controle que unicamente continham
meio, diminuiu drasticamente para menos de 5% ap0s 4 semanas de cultura. (Figura 20),
evidenciando a importéncia das citocinas na promocfio do crescimento e diferenciagio
celular.
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Figura 20 - Viabilidade dos leucécitos do sangue de corddo umbilical. As células
cultivadas pa presenga de Interleucina-5 humana recombinante (rhIL-5, 200
pM) e Interleucina-3 humana recombinante (rhIl-3, 350 pM), mantiveram
uma viabilidade superior ao 93% no dia 28 da cultura. Os dados representam
a média de trés experimentos independentes.

O critério para considerar a diferenciacfio dos leucécitos provenientes de sangue
de cordo para linhagem eosinofilica, foi a detecgdio dos grinulos eosinofilicos. Quando as
celulas foram cultivadas por uma semapa na presenca de IL-3 e IL-5, menos de 10%
possuiram grinulos eosinofilicos ou bas6filos, j4 no dia 14 foram observados grinulos
plasmaticos (25% * 1,4%), alcancando um patamar muito mais elevado nos dias 21 ¢ 28 de
cultura nos quais as células desenvolveram grinulos eosinofilicos caracteristicos
(63% + 1,4% ¢ 94,3% + 0,5%) respectivamente (Figuras 21 e 22).
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Figura 21 - Inducdio de diferenciacio dos leucocitos provenientes de sangue de corddo
umbilical por Interleucina-5 humana recombinante (vhiL-5, 200 pM) e
Interleucina-3 humana recombinante (rhil-3, 350 pM). Para os dias 21 e 28
de cultura as células apresentam maior quantidade de grinulos eosinofilicos
caracteristicos. Os dados representam a média de trés experimentos

independentes.
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Figura 22 -

Caracteristicas morfolégicas dos grinulos eosinofilicos Leucocitos
derivados de sangue de cordio umbilical cultivados com interlencina-5
{(IL-5, 200 pM) e interleucina-3 (IL-3, 350 pM). As fotos apresentam as
caracteristicas morfolégicas dos granulos eosinofilicos, apds “cytospin” e

coloragfio com May-Grunwald nos dias 1, 7,14, 21 e 28 da cultura.
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4.16 - Caracterizacio molecular da diferenciacfo eosinofilica das células provenientes

de sangue de cordio umbilical

Para demonstrar que existiu uma verdadeira diferenciagio eosinofilica,
identificamos a expressfo de uma proteina especifica de eosinéfilos (MBP), por meic de
RT-PCR. A Figura 23 evidencia uma forte expressdo de MBP no dia 28 de cultura dos
leucocitos provenientes de sangue de corddo e estimuladas com IL-5 e IL-3, quando
comparadas ac dia primeiro da cultura A expressdo génica de PB-actina foi detectada em

todas as amostras analisadas.

B-actina
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Figura 23 - Expressio de MBP em células provemientes de sangue de cordio
umbilical. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de RT-PCR
realizada com oligonucleotideos para a proteina MBP dos cosindfilos. Os
leucéeitos provenientes de sangue de cordfio umbilical foram diferenciados
com IL-5 (200 pM) e IL-3 (350 pM) durante 28 dias {(pista 2 ¢ 4). Células

nio diferenciadas (pista 1 e 3).
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4.17 - Atividade NADPH oxidase das células provenientes de sangue de cordio
umbilical

Evidenciamos um incremento significativo na liberagfio de mperéxido no dia
28 de cultura das células provenientes de sangue de cordio cultivadas com IL-5 (200 pM)e
IL-3 (350 pM), quando comparada ao dia 1 (Figura 24).
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Figura 24 - Atividlade NADPH oxidase dos leucicitos provenientes de sangne de
cordde umbilical. Foi quantificada a liberacio de superéxido utilizando-se o
ensaio da reducfo do citocromo C. Os leucécitos provenientes de sangue de
corddo umbilical, diferenciados com IL-5 (200 pM) e IL-3 (350 pM}
apreseniaram um aumento significativo na liberagfio de superéxido no dia 28

de cultura. Os histogramas representam a médin de 4 experimentos
independentes (*p<0,005).

4.18 - Expressio de gp91-phox em leucdcitos de cordiic umbilical diferenciadas com
IL~§ (200 pM) e IL-3 (350 pM) segundo RT-PCR convencional
Os leucdcitos de corddo diferenciados com IL-5 (200 pM) e IL-3 (356 pM),
apresentaram um incremento significativo na expressfio génica de gp91-phox nos dias 21 e
28 de cultura quando comparada 2s células do dia ! (Figura 25, p<0,05 em ambas as
situagBes, o= 4, teste de Mann- Whitney). A expressio génica de B-actina foi detectada em
todas as amostras.
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Figura 25 - Expressie de gp91-phox em leucicitos de corddo umbilical diferenciados
com IL-S (200 pM) e IL-3 (350 pM). Paine! superior; produtos de RT-PCR
com oligonucleotideos para gp91-phox e B-actina. O painel inferior representa
a expressdo relativa. Observamos um incremento significativo na expressdo
génica de gp9l-phox nos dias 21 ¢ 28 de cultura (*p<0,05 o= 4, teste de
Mann-Whitney).
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As céhulas fagociticas do sangue, tais como, neutréfilos ou eosindfilos sdo
chaves efetoras do sistema imune inato, e sio a primeira linha de defesa contra as infeccdes
bacterianas, fingicas e parasitarias. A principal ferramenta destas células & o sistema
NADPH oxidase. Este mmlticomponente enzimético, é um complexo que transporta
eictrons desde o NADPH citoplasmatico até o oxigénio molecular, gerando desse modo
quantidades elevadas de radicais livres do oxigénio, tais como o 4nion superéxido {0, 0
qual subsegiientemente dismuta a peréxido de hidrogénio (H,0,), resultando na formacdo
de outras espécies mais reativas que podem destruir os patogenos invasores. No entanto,
uma agfo inapropriada ou uso excessivo deste sistema, resulta numa alteracso inflamatéria.
Portanto, a ativa¢fo e a inativagdo da oxidase deve ser um processo finamente regulado, de
tal modo, que a anilise dos mecanismos moleculares que regulam a expressio ¢ fungdo
deste sistema ¢ de grande importdncia para a compreensio da fisiologia das células
fagociticas € de sua atividade microbicida. A ativacdo do sistema NADPH oxidase de
eosindfilos e a conseqiiente liberagio de superéxido é tida como parte integrante dos
mecanismos de defesa contra parasitas e helmintos. Entretanto, pouco se sabe sobre o
controle transcricional e a regulagfio da expressio dos genes que codificam os diversos
componentes do sistema NAPDH oxidase de eosinéfilos humanos.

Os eosintfilos tém sido envolvidos na patogénese de doencas nfo parasitdrias,
contribuindo potencialmente para o dano tecidual durante os processos inflamatdrios
alérgicos crbmicos, estes incluem, a dermatite atépica € asma (WELLER, 1594). Uma vez
presentes nos tecidos inflamados, os eosinéfilos ativados geram e liberam espécies
citotéxicas implicadas na infamagfio, que incluem mediadores lipidicos, proteinas
inflamatérias, além dos reativos intermediarios do oxigénio. Igualmente, expressam na
membrana seu marcador de ativagio CD69, e aumentam sua sobrevida, fendmeno atribuido
& inibigho de sua apoptose por citocinas hematopoéticas (SUR et al., 1993). Citocinas como
o fator estimulador de coldnias granulécito macréfage (GM-CSF), interleucina 3 (IL-3) ¢
interleucina 5 (IL-5), promovem a eosinofilopoese in vivo, regulam positivamente algumas
fungdes dos eosinéfilos ¢ incrementam a sobrevida de células maduras (OCHIAI 1999).
Suz auséncia tem side demonstrada a causa de morte e apoptose destas células
(DOMAE et al., 2003). A IL-3, além de ativar os eosinéfilos, permite’que eles apresentern
super antigenos e peptideos as células T (CELESTIN et al., 2001). Por outro lado, citocinas
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proinflamatérias, como Interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
suportam a sobrevida dos eosinéfilos in vitro e incrementam certas fungBes dos mesmos,
como por exemplo, a expressio do receptor Fc ¢ moléculas de adesdo. ‘

O desenvolvimento e diferenciaciio dos eosinofilos tém sido estudados a partir
de varios modelos, entre eles estd, a linhagem celular HL-60 ‘“clone 135"
(FISCHKOFF, 1988). Quando o clone 15 de HL-60 é estimulado com éacido butirico,
pode-se induzir sua diferenciaclio in vitro para células com caracteristicas similares a
eosinéfilos maduros (PLAETINCK, 1990). Outro modelo bem caracterizado € obter
leucécitos humanos derivados de sangue de cordéo umbilical ¢ cultiva-los na presenca de
IL-3 e IL-5 (ZARDINI, 1997), deste modo, certas caracteristicas do desenvolvimento
normal dos eosinéfilos também sfo totalmente reproduzidas. No entanto, € conhecido que
eosinéfilos maduros normais isolados de sangue periférico, nfio sobrevivem mais do que
quatro dias in vitro sem adicdo de citocinas (YAMAGUCHI, 1991). IL-3, IL-5, podem
regular o crescimento, diferenciagio e sobrevida dos eosinéfilos e sua auséncia, pelo

contraric € a causa de morte e apoptose, nio excedendo 3s 48 horas de vida.

(KANKAANRANTA, 2000).

Este trabalho confirma o achado de FISHKOFF et al.(1988) que 0 AB 0,5 mM
induz a diferenciacio das células HIL-60 clone 15. No entanto, frente a incubacdes
prolongadas, ocorre diminuicio de sua capacidade proliferava e viabilidade celular
. {Tabela HI), de maneira que 7 dias foi o tempo ideal de cultura. As células apresentaram
certas caracteristicas de eosindfilos maduros, evento que foi evidenciado por analise de
RT-PCR, ac serem capazes de expressar proteinas constitutivas dos eosindfilos, como
(EPQO) e (MBP), quanto aos leucdcitos derivados de sangue corddo umbilical cultivados
com I1.-3 e IL-5, observamos uma seletiva proliferagfio e diferenciagio na cultura, tendo
urma viabilidade superior ao 93% depois da segunda semana de cultivo, sendo que mais de
90% das células se diferenciaram em eosinéfilos maduros, ricos em grinulos. Na guarta
semana, apresentam uma morfologia eosinofilica tipica quande foram coradas com
May-Grunwald. Os resultados obtidos sugerem que a combinagfio de IL-3 ¢ IL-5 age de
forma concomitante para estimular a proliferacio e sobrevivéncia das células precursoras,

fato que foi evidenciado quando as céhilas estiveram em meic sem citocinas, o que
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ocasionou uma dramédtica diminuicdo na viabilidade celular, A diferenciagfio eosinofilica
também foi confirmada por anilise de RT-PCR, evidenciando a expressio MBP.

Nas células HL-60 clone 15 cultivadas com AB, observamos uma leve aparicio
da expressfio de MBP no primeiro dia. Este achado poderia dever-se ao fato que céiulas
eosinofilicas imaturas podem armazenar uma pré-forma de MBP (pr6 MBP) na periferia
dos seus granulos imaturos (ROSENBERG, 1996). Além disso, em crescimento ativo, as
células HIL-60 expressam MBP, como marcador de linhagem de eosinéfilos, com uma
expressdo pré-programada, o que levaria a uma diferenciagio eosinofilica em condi¢fes
favoraveis de cultura (STEVEN, 1984). Portanto, a MBP ¢ usada como um marcador de
maturacdo da linhagem eosinofilica, uma vez que sua expressio aumenta durante a
diferenciagdo dos eosindfilos (FISCHKOFF, 1984). O nivel de expressio de MBP, também
pode variar dependendo do compartimento estudado, por exemplo, Hashida et al, (2001),
observaram um nivel de expressdo de MBP significativamente diferente quando
compararam eosindfilos de sangue periférico de doadores sadios com células CD34+ de
sangue de cordéo umbilical, que tinham sido estimulados a diferenciar-se em eosinéfilos.
GRUART et al. (1992), encontraram uma diminuicio nos niveis de transcritoc de MBP
durante cultura prolongada de células do cordéio e sua auséncia em eosinéfilos maduros
periféricos. Em contraste, neste trabalho evidencia que mesmo na quarta semana de cultura,
as c€lulas derivadas de corddo expressam MBP, Hashida et al. (2001} do mesmo modo,
demonstram a presenca de MBP como marcador diagnéstico, revelando que a expressio do
transcrito em células tratadas com IL-5 e IL-3 incrementa até duas semanas, seguida por
uma diminui¢do jé na terceira semana. De forma semelhante, em nosso estudo a IL-5
(200 pM) também estimulou a expressio génica de EPO e MBP nas células HL-60 clone 15
depois de 7 dias de cultura, junto com a diferenciacio de células com caracteristicas de
eosinofilos, confirmando a capacidade desta citocina em induzir a diferenciaciio
eosindfilica e de ser um fator eosinofilopoético in vive, como previamente reportado por
outros investigadores (SHALIT et al., 1995; TAKAMOTO ¢ SUGANE, 1995; ISBIZUKA
et al., 1996). A expressfio génica da IL-5 pode ser estimulada pelo IFN-y em linhagens
celulares eosinofilicas (ISHIZUKA et al, 1996) ¢ junto com o TNF-a podem atuar
sinergicamente para induzir a expressio da molécula de adesfio intercelular 1 (JCAM 1} eo
HLA-DR nos eosin6filos. O RNA mensageiro de IL-5 j4 foi encontrado em células Eol-1
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cultivadas com IFN-Y (1000 U/ml) por 72 horas (ISHIZUKA et al., 1996),sugerindo que o
IFN-y estimula a transcrico da IL-5.

Queremos destacar o incremento na expressio génica de EPO e MBP quando as
céiulas HL-60 foram cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/mi) durante 48
horas. Este foi o primeiro indicio que estas citocinas induzem as células Hi.-60 clone 15 a
diferenciar-se em células eosinofilicas. Resultado semelhante foi encontrado ao realizar
uma cinética de expressfio usando oligonucleotideos especificos para EPO, estimulando as
céluias HL-60 clone 15 com IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/mi), observando que as
células foram progressivamente diferenciadas. Por outro lado, demonstrou-se que o TNF-o
pode induzir a liberagiio de EPO a partir dos eosindfilos, o que evidencia que as células
estdo ativamente em processo de diferenciacdo. Além disto, o TNF-o pode ativar a
expressio da eotaxina e portanto, contribuir para a quimiotaxia dos eosindfilos e
provavelmente para a ativagdo de NF-kB e MAP quinases (SHAKOORY et al,, 2004) nos
primeiros estagios de diferenciagsio.

Uma vez demonstrada a diferenciagio eosinofilica, passou-se a estudar a
liberagiio de superéxido e a expressio de gp91-phox. Estudos sobre a ativacio NADPH
oxidase dos eosinéfilos mostraram uma forte semelhanca entre eosinéfilos € neutréfilos na
montagem e ativacio deste complexo. No entanto, os eosindfilos geram 10 vezes mais Gy
extracelular do que os neutr6filos, o qual pode ter origem na elevada expressio do sistema
NADPH oxidase nos cosindfilos (YAGISAWA, 1996). Possivelmente, os reativos
intermediérios do oxigénio poderiam interagir com o contetido dos granulos protéicos, por
exemplo, EPO ou MBP, gerando agentes toxicos oxidantes. Também € conhecido que a
atividlade NADPH oxidase pode ser modulada por agentes anti-inflamatérios e citocinas
que incrementam  IFN-y (NEWBURGER et al., 1988), TNE-g
(CONDINO-NETO et al., 1998), IL-5 (HORIE, 1996) ou diminuem (IL-4, [1.-10, IL-13) a
produgdio de reativos intermedidrios do oxigénio em resposta a véarios agonistas € em
diferentes linhagens celulares (ROSENBERG, 1996). Por exemplo, IFN-y e TNF-a
incrementam a quimioluminescéncia dependente de luminol e a liberagio de perdxido de
hidrogénio pelas células EoL-1 (YOSHIE et al, 1989; OHTSU et al., 1993). Porém a base
molecular desta regulacio nfio fo1 totalmente elucidada até o momento.
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No estado indiferenciado, tanto os leucécitos provenientes de sangue de cordio
como as células HL-60 clone 15, apresentaram uma baixa atividade NADPH oxidase.
Entretanto, ap6s a adicfio de AB (0,5 mM) no caso das células HL-60 clones 15 ou IL-3 e
IL-3, no caso dos leucécitos provenientes de sangue de cordfio, apresentaram maior
liberagdo de superéxido, indicando que o sistema NADPH oxidase encontra-se ativo. Este
padrio ¢ semelhante ao modelo de células THP-1 diferenciadas com IFN-y e TNF-a
{CONDINO-NETO et al.,, 1998). Especificamente, nos leucéeitos provenientes de sangue
de cordéo, a liberagiio maxima de superéxido foi no dia 28 de cultura. Nas células HL-60
clone 15 cultivadas com AB, determinamos a atividade NADPH oxidase e comparamos
esta atividade com células cultivadas em condigdes basais e na presenga ou auséncia de
IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/mi) (IT) durante 5 e 7 dias. Verificou-se que o AB
induz um incremento significativo na atividade NADPH oxidase das células HL60 clone
15. Depois de 2 dias de cultura, JFN-y ¢ TNF-a também ocasionaram um incremento
significativo na liberagio de superéxido, mostrando que IFN-y e TNF-g sdo suficientes
para induzir atividade NADPH oxidase na linhagem eosinofilica como foi apresentado
anteriormente em outras linhas celulares micldides (CONDINO-NETO, 1998),
(NEWBURGER, 1988). IFN-y , TNF-a ¢ AB associado também demonstraram um
aumento significative na ativagfio do sistema NADPH oxidase nas células HL-60 clone 15
cultivadas durante 5 dias, mas nfio por 7 dias. A demonstragdo que as citocinas IFN-y ¢
TNF-o induzem uma expresséo significativa da atividade NADPH oxidase, confirmaram os
resultados por ndés observados em células THP-1, U-937 e HL-60 clone 15
(CONDINO, 1998 ; LOPEZ et al, 2003). Também, Cassatella et al. (1989) em mondcitos
humanos, demonstraram que o TNF-q incrementa a expressio de p47-phox e o IFN-y a de
gp91-phox, p47-phox e p22-phox. Porém o mecanismo molecular para a atuacio destas
citocinas no sistema NADPH oxidase ndio foi totalmente elucidado.

Observou-se também uma associacdo entre liberacéio de superéxido e a inducsio
da expressc de gp91-phox nos dois modelos. Assume-se que a producfio de superdxido
pelos neutréfilos e macréfagos € uma conseqiiéncia direta da ativagdio do sistema NADPH
oxidase, entretanto, a relacio funcional entre producdo de superéxido e regulacio da
expressio de gp91-phox em eosindfilos nio foi estudada detathadamente. Outros estudos
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evidenciam que a vida média dos transcritos de gp91-phox nfio € afetada por indutores de
diferenciagiic come o IFN-y e TNF-¢, sugerindo uma regulagiic pés-transcricional
(CASSATELLA, 1989). Nossos resultados mostram que o AB induz um aumento na
expressdo génica de gp91-phox depois de 3 ou 7 dias de cultura. Neste caso, uma
significativa liberagdo de super6xido foi observada a partir do terceiro dia da cultura com
AB, mostrando que a atividade NADPH oxidase em nosso modelo, pode ser dependente de
outros fendmenos além da expressdo génica, mas também indicando que a eﬁpressﬁo de
gp91-phox pode acontecer mais cedo no programa de diferenciacfio eosinofilica do que a -
expressdo de EPO ¢ MBP fato demonstrado pela expressio de gp91-phox nas células
controle. Nos leucdcitos derivados de sangue de corddo, a expressfo do componente
gp91-phox foi compativel com o resultado em atividlade NADPH oxidase, onde
encontramos um incremento significativo na expressio génica de gp91-phox a partir da
terceira semana de cultura, quando comparado as células controle. Assim, IL-3 e IL-5 sfo
suficientes para induzir a diferenciaciio eosinofilica. Nossos resultados sfo consistentes
com diversos estudos em que a IL-5 e a IL-3 induzem um crescimento substancial dos
eosin6filos provenientes de sangue periférico € de progenitores de medula Ossea
(TAKAMOTO e SUGANE, 1995; OCHIAI et al., 1999;HASHIDA et al., 2001).

Queremos ressaltar entfio, que as respostas encontradas em relagio 2
diferenciacio celular, produgfio de superdoxido e regulagfo da expressdo de gp9i-phox
foram similares nos dois modelos propostos, sendo que o processo de diferenciagfio
eosinofilica nos leucécitos derivados de sangue de cordéo € mais pausado em relago as
células HL.-60 clone 15.

O RT-PCR convencional ¢ uma técnica utilizada para verificar expressio
génica, tendo grande sensibilidade ¢ poténcia. Porém, em nosso caso, notamos uma grande
variabilidade nos resultados iniciais. Por esta raziio, optamos por utilizar o RT-PCR
quantitativo-relativo, uma técnica mais apurada para a avaliac8o da expresso génica dos
genes CYBB ¢ NCF1. A vantagem desta metodologia € o uso de um controle interno
(RNAr 188), utilizado para normalizar os produtos, compensando as possiveis variaghes
dos erros de pipetagem, da qualidade do RNA ¢ das reacdes entre os diversos tubos e

determinar os niveis relativos da expressfio do gene de interesse
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Na analise por meio do RT-PCR quantitativo-relativo, encontramos incremento
significativo na expressio génica de gp91-phox e p47 phox nas células HL-60 clone 15
cultivadas durante 48 horas com IFN-y ¢ TNF-a, quando comparado as células controle.
Este resultado foi compativel com o ensaio de liberagdo de superéxido. Assim, estas
citocinas sdo suficientes para induzir a diferenciagfio eosinofilica como foi anteriormente
descrito para o AB (FISCHKOFF, 1988) e induzir a expressio génica dos componentes da
NADPH oxidase (LOPEZ et al., 2003). Estes resultados sugerem que a atividade NADPH
oxidase pode estar regulada pelo menos em parte, ao nivel da expressdo génica, resultado
consistente com o0 observado em neutrofilos (HUA et al, 2000) e¢ mondcitos
(CONDINO et al., 1998). De forma similar, HUA et al. (2001) encontraram que todos os
componentes do sistema NADPH oxidase estio expressos apds os estagios mieléides
durante a maturagio eosinofilica. Desta forma, as células HL-60 clone 15 se constituem
numa ferramenta util para estudar aspectos do sistema NADPH oxidase em eosindfilos
humanos, assim como sua participacfio em diversas patologias humanas, como asma, rinite,

dermatites e doengas parasitrias.

Na transcricdo génica est4 envolvida uma intrincada relagiio da maquinaria de
regulagfo, esta inclui, a regulagio transcricional e pés-transcricional de miltiplos
ativadores e repressores. No entanto, b4 pouca informag8o sobre os fatores de transcrigo
para os componentes da NADPH oxidase em eosinéfilos. Supondo que a expressio dos
componentes do sistema oxidase em eosinéfilos e neutréfilos seguem um padrdo similar,
espera-se que fatores de tramscri¢io comuns estejam envolvidos nesta expressio
(HUA et al,, 2001). A expressdo dos genes que codificam gp91-phox e p47phox, € induzida
coordenadamente segundo o estado de diferenciacio ceiular e a expressio destes genes
segue ate a morte celular (SKALNIK, 1991), deste modo, diferentes cascatas de
fosforilagdo durante a diferenciagfio da linhagem mieldide sdo requeridas para inibir ou

induzir repressores ou ativadores transcricionais.

Por outro lado, apesar de um amplo nimerc de genes que codificam as
proteinas especificas dos eosinéfilos terem sido clonados e seus promotores analisados, a
regulaciio molecular de sua expressdo esta menos estudada que em outras células miel6ides.

Os cosinéfilos expressam um finico padriic de genes, portanto deveriam ter mecanismos
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regulatérios especiﬁéos. No entanto, alguns genes amplamente expressos em células
mielbides exibem uma regulagfo tinica dentro dos eosindfilos, por exemplo, a regulacfo da
expressdo de gp91-phox especifica dos eosinéfilos foi descoberta num paciente com doenga
granulomatosa crdnica, que tinha perdido a expressdo de gp91-phox na maioria das células
mieldides, porém, nos eosinbéfilos esta expressio era especificamente mantida
(KURIBAYASHI et al,, 1995). GATA-1 e GATA-2 estio presentes em eosinéfilos, mas
ndo em neutr6filos ou monbéceitos/macrofagos, e induz a expressio de gp9l-phox
(YANG et al., 2000a). Este resultado ilustra como diferentes linhagens celulares dentro do
compartimento mieléide utilizam um dnico mecanismo regulatério para dirigir a expresséo

de um gene.

Recentemente demonstrou-se nuin paciente, uma mutagfio pontual no motivo
PU.1, ocasionando uma débil unifio ao promotor de gp91-phox, o que levou a uma
expressdo deficiente do gene. Considerando que a expressiio de gp91-phox nos eosinéfilos
do paciente encontrava-se normal, propde-se mais uma vez que os eosindfilos possam ter
seu propric mecanismo de expressioc de gp9l-phox, independente de PU.1
(YANG et al, 2000b), sendo este, um mecanismo diferencial sobre o controle da expressio

génica de gp 91- phox em eosinéfilos.

Em nossa analise dos experimentos tipo “Slot blot”, depois da diferenciacio das
células HL-60 clene 15, observamos um aumento dos niveis estdveis de RNAm tanto de
gp91 como p47 phox, em relagio as células em condicSes basais, o que significa que existe
uma estabilidade na regulacio, que leva a acumulacfio destes RNAms. Outros mecanismos
pOs transcricionais, tais como um aumento na traducio, mobilidade de célcio intracelular,
fosforilagdo de proteinas, poderiam contribuir para uma melhor avaliacio passo a passo
desde fendmeno, ¢ poder discriminar se existem ou nfo verdadeiras diferencas na expressic
génica. Estudos de regulacfic génica mediada por citocinas em granulécitos, macrofagos,
em cé€lulas monociticas THP-1 e em células de leucemia mieléide (CASSATELLA, 1989),
demonstraram uma inducio de CYBB por IFN-y, TNF-a que foi pelo menos em parte
transcricional. Assim, células da linhagem mielomonocitica provavelmente regulam
posttivamente a expressdo de gp91-phox em resposta ao IFN-y, TNF-a por mecanismos

transcricionais € pos transcricionais. O IFN-y, aumenta a expressio de virios genes

Discussie
ia6



incrementando tanto 2 taxa de trabscrigio como a2 estabilidade do RNAm
(CONDING-NETO, 2000). O ensaio de “nuclear run-on” demonstrou que houve um
aumento na taxa de transcrigio dos genes CYBB e NCF1 que codificam gp91-phox e
p47-phox respectivamente, o qual indica, que o mecanismo de regulacdio do sistema
NADPH oxidase de nosso modelo é pelo menos transcricional.

Independente do método de amplificagiio por PCR, varias técnicas sfio usadas
para a detecgdio dos produtos de PCR, tais como eletroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida e coloracio com brometo de etidio ou prata, além de radiois6topos. Todas
estas técnicas precisam uma intensiva ¢ laboriosa manipulaciio pés PCR, com o uso de
quimicos perigosos e com grande potencial de contaminaciio no laboratorio. A introduggo
de um novo método baseado em fluorescéncia, é capaz de quantificar os produtos de PCR
em tempo real. Esta técnica € segura, sensivel ¢ mede a acumulagfo dos produtos de PCR
durante a fase exponencial da reagdo. Sendo muito mais rapida que o PCR convencional, ¢
desenbada para prover informagdo imediata, dispensando manipulacées pdés PCR. Nas
cinéticas da expressdo por RT-PCR de gp91-phox em células HL-60 clone 15 estimuladas
com IFN-y e TNF-q, encontramos uma expressio significativa nas primeiras 48 horas da
cultura, como havia sido demonstrado em experimentos anteriores. Queremos ressaltar que
os resultados encontrados pela metodologia de PCR em tempo real foram mais precisos,
seguros ¢ de alta reprodutibilidade, em comparagdo ao PCR convencional, portanto,
destacamos a correlagiio que existe entre a intensidade de sinal com a guantidade de
produto amplificado em cada pomto da cinética. Os resultados da PCR convencional
tiveram baixa sensibilidade e baixa resolugfio, deste modo, recomendamos o método de
PCR em tempo real como o indicado para este tipo de analise, onde ha pontos que a PCR

convencional nfio consegue definir claramente.

Embora os glicocorticéides sejam largamente utilizados, os mecanismos
moleculares que controlam seus efeitos terapéuticos, ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Os glicocorticoides podem atuar em parte por meio da inducio de genes
antiinflamatérios, ou pela inibigio de alguns genes inflamatérios, como das citocinas
L-la, IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 1L-8, IL-10, TNF-¢, IFN-y (ADCOCK, 2001). Os

glicocorticéides ligam-se a receptores citosélicos, os quais se ativam e translocam para o
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micleo, onde induzem a transcrigfio de genes ligando-se especificamente ao DNA na regido
promotora dos genes ou reduzindo a transcricio do genme por tramsrepresséo
(ADCOCK, 2000 ). '

A regulagio da expressio génica por glicocorticbides envolve mecanismos
complexos, que nfo dependem apenas da presenga de seus receptores (GRs) ou de seus
elementos responsivos especificos no DNA. InteragSes diretas proteina-proteina tém sido
demonstradas entre 0 GR ¢ o AP-1 (Ativador protéico-1), o componente p65 do fator
nuclear kappa B (NF-xB), e com o NF-AT (fator nuclear de células T ativado), todos estes
fatores de tranmscriciio que regulam a expressio de outros genes alvo ixiﬂamatérios
{(ADCOCK e ITO, 2000). Muitas respostas inflamatérias séo mediadas por meio do NF-xB
(BALDWIN, 2001). O NF-xB ¢ um heterodimero, composto de duas subunidades, umna de
50 kDa (p50; NFkB1) e outra de 65 kDa (p65; RelA), o qual, encontra-se no citoplasma em
forma inativa (podendo ser ativado por ésteres de forbol na presenca de inibidores de
IxB. No ntcleo, o NF-kB liga-se a elementos alvo no DNA e ativa a transcricio dos genes
envolvidos na resposta inflamatéria, crescimento celular e apoptose (BALDWIN, 2001).

O NF-xB participa da proliferaciio celular, transformacéo e desenvolvimento de
tumor. Varios estudos tém demonstrado, que a inibi¢fio do NF-xB em linfoma de células B
e céncer cerebral levam a apoptose celular , € que a expressdo ectopica de RelC determina a
sobrevida celular (LIM et al, 2001). O NF-«B ativado protege virios tipos de células da
apoptose. O NF-xB também estimula a expressdo de enzimas, cujos produtos contribuem
para a patogénese do processo inflamatorio, incluindo a forma induzivel da 6xido nitrico
sintase (iNOs), que gera o0xido nitrico (NO), e a ciclooxigenase induzivel (COX-2), que
gera prostandides (PAHL, 1999). MATSUMURA et al (2001) verificaram que a
dexametasona bloqueia a expresséio da 6xido nitrico sintase (INOS), em parte, por meio da
inibic8o da ativacio do NF-xB, resultando em uma diminuicdo de oxido nitrico

Estudos realizados por vérios grupos demonstraram que os glicocorticoides
inibem o sistema NADPH oxidase fagocitico humano, mas sua contribuigéio na regulagio
génica deste processo permanece pouco conhecida (MARUMO, 1998; DANDONA, 1999;
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CABRERA, 2001). Estudos realizados por nosso grupo (CONDINO-NETO et al., 1998)
em células THP-1 diferenciadas com citocinas (IFN-y ¢ TNF-a) determinaram que, a
inibicBo do sistema NADPH oxidase pela dexametasona foi, pelo menos em parte,
secundaria & inibigdo da atividade trascricional dos genes gp91 -phox e p47-phox.

Neste estudo, a dexametasona (1uM) inibiu significativamente a iiberagcdo de
super6xido por células HL-60 clone 15, quando adicionada & cultura 24 horas antes das
citocinas IFN-y (100 U/ml) ¢ TNF-a (1000 U/mi). Além disto, as células HL-60 clone 15
cultivadas com IFN-y (100 U/ml) e TNF-a (1000 U/ml) apresentaram maior liberacio de
superéxido estimulada por PMA, quando comparado &s células controle. Estes resultados
foram confirmados ao nivel molecular encontrando que a dexametasona (1pM) igualmente
inibiu significativamente a expressio do gene gp91-phox quando adicionada & cultura 24
horas antes das citocinas TFN-y (100 U/ml) e TNF-q (1000 U/ml). Nas células
diferenciadas com IFN-y ¢ TNF-a, a dexametasona (1 uM) nfo inibiu a expressio do gene
gp91-phox, quando administrada apés as citocinas. Estes resultados ressaltam claramente
que existe uma correlacio entre a anslise bioquimica medida pela atividade NADPH
oxidase com a expresso génica de gp91-phox. Tais observagBes confirmam os resultados
anteriores de nosso grupo com a linhagem celular THP-1 propondo que o sistema NADPH
oxidase de céluias mielomonociticas humanas pode ser blogueado por corticosterdides
antes, mas nio apds, completar seu desenvolvimento induzido pelas citocinas IFN-y e
TNF-o. (CONDING-NETO et al., 1998).

Outra possibilidade € que 2 dexametasona esteja inibindo algum fator de
transcricdo importante, por exemplo NF-xB, que regula a expressdc de virios genes
inflamatérios. Existem vérios mecanismos que podem explicar os efeitos inibitdrios dos
glicocorticéides na via do NF-xB, entre eles, os relacionados com 2 inducfio de IxBe. Por
exemplo, AUPHAN et al. (1995) encontraram que a dexametasona induz a sintese do
RNAm de IxBo em células Jurkat que expressam receptores para ghicocorticdides. A maior
parte do IxBo sintetizado de movo por efeito da dexametasona, estd associado com o
componente p65 nos complexos NF-xB pré-existentes (SCHEINMAN et. al, 1995).
CRINELLI et al (2000), verificaram em células monociticas, que a inativacio do NF-xB
estava relacionada 4 dimiouigSio da expressdio do RNAm do TNF-a, sugerindo que a
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supressio de TNF-a pela dexametasona ocorre a nivel transcricional. Por sua vez,
DSCHIETZIG et al. (2001) verificaram em tecido pulmonar murino, que a dexametasona
diminui os niveis de NF-xB puclear, apds estimulagfio celular com IL-1B ¢ TNF-a.. Em
nosso caso possivelmente a dexametasona atua no sitio de inicio de transcri¢io dos genes
que codificam: componentes do sistema NADPH oxidase. Estes sitios poderiam estar
disponiveis para o efeito inibitério dos corticosterdides antes, mas nfo apds completar a
diferenciacdo destas células. Portanto, o mecanismo de corticorresisténcia pode ser
explicado, pelo menos em parte, pela falha na inibigio do gene gp91-phox. do sistema
NADPH oxidase.

O estudo do NF-xB em eosinéfilos, seria muito importante, pois permitiria
investigar os mecanismos fisiologicos envolvidos na corticorresisténcia destas células.
Outra possibilidade poderia ser estudar a expresséio dos receptores de corticosterdides em
células eosinofilicas diferenciadas por IFN-y e TNF-a. Isto, por que tem sido reportado que
o TNF-a aumenta os niveis da isoforma GRp, correlacionando-se ac desenvolvimento da
corticorresisténcia (WEBSTER et al, 2001). A expressfio das isoformas de GR também
pode ser uma ferramenta utilizada para tentar compreender methor o mecanismo de
corticorresisténcia.

O mecanismo molecular especificamente envolvido neste processo, assim como
a interacdo potencial da dexametasona com os fatores de transcrigio, no caso NF-xB esti
em investigagBo em nosso laboratdrio. Além disto, propomos continuar investigando o
efeito dos glicocorticéides sobre a atividade NADPH oxidase das células eosinofilicas,
especificamente analisando o contetido de citocromo bssg ¢ a expressic dos genes que
codificam os componentes gp91-phox e p47-phox, mediante andlise transcricional por
médio de ensaio de “nuclaer run-on” ¢ o andlise da expressio génica por PCR em tempo

real, além de analisar os niveis estaveis de RN Am por meio de ensaios tipo “slot blot”.

A cultura de leucécitos derivados de sangue de cordfo umbilical na presenga de
IL-5 e IL-3 constitui um modelo para estudar a maturagio dos eosindfilos in vitro e suas
atividades biologicas, além de esclarecer a relacio que existe entre a expressiio génica
especifica dos ecosindfilos durante a doenca alérgica e sua progressfio. Igualmente,

queremos ressaltar o modelo de células HL.-60 clone 13, que apresenta uma consideravel
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vantagem em pesquisa que envolva os eosindfilos, porque elas se comportam de maneira
similar aos eosinéfilos de sangue periférico, quando tratadas com AB. Sua obtencio € mais
facil e ndo envolve coleta de sangue. Voluntarios humanos com hiper eosinofilia poderiam
ser uma fonte de eosinéfilos, porém apresentam 6bvias dificuldades em estudos de grande
escala, requerendo grande quantidade de células. O uso de doadores humanos pode limitar
tanto a quantidade como a viabilidade das células e além disso, os eosindfilos isolados de
diferentes individuos podem nfio responder de igual maneira frente a um mesmo estimulo.
Desta forma, as células HL-60 clone 15 sdo uma ferramenta vtil para estudar aspectos do
sistema NADPH oxidase em eosinéfilos humanos, aspectos de sua regulacéio, assim como
sua participagdo em diversas patologias humanas, como asma, rinite, dermatites e doencas
parasitarias. Também ressaltamos que IFN-y ¢ TNF-a sdo suficientes para induzir a
diferenciagdo das células HL-60 clone 15 numa linhagem eosinofilica ativando seu sistema
NADPH oxidase. AB, IFN-y e TNF-q ativam significativamente o sistema NADPH
oxidase das células HL-60 clone 15. Isto sugere que AB, IFN-y e TNF-o usam vias
proprias além de vias comuns para estimular o sisterna NADPH oxidase, o qual é regulado
pelo menos em parte pelo estigio de desenvolvimento e diferenciagfio eosinofilica. Deste
modo, a diferenciagiio eosinofilica e liberacio de reativos intermedidrios do oxigénio
deveriam ser considerados nas doencas inflamatérias cronicas nas quais, o IFN-y e TNF-o

estdo envolvidos.

De outro lado, ¢ importante conhecer e entender os diferentes eventos
envolvidos nos processos inflamatérios alérgicos crénicos. No caso dos eosindfilos de
individuos com asma por exemplo, se sabe que podem ativar e produzir mais O,
intracelular, do que os neutrofilos e de esta forma, contribuir com a patogénese da doenga,
de maneira que compreender os detathes moleculares que regulam estes processos e os
diferentes padrdes de Iiberagio regulada do O; nos eosinéfilos, pode contribuir ao
desenvolvimento de novas terapias especificas que tem a finalidade de modular a secregio
de mediadores na inflamac8o ocasionada por eosinofilos. O surgimento de novos farmacos
que regulem a adesfio celular, o recrutamento e a migragdo de células inflamatérias sdo
esperados em médio prazo, assim como o bloqueio seletivo de fatores quimiotéxicos,
através de antagonistas de seus receptores.

iif



Diante dos resultados, deste estudo pode-se concluir que este projeto deverd
contribuir para o avango do conhecimento sobre o desenvolvimento e regulagiio do sistema
NADPH oxidase fagocitico humano e seus mecanismos reguladores da expressio génica
particularmente na linhagem mieloide, e especificamente dos eosinofilos humanos. Além
disso, o0 modelo aqui proposto, viabiliza a analise da acdo dos glicocorticéides sobre células
da linhagem eosinofilica ativadas ou nfo, podendo contribuir para a compreensio da
fisiopatologia e bases do tratarento de doengas alérgicas.

Novos estudos sobre o desenvolvimento e a regulacio farmacolégica do
sistema NADPH oxidase em eosinéfilos, proporcionari bases cientificas para modular sua

expressdo em condicSes inflamatdrias.
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6 - CONCLUSOES
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Concluimos que:

1. As céhilas HL-60 clone 15 se diferenciam numa linhagem .eosinofilica
quando tratadas com 4cido butirico 0,5 mM, expressando um fenétipo

eosinéfilo maduro.

2. IFN-y ¢ TNF-q, induzem nas células HL-60 clone 15 a se diferenciar e
expressar atividade NADPH oxidase expressio génica para os componentes
gp91-phox e p47-phox.

3. O sistema NADPH oxidase das células HL-60 clone 15 pode ser inibido por
a dexametasona antes, mas ndo apds, completar seu desenvolvimento

induzido pelas citocinas IFN-y e TNF-q..

4. Os leucéeitos derivados de sangue de corddio umbilical diferenciam-se em
células semelhantes a eosinéfilos maduros na presenca de IL-5 e JL-3,
apresentam atividade oxidase e expressam o componente gp91-phox do
sistema NADPH oxidase.
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