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RESUMO

Pereira PVS. BAY 41-2272: uma ferramenta farmacolégica com potencial para o
tratamento de infecgbes. [tese (Doutorado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2012.

Pacientes com defeitos congénitos no numero e/ou funcdo de fagocitos
mononucleares apresentam uma série de infecgdes bacterianas e/ou fungicas. O
tratamento dessas patologias baseia-se na terapia com antimicrobianos, transplante
de medula 6ssea e, em alguns casos, administragdo de IFN-y. Buscando uma
alternativa para recompor ou compensar falhas nos mecanismos efetores de
monacitos, investigamos o potencial do agonista de Guanilato Ciclase soluvel (GCs),
BAY 41-2272, sobre a diferenciagao e ativacao dessas células. Para tanto avaliamos
in vitro linhagens mielomonociticas (THP-1 e U937) e mondcitos humanos (PBM) de
individuos sadios e imunodeficientes - Doenga Granulomatosa Crénica (DGC) e
deficiéncia de mieloperoxidase (MPO) - tratados com o farmaco em questao. O BAY
41-2272 alterou o fendtipo das células THP-1 e mondcitos, aumentando a expresséo
de CD11b, CD18, CD14, TLR4, TLR2 e CD163, moléculas fundamentais para
adequada resposta a patdgenos. Essa diferenciagdo mostrou envolver um perfil pro-
inflamatdrio, uma vez que o BAY 41-2272 aumentou a produc¢ao de TNF-a, IL-1pB, IL-
6 e IL-12p70. Além desses mecanismos, o farmaco ativou o sistema NADPH
oxidase, aumentando a expressdo génica (CYBB, CYBA e NCF2) e protéica
(p6777% e gp917"9) dos seus componentes. Uma vez que muitas dessas respostas
dependem da ativagao do fator de transcricdo NF-kB, mostramos que o BAY 41-
2272 aumenta a degradacgado de IkBa e a fosforilagdo de NF-kB (p65) de forma
dependente de PKG. Além disso, o priming dos mondcitos (células U937) induzido
pelo farmaco depende desse fator de transcrigdo. Confirmando seu potencial em
compensar falhas na resposta imune, o BAY 41-2272 aumentou a atividade
microbicida a S. aureus e C. albicans de mondcitos de pacientes com DGC e
deficiéncia de MPO. Para estudar a agdo do farmaco em um sistema complexo,
avaliamos seus efeitos em modelo animal. O tratamento intraperitoneal induziu
intensa migragao celular para essa cavidade, principalmente de macréfagos, desde
as primeiras horas. Ainda, acentuou o efeito inflamatério da carragenina aplicada na
pata. O tratamento potencializou o espraiamento, atividade fagocitica, atividade
microbicida, produgcdo espontédnea de Oxido nitrico e de perdxido de hidrogénio
induzida por PMA, de forma ex vivo em macrofagos peritoneais. E mais importante,
o BAY 41-2272 aumentou a protecao e sobrevida de camundongos desafiados com
C. albicans, confirmando seu potencial para o tratamento de infecgdes. Em
conjunto, nossos resultados mostraram que o BAY 41-2272 promove a diferenciagao
e ativagdo de mondcitos, de forma dependente de NF-kB, induzindo um perfil
altamente responsivo no contexto do reconhecimento e resposta a patégenos. Esses
dados confirmam o potencial do BAY 41-2272 e sua via (GCs / PKG / NF-kB) como
uma alternativa a ser explorada em seus aspectos translacionais na busca por novas
terapias destinadas ao controle de infecgdes, principalmente no caso das
imunodeficiéncias.

Palavras-chave: BAY 41-2272. Guanilato ciclase soluvel. Mondcitos. NF-kB.
Infecgdo. Imunodeficiéncias primarias.



ABSTRACT

Pereira PVS. BAY 41-2272: a potential pharmacological tool to treat infection. [Ph. D.
thesis (Immunology)]. Sédo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo; 2012.

Defects in monocytes number or function leads to several bacterial and fungal
infections. The treatment of these disorders is based on the antimicrobial therapy,
bone marrow transplantation and, in some cases, administration of IFN-y. In this
work, we investigated the soluble guanylate cyclase (sGC) agonist, BAY 41-2272, as
an alternative to promote cell differentiation and activation, restoring or compensating
the failures on monocyte effector mechanisms. We evaluate myelomonocytic cell
lines (THP-1 and U937) and human monocytes (PBM) from healthy and
immunodeficient individuals - Chronic Granulomatous Disease (CGD) and
myeloperoxidase deficiency - treated with BAY 41-2272. This drug altered the
phenotype of THP-1 cells and monocytes, increasing the expression of CD11b,
CD18, CD14, TLR4, TLR2 and CD163, essential molecules for appropriate response
to pathogens. This monocyte differentiation includes an induction to a pro-
inflammatory profile, since BAY 41-2272 increased TNF-q, IL-13, IL-6 and IL-12p70
release. In addition to these mechanisms, the drug activates the NADPH oxidase
system, increasing gene (CYBB, CYBA and NCF2) and protein (p6777%* and
gp9179%) expression of its components. Since many of these responses depend on
NF-kB pathway activation, we showed that BAY 41-2272 increases a PKG-
dependent degradation of IkBa and phosphorylation of NF-kB (p65). Moreover, BAY-
induced priming of monocytes (U937) is NF-kB dependent. BAY 41-2272 increased
microbicidal activity against S. aureus and C. albicans by monocytes from patients
with CGD and MPO deficiency, confirming its potential to compensate immune
response failure. To study the action of this drug in a complex system, we evaluated
its effects in an mice model. The intraperitoneal treatment induced intense
macrophage migration to peritoneum, since the first hour. Still, potentiate the
inflammatory effect of carrageenan. The ex vivo peritoneal macrophage treatment
increased the spreading, phagocytic activity, microbicidal activity, spontaneous
production of nitric oxide and PMA-induced hydrogen peroxide release. More
importantly, BAY 41-2272 increased the protection and survival of mice challenged
with C. albicans, confirming its potential to treat infections. Taken together, our
results showed that BAY 41-2272 promotes NF-kB-dependent monocytes
differentiation and activation, inducing a highly responsive profile in the context of
recognition and response to pathogens. These data confirm the potential of BAY 41-
2272 and its pathway (sGC / PKG / NF-kB) as an alternative to be explored in the
search for new therapies to control infection, especially in immunodeficiencies.

Keywords: BAY 41-2272. Soluble Guanylate Cyclase. Monocytes. NF-kB. Infection.
Primary Immunodeficiency.
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1.1 Fagécitos Mononucleares

O sistema imunolégico humano tem sido dividido tradicionalmente em
imunidade inata e adquirida (adaptativa). Os mondcitos possuem um papel
importante nesses dois bragos da resposta imune. S&o células presentes no sangue,
constituindo 3 a 8 % dos leucdcitos circulantes. Derivadas da medula 6ssea, sao
liberadas num estado imaturo e indiferenciado, completando sua maturacdo nos
tecidos e 6rgéos para os quais migram (Auffray et al., 2009). Com esse processo de
diferenciagdo, os monadcitos originam, entre outras células, os macrofagos. Estas
células apresentam trés fungdes principais: a fagocitose; a imunomodulagéo; e a
apresentacao de antigenos (Geissmann et al., 2010).

Em geral, os fagécitos mononucleares ingerem particulas por dois motivos:
eliminacdo de restos celulares, células apoptéticas e fragmentos estranhos ao
organismo; e em resposta a microrganismos invasivos, erradicando-os. Os
monodcitos e macrofagos possuem diferentes enzimas hidroliticas em seus
lisossomos, que contribuem para a degradacdo dos patdgenos. Além dessas
enzimas, ha liberagao de reativos intermediarios do oxigénio, como anion superoxido
(O2), radical hidroxila (OHe) e perdxido de hidrogénio (H202) (Appelberg, 2006;
Serbina et al., 2008), fundamentais para adequada resposta microbicida.

Mondcitos e macrofagos ativados possuem importante papel modulador sobre
a resposta imune, secretando uma variedade de citocinas (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-q,
IL-10, TGF-B, IFN- a e -B, GM-CSF, M-CSF), fatores angiogénicos (VEGF),
quimiocinas (IL-8, IP-10, ENA-78), fatores coagulantes, eicosandides, componentes
do complemento e varias enzimas, como as proteases (Faas et al., 2004; Haider et
al., 2004; Rossol et al.,, 2011). A secregao destes fatores depende do tipo de
estimulo e da localizagdo que o macrofago se encontra (Tacke, Randolph, 2006). A
produgao de citocinas como a IL-12, que estimula linfocitos T, ilustra a participacao
dos fagocitos mononucleares na regulagao da imunidade adaptativa. Ainda, ha outro
papel dessas células que os caracterizam participando dos dois bragcos da resposta
imune, o de “apresentador’ de antigenos (Sung, 2008). Os patdégenos fagocitados
sdo processados no fagolisossomo ao mesmo tempo em que sao sintetizadas
moléculas do MHC (do inglés major histocompatibility complex) de classe |l. Estas
se combinardo com a fragmentos dos microrganismos degradados para

apresentacao destes ao linfécito T, que reconhece este complexo MHC/antigeno
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pelo seu complexo TCR (do inglés T cell receptor). Esta ligacdo estimula vias de
sinalizacao importantes para a producédo de citocinas, expressdo de moléculas de
adesao e receptores de superficie, e varios outros sinais que modulardo o sistema
imune, inclusive outros fagocitos, como os neutrofilos (Unanue, Allen, 1986; Mellman
et al., 1998). Esta €& apenas uma das formas de interagdo dos fagdcitos
mononucleares com outros tipos celulares, que levam ao aumento da eficiéncia e

complexidade da resposta.

1.2 Reconhecimento e Fagocitose

Como citado anteriormente, os monécitos e macréfagos reconhecem e
ingerem particulas e microrganismos. Isto é possivel, pois essas células expressam
um amplo numero de proteinas de superficie com vias crucias para suas funcdes
biolégicas (Figura 1). Os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs, do
inglés pattern-recognition receptors) microbianos sdo componentes essenciais da
imunidade inata, na qual eles identificam padrées moleculares associados a
patogenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns), resultando
na ativagao dos fagocitos mononucleares, como parte da resposta para erradicar os
microrganismos invasores (Gordon, 2002).

Uma classe importante de PRRs €& constituida pela familia dos receptores
semelhantes ao Toll (TLR, do inglés Toll-like receptors), que reconhecem uma vasta
gama de patdégenos e produtos relacionados a estes. TLR sdo expressos em um
nivel muito mais elevado nos monadcitos que nos neutréfilos (Medzhitov, Janeway,
2000a). Mediante ligagdo com agonistas especificos, os TLRs sinalizam via proteina
adaptadora MyD88, ou de forma independente desta, envolvendo TRIF (do inglés
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-), para ativar NF-kB (do inglés
nuclear factor kappa B) (Akira, Takeda, 2003; Medzhitov, Janeway, 2000b). Este
fator de transcricdo € muito importante em diversas fungbes dos fagocitos, como a
producgao de citocinas pro-inflamatérias.

De uma forma geral, o TLR2 reconhece lipopeptideos e peptidoglicanos,
TLR3 reconhece RNA de fita dupla, TLR4 reconhece lipopolissacarideo (LPS), TLR5
reconhece flagelina bacteriana, enquanto TLR9 reconhece porgdo CpG n&do metilada
de DNA bacteriano. A capacidade de reconhecimento dos TLR pode ser expandida
pela formacédo de heterodimeros como TLR2/TLR6, importantes na identificacao e
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reposta a C. albicans. Outros receptores podem cooperar com TLR especificos para
potencializar o reconhecimento de patdgenos. Um exemplo dessa colaboragdo é o
CD14, que se liga ao lipopolissacarideo (LPS) e interage com o TLR4 para facilitar a
identificacdo e erradicacdo de bactérias gram-negativas (Takeda et al., 2003;
Turvey, Hawn, 2006).

Figura 1 - Receptores importantes para fagocitose

CD163
CR3 FcyR i Dectina-1 \R
i
- 1T
Reorganizagao .\\
de actina -
Rho GTPases
PI-3I<

Remodelamento
|de actina p Fagocitose

Representacéo das principais vias envolvidas no reconhecimento de patdégenos e indugéo
de fagocitose. CR: receptor de complemento; FcyR: receptor de porgéo Fc de I1gG; TLR: Toll
like receptor; PKC: protein kinase C; PLC: phospholipase C; PI-3K: phosphatidylinositol 3
kinase.

Receptores scavengers, envolvidos na “limpeza” do organismo, também sao
importantes para as fungbes dos fagodcitos. Esses receptores promovem o
reconhecimento e captacdo de macromoléculas de carga negativa, como
lipoproteinas oxidadas (Podrez et al., 2000; Rice et al., 2002). O CD163 é um
exemplo desses receptores. Esta molécula é expressa exclusivamente em
monaocitos/macrofagos, funcionando como receptor que medeia a endocitose de
complexos de hemoglobina-haptoglobina (Schaer et al., 2007). Diferente de suas
funcdes homeostaticas, foi caracterizado que o CD163, quando ligado por anticorpos
monoclonais especificos, induz a producdo de mediadores inflamatérios, como IL-
1B, IL-6, IL-12, TNF-a, sugerindo um papel na defesa do organismo. Esta agao foi
comprovada por Fabriek et al. (2009) e Kneidl et al. (2012), que mostraram a

importancia desse receptor em resposta a bactérias gram-positivas e -negativas.
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O reconhecimento de microrganismos pelos fagodcitos mononucleares
também pode ser feito indiretamente, por um processo chamado opsonizacgao.
Imunoglobulinas, principalmente 1gG, ou componentes do sistema complemento
ligam-se a patogenos para facilitar a sua identificacdo e ingestdo. Esse processo
depende de receptores para por¢ao Fc de imunoglobulinas ou de receptores do
complemento (Fernandez et al., 2003). O receptor de complemento 3 (CR3, do
inglés complement receptor 3) & considerado um dos mais importantes para a
fagocitose. Esse receptor, CR3, também é conhecido como MAC-1 (do inglés,
macrophage antigen 1), sendo formado pela subunidade a (CD11b) e subunidade 3
(CD18). O CR3 reconhece tanto moléculas endoégenas quanto exdégenas, como iC3b
do sistema complemento, ICAM-1 (do inglés, intercellular adhesion moleule 1), -
glucanas e outros agucares da parede de microrganismos (Ross, Vétvicka, 1993;
Zhou et al., 1992).

O processo que envolve o reconhecimento de patdégenos ou de seus
componentes leva a indugao de vias de sinalizacado especificas. Estes sinais ativam
0S mecanismos responsaveis pela eliminagdo dos patdégenos e regulacdo da

resposta imune.
1.3 Respostas de Monécitos/Macroéfagos

Dentre os  principais mecanismos efetores da reposta de
monaocitos/macrofagos, podemos citar a liberagcdo de enzimas lisossomais, a
acidificagao do pH (3 — 5,4) dos fagossomos, a produgao de reativos de nitrogénio, a
sintese de peptideos microbicidas (defensinas e proteinas catibnicas), produgao de
competidores (lactoferrina) e a sintese de reativos derivados do oxigénio (Djaldetti et
al., 2002; Flannagan et al., 2009).

Os reativos derivados de oxigénio sdo produzidos a partir de um sistema
protéico, chamado NADPH (do inglés, reduced nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) oxidase. Este complexo é constituido por seis componentes principais:
pa77HX pB7PHOX @ p40PHOX | proteinas citosdlicas; rac1 (nos mondcitos) ou rac2 (nos
2PHOX e gp91PHOX

flavocitocromo bsss na membrana dos fagocitos (El-Benna et al., 2005). A NADPH

neutrofilos), também citosodlicas e do tipo ras; p2 que compdem o

oxidase pode ser ativada tanto via receptores quanto por mecanismos

independentes destes (Bokoch, 1995). Dentre os fatores que induzem a ativagéo
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deste sistema podemos citar opsoninas (iC3b do complemento e anticorpos 1gG),
fragmentos do complemento, agonistas de TLR (LPS, peptidoglicanos), entre outros
(DelLeo et al., 1998; Thiele et al., 2004).

Apos receber esses estimulos, ocorre a fosforilagdo, ativagdo e associacao
dos componentes do sistema NADPH oxidase na membrana da célula e na
membrana do fagolisossomo. O primeiro componente a ser fosforilado é a p4777%%
fazendo com que ele proprio e os demais componentes migrem para a membrana e
se associem ao citocromo bssg. Ao mesmo tempo a rac-GDP incorpora um ATP,
tornando-se rac-GTP, migrando também para a membrana. Este é entdo acionado

pela p6777%x

e rac, iniciando o funcionamento do sistema (Dang et al., 2001). Uma
vez ativado, a NADPH oxidase inicia a explosao respiratéria, produzindo o anion
superoxido (Oz7), o qual é convertido em peréxido de hidrogénio (H20;) pela enzima
superoxido dismutase (SOD), que por sua € convertido em acido hipocloroso (HOCI)
e radical hidroxila (OHe) pela enzima mieloperoxidase (MPO) (Burg, Pillinger, 2001).
Todos esses reativos estdo envolvidos com a adequada morte de patégenos, sejam
estes bactérias ou fungos.

Como citado anteriormente, os mondécitos/macréfagos estdo envolvidos com a
resposta a patdégenos de forma direta - fagocitose e produgdo de reativos
microbicidas - ou pela acdo de seus produtos sobre outras células do sistema
imunoldgico (Figura 2). Esse papel imunomodulador € bem caracterizado pela
producéo de citocinas, como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina
12 (IL-12) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Mahbub-E-Sobhani et al., 2001).
Estas tem importante papel na ativagdo de outras células e na manutengdo da
resposta inflamatéria.

A IL-1B, juntamente com o TNF-a, é definida como uma citocina alarme
(Carter, 2005; Flad et al., 1999). Essa é uma citocina pro-inflamatoria, que induz a
expressado de genes como os que codificam INOS (do inglés inducible nitric oxyde
synthase) e outras citocinas e quimiocinas. Além disso, a IL-1f aumenta a
expressdo de moléculas de adesdo (E-selectina, ICAM-1) no endotélio, que
promovem a infiltracdo de leucécitos do sangue para os tecidos. Essa citocina é
sintetizada, inicialmente, como uma molécula precursora ndo ativa (pré-IL-183),
necessitando de sinalizagao especifica para ser liberada. Nesse contexto, a caspase
1 tem o papel de clivar a pro-IL-13, produzindo a forma madura IL-13, secretada no
meio extracelular (Eder, 2009).
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Figura 2 - Resposta dos fagdcitos mononucleares
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Ao reconhcerem os estimulos - quimiocinas, PAMPs, IFN-y, os receptores geram uma
sinalizagdo intracelular que ativam o sistema NADPH oxidase e a produgdo de citocinas,
como TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-12.

Um dos genes ativados pela IL-13 € o que codifica a IL-6. Esta citocina foi
originalmente descrita como um fator estimulador de linfocitos B, mas outras fungdes
vem sendo atribuidas a ela. A IL-6 é uma citocina pleitotrépica, envolvida na
comunicagdo do sistema imunoldgico/hematopoiético com células estromais,
incluindo o inicio e resolucdo da inflamacdo, repostas as infeccbes, e
remodelamento tecidual (Gabay, 2006; Rose-John et al., 2007). Juntamente com IL-
18 e IL-6, o TNF-a é uma importante citocina da resposta de mondcitos/macréfagos.
O TNF-a age nas células endoteliais vasculares, promovendo vasodilatacédo, e
secrecao de quimiocinas. No hipotalamo ele age como pirégeno endoégeno induzindo
febre, enquanto que no figado vai estimular a produgao das proteinas da fase aguda
do processo inflamatério e de fibrinogénio (Burger, Dayer, 2002; Mahl, Pfeilschifter,
2003). Podemos considerar que, essencialmente, seu principal efeito fisioldgico &
promover a resposta imune e a inflamacao.

Também produzida por mondcitos/macrofagos, a IL-12 tem como fungéo
principal a indugao da produgéo de IFN-y por células NK (do inglés natural killers) e
linfocitos T, aumentando a citotoxicidade de células NK e linfocitos T citotéxicos, e
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promovendo a diferenciagédo de linfocitos T naive em células Th1 (do inglés T helper
7). Esses efeitos mostram o papel central da IL-12 na imunidade mediada por
células, evidenciando a agdo dos mondcitos/macréfagos na modulagao de respostas
complexas do sistema imune, dependente de diferentes vias de sinalizagédo (Gee et
al., 2009; Lee et al., 1998).

1.4 Regulagao da Resposta de Monécitos/Macroéfagos - NF-kB

Conforme ressaltado amiude, n&o sé a ativacao do sistema NADPH oxidase e
outros mecanismos efetores, mas também a producdo e secregdo de citocinas,
dependem de diferentes vias de sinalizagdo. No caso dos mondcitos/macréfagos
proteinas como TRAF (do inglés TNF receptor associated factor), MAPK (do inglés
mitogen-associated protein kinase) e JAK (do inglés Janus kinase) s&o essenciais
para a ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kB e AP-1 (do inglés activator
protein 1) (Jin et al., 2012; Majumdar, Aggarwal, 2003). Ainda, em células mieldides
a expressdo génica € devida, em parte, a combinagdo de multiplos fatores de
transcricdo. Por exemplo, o PU.1 e Sp1 ativam os promotores dos genes
codificadores de CD11b e CD18 (Chen et al., 1993; Heydemann et al., 1996;
Rosmarin et al., 1998), e o mesmo PU.1 coopera com C/EBPb na ativagdo do
promotor de IL-1B (Yang et al., 2000).

Esses exemplos mostram o quao complexo € o controle transcricional nos
monaocito/macréfagos. No entanto, existem alguns fatores com maior participagéao
chave para regular os mecanismos efetores dessas células. Um desses fatores é o
NF-kB. Como citado anteriormente, a ativacao desse fator leva a producédo de
mediadores inflamatorios com papel essencial na resposta do organismo contra
patégenos (Naumann, 2000). A familia do NF-kB (ou familia Rel) consiste de cinco
subunidades que incluem: p65 (RelA), c- Rel, RelB, p50 e p52. Esta familia &
caracterizada por compartilhar um dominio amino-terminal RHD (do inglés Rel
homology domain) (Meffert, Baltimore, 2005).

As subunidades do NF-kB formam homo ou heterodimeros ativadores (p50-
p65) ou repressores (p50-p50 e p52-p52). Estes se encontram no citoplasma da
maioria das células, complexados com as proteinas inibitorias da familia kappa B
(IkB, do inglés Inhibitory kappa B) - IkBa, IkBp, IkBeg, IkB-R, IkBy (p105), IkBd (p100)
e Bcl-3. O heterodimero p50-p65 € comumente utilizado como sinbnimo de NF-kB
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por ser o mais abundante da familia e, em sua maioria, estd associado ao IkBa
(Malek et al., 2007).

Figura 3 - Vias de ativagdo do NF-kB
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Principais vias de ativagado do fator de transcricdo NF-kB. Primeiramente, ha fosforilagdo do
inibidor IkBa, liberando o NF-kB. Assim, este fator é fosforilado e ativado, translocando-se
para o nucleo, onde exerce sua fungéo.

Existem duas vias principais para a ativagdo do NF-kB, a classica (via
candnica) e a alternativa (via ndo-candnica). A via classica é a mais comum e esta
associada a expresséo de genes relacionados a inflamacéo, a resposta imunoldgica
inata e a sobrevivéncia celular (Xiao, 2004) (Figura 3). Na via classica, para que
haja ativacdo do NF-kB, o IkB é fosforilado nas serinas 32 e 36 pelo complexo de
proteina quinase IKK. Essa fosforilacdo € o sinal para a ubiquitinagao e posterior
degradacédo do IkB pelo proteassoma. No citoplasma um conjunto de proteinas
adaptadoras (TRAFs, MyD88 e TIRAP) e quinases (RIP, IRAK) formam um
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complexo quando ha um estimulo, facilitando o recrutamento da IKK. Apds a
degradacgédo do IkB os dimeros do NF-kB (p.ex. p50-p65) séo liberados e migram
para o nucleo onde atuardo na regulagdo da transcricdo de genes especificos
(Kaltschmidt et al., 2005). Dentre estes podemos citar os genes codificantes de
citocinas (IL-183, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-a), receptores de superficie
(CD80, CD40, CD134, TLR2, TNFR), proteinas de fase aguda (proteina C reativa,
LBP), entre outras (COX-2, SOD, TRAF, IRF, PU.1) (Bonadies et al., 2010; Kang et
al., 2007; Son et al., 2008; Wang et al., 1998).

De uma forma geral, a reposta contra patégenos depende da ativacdo e
funcionamento adequados dos sistemas efetores (fagocitose, sistema NADPH
oxidase), das citocinas pro-inflamatorias (IL-1B3, IL-6, TNF-a) e da regulagdo da
resposta (vias de sinalizacdo e fatores de transcrigdo, como NF-kB). Defeitos em
qualguer um desses mecanismos acarretarao, em sua maioria, na susceptibilidade a
infeccdes por diferentes patdogenos, quadros caracterizados como Imunodeficiéncias
Primarias (IDP).

1.5 Falhas nas Repostas de Mondcitos - Imunodeficiéncias Primarias

Os progressos no esclarecimento das bases genéticas e moleculares
envolvendo imunodeficiéncias congénitas tem definido fatores criticos para
regulacdo das respostas imunes inatas mediadas por mondcitos/macrofagos ().
Mutagdes funcionais no eixo IL-12 / IL23 /IFN-y s&o associadas a infecgdes por
micobactérias devido a falha dos fagdcitos mononucleares em matar esses
microrganismos apos a fagocitose (Pedraza-Sanchez et al., 2010; Qu et al., 2011).
Também sado descritas susceptibilidades a micobactérias atribuidas a mutagdes no
NEMO (do inglés NF-kB essential modulator), uma subunidade da quinase de IKK
(do inglés IkBa kinase), que regula a via do NF-kB (Filipe-Santos et al., 2006).
Estudos recentes (Cabral-Marques et al., 2012) mostram a importancia da
sinalizagao CD40-CD40L (CD154) para o adequado desenvolvimento dos fagécitos
e sua resposta, principalmente a fungos.

Todos esses estudos nos mostram a variedade de mecanismos reguladores
que, se afetados, podem abolir a reposta de mondcitos/macrofagos contra
patogenos. Outro quadro severo é estabelecido quando essas falhas ocorrem
diretamente em componentes dos mecanismos efetores desses fagocitos. Nesse
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contexto, podemos citar a Doenga Granulomatosa Crénica (DGC), na qual mutagdes
em qualquer um dos componentes do sistema NADPH oxidase levam a falha na
produg¢do do anion superdéxido e, consequentemente, dos seus derivados
(Jurkowska et al, 2004). As mutagdes podem apresentar um padrdo de heranga
ligada ao X (60-80 %, falhas na gp917"%%) ou autossémicas (20-40 %, falhas nos
demais componentes da NADPH oxidase) (de Oliveira-Junior et al., 2011).
Clinicamente, os pacientes com DGC manifestam de pneumonia, dermatite
infecciosa e formagéo recorrente de abscessos em 6rgaos como figado e pulmao.
Uma parte significativa das infecgbes observadas em pacientes com DGC séao
causadas por Staphylococcus aureus, mas também sao observadas infec¢des por
Aspergillus, Candida e Streptococcus (Agudelo-Flérez et al., 2006). Mutagdes
extrinsecas aos componentes da NADPH oxidase podem afetar esse sistema, como
as relacionadas a via do CD40-CD40L (Cabral-Marques et al., 2012).

Mesmo com o sistema NADPH oxidase funcional outras moléculas sao
importantes para a formagdo de todos os reativos de oxigénio, como a
mieloperoxidase. A MPO é uma enzima lisossbmica presente nos grénulos de
monaocitos/macrofagos. A sua fungédo € catalizar a reagédo entre o H,O2 e os ions
haletos, geralmente Cl-, para produgdo de acido hipocloroso (HOCI) (Lincoln et al.,
1995). Mutagdes no gene MPO, apresentando padrao autossémico recessivo, levam
a deficiéncia dessa enzima (Marchetti et al., 2004; Nauseef et al., 1996). A maioria
dos pacientes apresenta sintomas brandos, como um aumento discreto na
frequéncia de quadros infecciosos. Para organismos como S. aureus, o Killing é
inicialmente comprometido, mas alcanga niveis normais com o decorrer da infecgao.
No entanto, a capacidade de matar certos fungos parece estar completamente
afetada, como C. albicans (Marodi et al., 1998).

No ambito do diagnostico e aconselhamento genético houve, nos ultimos
anos, um avango grande para as IDPs. No entanto, a maior parte dos tratamentos
ainda visa o uso de antibidticos profilaticos e abrandamento dos sintomas
decorrentes das infeccbes. S&o raros os tratamentos visando o restabelecimento
das falhas que levam a essas doencas, sendo o transplante de medula 6ssea o mais
frequente e eficaz. No caso da DGC, sabemos que o tratamento com IFN-y melhora
0 quadro clinico, diminuindo a frequéncia e gravidade das infecgbes (Condino-Neto
et al., 2000; Errante et al., 2008). O mecanismo de agédo do IFN-y nesses pacientes,
inicialmente atribuido a regulag&o positiva do sistema NADPH oxidase e da enzima
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iINOS, ndo foi confirmado (Condino-Neto et al., 1996). Mesmo sem ter um
mecanismo definido, essa terapia abriu as possibilidades para o estudo de
alternativas no tratamento de IDPs.

1.6 Alternativa para aumento da Resposta de Monécitos - Guanilato Ciclase
Soluvel e BAY 41-2272

Com as “portas abertas” pelo resultado positivo do uso de IFN-y em pacientes
com DGC, nosso grupo tem se dedicado, entre outros estudos, a avaliar a
possibilidade de ativar ou recuperar farmacologicamente a atividade das células do
sistema imunologico. Apesar da agdo do IFN-y sobre a indugao iNOS ndo ter sido
comprovada em um primeiro momento (Condino-Neto et al., 1996), existem muitos
indicios de que essa via é importante para os fagocitos mononucleares humanos
(Nicholson et al., 1996; Rockett et al., 1998). No entanto, mudamos o foco da
pesquisa ndo para um efeito compensatorio da falta de reativos de oxigénio pela
ativacdo de outras vias envolvidas com a sinalizagdo do oxido nitrico (NO). Por
exemplo, é descrito que o NO, dependendo de sua concentragéo, regula a atividade
de NF-kB do tipo celular e de co-estimulos (Hickey et al, 1997). Ainda, esta bem
definida a interagdo de NO com a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs)
(Derbyshire, Marletta, 2012; Martin et al., 2012; Wang et al., 2012).

A GCs é um heterodimero composto de subunidades a e y (Hobbs, 1997), e
encontra-se expressa no citoplasma de quase todas as células de mamiferos. Essa
enzima medeia varias fungdes fisiologicas importantes, tais como inibicdo da
agregacao plaquetaria, relaxamento do musculo liso, vasodilatagdo, transducédo de
sinais em neurbnios e imunomodulagcdo (Hobbs, 1997; Kuhn, 2003). A GCs
apresenta um grupo prostético heme necessario para sua ativagéo pelo NO (Gerzer
et al.,, 1982; Ignarro et al., 1982; Ohlstein et al., 1982). Esta ativagdo causa uma
elevacdo nos niveis de GMPc (do inglés guanosine monophosphate), o qual é
clivado a partir do GTP (do inglés guanosine triphosphate) pela GCs (Rapoport et al.,
1983).

Em macréfagos derivados da medula éssea (BMDM@) de ratos incubados
com o ativador de GCs, BAY 41-2272 (5-Ciclopropil-2-{1-(2-fluor-benzil)-1H-
pirazol[3,4-b]piridina-3-il}-pirimidina-4-ilamina), verificou-se um aumento significativo

na expressao de iINOS, demonstrando um efeito dose-dependente do BAY 41-2272
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(Connelly et al., 2003). Esse efeito foi confirmado com a inibicdo da GCs e,

consequente, diminuicdo da expressao de iNOS induzida pelo BAY 41-2272.

Figura 4 - Estrutura, sitio de ligagao e fungdes conhecidas do BAY 41-2272

BAY 41-2272

/r Fagocitose

/™ Atividade Microbicida
(E. coli)

O BAY 41-2272 (A) se liga a uma sitio independente de NO na enzima guanilato ciclase
soltvel (estrutura em cinza), aumentando a expressao do gene CYBB (gp917"%), produgao
de espécies reativas de oxigénio, fagocitose e atividade microbicida (C). As interrogagbes
indicam os mecanismos de acdo do farmaco sobre os mondcitos, que ainda nao
esclarecidos. GCs: guanilato ciclase soluvel.
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O BAY 41-2272, uma molécula derivada do YC-1 (3-[(5’-hidroximetil-2’furil)-1-
benzil indazol]), foi descrito como um ativador direto de GCs devido ao seu
acoplamento a um sitio regulatério independente do NO (Liu, Wu, 2005). N&o se
trata de uma droga doadora de NO, mas sim de um composto que se liga a GCs
num sitio alostérico da enzima, na subunidade a1, a qual contém as Cys238 e
Cys243 (Becker et al.,, 2001). Esta regido modula a atividade catalitica e a
responsividade do ligante acoplado ao grupamento heme (Martin et al., 2001)
(Figura 4 B). Por essas caracteristicas, esse farmaco mostrou ser uma ferramenta
farmacoldgica apropriada para o estabelecimento de um estudo da via da
GCs/GMPc em mondcitos/macréfagos humanos.

Nos primeiros estudos do nosso grupo, envolvendo células pro-monociticas
humanas THP-1 cultivadas, verificou-se que o farmaco eleva os niveis de GMPc,
confirmando a presengca da via ativa de GCs em mondcitos humanos. Mais
importante, o BAY 41-2272 estimulou a produg¢ao de anion superéxido e aumentou a
expressdo da gp917"°% (Borges de Oliveira-Junior et al., 2007). Recentemente,
demonstramos essas ac¢des do farmaco também em mondcitos de sangue humanos.
O BAY 41-2272 induziu a producgdo de reativos de oxigénio, aumentou a fagocitose
e, de forma mais significativa, a atividade microbicida (Soeiro-Pereira et al., 2012)
(Figura 4 C).

O potencial do BAY 41-2272, e da via da GCs/GMPc, na resposta a
patdogenos traz uma nova perspectiva para o desenvolvimento de opgdes no
tratamento de imunodeficiéncias primarias, como a Doenga Granulomatosa Crénica
e a deficiéncia de MPO. Com este estudo aumentamos os conhecimentos a respeito
da sinalizacgao e diferenciacdo dos mondcitos, mostrando a relevancia da via da GCs
no estabelecimento e regulagéo da sua resposta. A partir desse estudo, poderemos
com maior confianga sugerir alternativas acessiveis para a ativagao das células do
sistema imunoldégico e tratamento de infec¢des, principalmente em individuos

imunocomprometidos.
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2.1 Objetivo Geral

Estudar o potencial do agonista de guanilato ciclato soluvel, BAY 41-2272,
como alternativa para o tratamento de infeccbes em pacientes imunodeficientes,

pela sua acao na diferenciacao e ativacao de monécitos humanos.
2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Avaliar em cCélulas THP-1 e PBM, Tratadas com BAY 41-2272 ou IFN-y

a) alteragdes fenotipicas importantes para resposta de fagécitos mononucleares

(expressdo de CD11b, CD18, CD14, TLR4, TLR2, CD163, gp9177%%);

b) producéo de citocinas (TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-12p70);

c) ativacdo do sistema NADPH oxidase — expressdo génica de CYBA, NCF1,
NCF2 e expressao protéica p2277%% pa7PHoX pe77H%  gp91FHoX,

2.2.2 Avaliar os Efeitos do BAY 41-2272 sobre a via do NF-kB, por meio do

a) tratamento de células THP-1 e PBM e medida da degradacé&o do IkBa;

b) tratamento de células THP-1 e PBM e medida da fosforilagdo NF-kB (p65);

c) tratamento de células U937 knockdown para NF-kB e analise da indu¢ado do
sistema NADPH oxidase — produgdo de O, e expressao génica de CYBB e
NCF2.

2.2.2 Avaliar o Potencial do BAY 41-2272 em Restaurar a Resposta Imune, tratando
PBM de Pacientes com DGC ou Deficiéncia de MPOQO para Avaliar

a) a atividade fagocitica — Zymosan, S. aureus e C. albicans;
b) a produgéo de espécies reativas de oxigénio — Oy e Hz0y;
c) a atividade microbicida a S. aureus e C. albicans.



What your research supposedly What your research actually
looks like: looks like:

JORGE CHAM © 2008

— S,
—_

Data Daia Acquisiiion | -
“emm— S
<« “« g
=
Controller o)
N}
Prototype Computer a
o
Figure 1. Experimental Diagram X i ' §
Figure 2. Experimental Mess 3

3 MATERIAIS E METODOS



41

3.1 Algoritmos da Metodologia — Células Humanas

Os algoritmos da figura abaixo trazem os procedimentos realizados com

linhagens celulares e mondocitos humanos, em ordem, para melhor entendimento.

Figura 5 - Sequéncia de experimentos realizados com células THP-1, U937 e
mondcitos humanos
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periférico (controle) periférico (pacientes)
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3.2 Células de Linhagem e Monécitos Humanos

3.2.1 Linhagens THP-1 e U937

As linhagens pré-monociticas humanas THP-1, derivada de leucemia
monocitica aguda, e U937, derivada de um linfoma histiocistico difuso, foram obtidas
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da ATCC® (Washington, DC, EUA). As células U937 transfectadas com vetor
plasmidial pCMV3 vazio (sem construgcao a ser expressa pela células) ou com vetor
plasmidial pCMV3 contendo uma construgdo FLAG-tag de |IkBa mutante (troca das
serinas nas posicdes 32 e 36 por alaninas) (APENDICE A) foram cedidas
gentilmente pelo Dr. Carlos V. Payva (Asin et al.,, 1999). Ambas as linhagens séo
fagociticas, ndo apresentando imunoglobulinas (citoplasmaticas ou de superficie).
Estas linhagens podem ser induzidas a uma diferenciacédo terminal em células
semelhantes a mondcitos ou macréfagos por sobrenadantes de culturas de
linfocitos, forbdis ésteres, vitamina D3, IFN-y, TNF-q, e acido retindico, determinando
a grande aplicabilidade dessas linhagens em nossos estudos.

As células THP-1 e U937 foram mantidas em nosso laboratério, por meio de
repiques em periodos inferiores a 30 dias, fazendo-se a troca do meio de cultura
acidificado a cada 48 horas. As condi¢gdes de cultura encontram-se descritas na

segao 3.3.1 a sequir.

3.2.2 Casuistica

Além das linhagens celulares, o presente estudo envolveu a coleta de
amostras de sangue periférico de individuos sadios, considerados aqueles sem a
presenca de doenga infecto-contagiosa ou congénita diagnosticada até o momento
da coleta ou determinada até o fim da confec¢do da tese. Também participaram do
estudo pacientes com imunodeficiéncias primarias definidas, com os respectivos
defeitos moleculares conhecidos. No caso, pacientes com Doenga Granulomatosa
Crénica (DGC) e pacientes com deficiéncia de mieloperoxidase (MPO). No quadro
abaixo caracterizamos os individuos participantes da pesquisa.
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Quadro 1 - Caracteristicas dos participantes da pesquisa

Agentes
Gene etioloégicos
Pac. Género Idade Diagnéstico afetado Mutagao isolados
p1 M 4 DGC CYBB 962T->G S. aureus,
cromossomo X C. albicans
p2 M 6 DGC CYBB 970delG S. aureus,
cromossomo X K.
pneumoniae
p3 F 12  deficiénciade  MPO Ex12- C. albicans
MPO 2A3C/R569W
p4 M 8 deficiénciade  MPO Ex12- C. albicans
MPO 2A3C/R569W

Pac.: paciente; M: masculino; F: feminino; DGC: Doenga Granulomatosa Crénica; MPO:
mieloperoxidase

Os pacientes que participaram do protocolo experimental apresentavam
condi¢cdes clinicas estaveis de saude, evitando, desse modo, qualquer piora ou
alteracdo no seu quadro. Como menores de idade, os pacientes encontravam-se
acompanhados de um dos pais ou responsavel no momento da coleta. A retirada de
sangue sO ocorreu apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE).

Todos os procedimentos nao ultrapassaram os limites descritos de risco
minimo, de acordo com a regulamentagdo da conveng¢ao de Genebra para pesquisa
com seres humanos, e do Conselho Nacional de Saude. O projeto de pesquisa, o
protocolo experimental e o TCLE contemplam os quesitos éticos e foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do ICB — USP (Parecer
862/CEP).

3.2.3 Obtengéo de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

As PBMC foram obtidas de um volume de 20 mL de sangue periférico
coletados de individuos sadios ou 10 mL coletados dos pacientes com DGC e
deficiéncia de MPO. As aliquotas de sangue foram diluidas em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, 10 mM, pH = 7,4) em uma propor¢do 1:1 e, entéo,

colocadas em camada sobre Ficoll-Hypaque (densidade = 1,077 g/mL; GE
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Healthcare, Uppsala, Suécia), seguido de separagdo sob centrifugagdo durante 20
minutos a 900 x g, a 25 °C. ApoOs essa centrifugagéo, obtivemos uma fragao rica em
leucécitos mononucleares e pobre em polimorfonucleares e eritrécitos. Apds a

obtencdo das PBMC, procedemos o protocolo para separagdo de mondcitos.

3.2.4 Isolamento de Mondcitos a partir das PBMC

Para obtencdo dos mondcitos, as PBMC foram lavadas (300 x g por 10
minutos, 25 °C) aproximadamente 4 vezes em PBS (pH 7,2), tendo o sobrenadante
adquirido uma caracteristica translucida, indicando a presencga de poucas plaquetas.
Na terceira lavagem o numero de células foi determinado em camara
hemocitométrica modelo Neubauer (Bright-line Hemocytometer, Sigma). Para essa
contagem realizou-se uma diluicdo em solugdo de azul de tripan (4%; Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha), determinando a viabilidade celular. O sedimento
resultante da Gltima centrifugacdo foi ajustado para 1 x 107 células em 400 pL de
PBS. A essas células adicionamos microesferas metalicas marcadas com anti-CD16
(Miltenyi Biotec Ltd, Church Lane, Bisley, UK) e as incubamos por 15 minutos, a 4
°C. Apos incubagdo, a suspensdo celular foi passada por coluna magnética
MACS®Cell Separator LS (Miltenyi Biotec Ltd) para obtencdo das células CD16+
marcadas com as microesferas. A pureza do isolamento dos mondcitos de sangue
periférico (PBM) foi determinada pela analise por citometria de fluxo, usando
anticorpos anti-CD14 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e anti-CD163
(eBioscience, San Diego, CA, USA). Sendo um rendimento médio acima de 97%
considerado adequado para realizagao dos experimentos.

3.3 Cultura Celular e Estimulagao das Células

3.3.1 Cultura Celular

Os mondcitos isolados do sangue periférico (PBM) e as células de linhagens
(THP-1 e U937) foram cultivadas em meio RPMI 1640 (LGC, Sao Paulo, SP, Brasil),
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB; inativado pelo calor; LGC), 2 mM
de L-glutamina (LGC), 100 U/mL de penicilina (LGC) e 100 ug/mL de estreptomicina
(LGC). As células foram mantidas durante todas as estimulagbes a 37 °C, em
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atmosfera umida, saturada em 5% de CO,, em condi¢des livre de endotoxina (<10

pg/mL). O tempo de cultivo variou de acordo com protocolo realizado.

3.3.2 Tratamentos Farmacoldgicos e outros Estimulos

Além do farmaco a ser testado, BAY 41-2272, selecionamos uma série de
ativadores de monadcitos com vias de sinalizacdo descritas e que estdo envolvidos
na resposta efetuada por essas células. Dentre esses podemos citar o acetato de
forbol miristato (PMA, do inglés, Phorbol-myristate-acetate) e lipopolissacarideo
(LPS). As doses de BAY 41-2272 para o tratamento das células, foram definidas
com base no trabalho de Borges de Oliveira-Junior et al. (2007) e em nosso trabalho
de mestrado. Os estimulos utilizados, suas respectivas concentracbes e breve
descricdo encontram-se no quadro abaixo. Os tempos dos tratamentos e/ou
estimulos usados para realizagdo de protocolo experimental especifico foram
descritos nos topicos referentes a esses procedimentos.
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Quadro 2 - Estimulos utilizados para a ativagdo das células THP-1, U937 e PBM

Concentragao
Estimulo final utilizada Descrigao Fabricante
BAY 41-2272 1ou3uM Agonista de Guanilato BAYER
Ciclase soluvel
IFN-y 100 U/mL Citocina ativadora de R&D Systems
monaocitos (Minneapolis,
MN, EUA)
TNF-a 1000 U/mL  Citocina pro-inflamatoria R&D Systems
PMA 100 nM Ativador de proteina Sigma-Aldrich
quinase C
LPS (Escherichia coli 30 ng/mL Agonista de  TLR4 Sigma-Aldrich
0111:B4) (componente da
membrana de bactérias
gram-negativas)
lonomicina 0,5 uM londforo de calcio Sigma-Aldrich
oDQ (1H- 100 uM Inibidor de Guanilato Sigma-Aldrich
[1,2,4]oxadiazolo[4,3- Ciclase soluvel
aJquinoxalin-1-one)
DT-3 1 uM Inibidor de proteina Merck
quinase G alfa
permeavel a membrana
Zymosan A propor¢gdo de Agonista de TLR2 e Sigma-Aldrich
10 particulas : Dectina-1
1 fagocito (polissacarideo obtido a
partir de parede celular
de S. cerevisiae)
S. aureus proporgdo de Bactéria gram-positiva ATCC
10 bactérias : responsavel por
1 fagocito diversos tipos de
infeccéo (p-ex.
pneumonia)
C. albicans proporgdo de Fungo dipléide causador ATCC
1leveduras :2 de infecgdes
fagécitos oportunistas (forma de
levedura)
PBS (solugdo salina 10 mM Solugéo salina Manufaturada
tamponada com tamponada (pH = 7,4)
fosfato) usada como controle
DMSO 0,7 % Diluente do farmaco Sigma-Aldrich

(dimetilsulfoxido)

usado como controle




47

3.4 Caracterizagao Imunofenotipica das Células

Avaliamos a expressdao de marcadores de superficie envolvidos com
reconhecimento e ativacdo dos mondcitos. Para cada molécula analisada, utilizamos
um anticorpo  monoclonal especifico marcado com fluorocromo, 0 que nos
possibilitou a avaliacido por citometria de fluxo. A relacdo de anticorpos utilizados

encontra-se no quadro abaixo.

Quadro 3 - Marcadores de superficie avaliados por citometria de fluxo

Proteina Descrigao Fluorescéncia Empresa

CD11b MAC-1 / Receptor 3 do PE BD Biosc."
complemento
CD18 Subunidade 3 de CR3 FITC BD Biosc.
CD14 Co-receptor juntamente com APC BD Biosc.
TLR4 para LPS
TLR4 Reconhece LPS PE eBiosc.?
TLR2 reconhece lipoproteinas e Alexa Fluor® 488 BD Biosc.
lipopeptideos de microrganismos
CD163 Receptor scavenger, reconhece Alexa Fluor® 647 eBiosc.
componentes de S. aureus
gp917"%% " Componente do sistema NADPH FITC eBiosc.

oxidase (Citocromo bssg)
" BD Biosc. — BD Biosciences: 2 eBiosc. — eBiosciences.

As células THP-1 e PBM (1 x 10°) foram tratadas ou n&o por 48 horas com
BAY 41-2272 (1 ou 3 uM), PMA (100 nM), ou IFN-y (100 U/mL) juntamente com
TNF-a (1000 U/mL). Apos esse tempo, realizamos o bloqueio dos receptores Fc
incubando as células com PBS contendo 10% de soro humano AB (LGC) e 2% de
SFB (LGC) durante 10 minutos para evitar fluorescéncia inespecifica. As
suspensdes celulares (100 L, 1 x 10° células) foram entdo transferidas para tubos
de poliestireno de 5 mL com fundo arredondado (tubos de citometria). A cada tubo
foram adicionados o conjunto de anticorpos em concentragdes especificas (de forma
a nao usar anticorpos com fluorocromos iguais ou com comprimentos de emissao
semelhantes), sendo incubadas por 30 minutos, a 4 °C, em ambiente escuro. Apds a
incubacgédo, as células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 2% de SFB
(900 x g por 5 minutos, a 4 °C), recolhidas em tubos de citometria, fixadas em
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solugdo de paraformaldeido (1% em PBS) e analisadas em citbmetro de fluxo
FACSCanto® II (BD Biosciences).

A regido das células a serem analisadas foi determinada em escala linear
usando os parametros de foward (FSC) versus side scatter (SSC), indicativos de
tamanho e complexidade celular, respectivamente. Apds a selecédo das células, fez-
se a aquisicdo de 20000 eventos em cada amostra para avaliagdo dos marcadores
(escala logaritimica). A compensagao entre os canais de fluorescéncias foi realizada
para aperfeigcoar a aquisicdo dos dados. Para a analise utilizou-se o software FlowJo
(Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). Finalmente, os histogramas para os marcadores
foram feitos a partir dos eventos adquiridos. Os dados encontram-se apresentados
em mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF).

3.5 Producgao de Citocinas

Para esta avaliagdo utilizamos os sobrenadantes das culturas das células
THP-1 e mondcitos tratados ou ndo com BAY 41-2272 (1 ou 3 uM), PMA (100 nM),
ou IFN-y (100 U/mL) juntamente com TNF-a (1000 U/mL). Vale ressaltar que, para
dosagem de TNF-a o tratamento conjunto IFN-y mais TNF-a n&o foi realizado, sendo
feito apenas estimulo com IFN-y. O tempo de tratamento foi de 24 horas para
dosagem de TNF-a, IL-1B e IL-6, e de 48 horas para dosagem de IL-12p70. A
dosagem foi realizada pelo método ELISA (do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), utilizando-se kits BD OptEIA™ (BD Biosciences).

Resumidamente, as placas para ELISA (high-biding de 96 pogos; BD
Biosciences) foram revestidas adicionando-se 100 yL de anticorpos monoclonais de
captura de antigenos para as citocinas citadas acima, em concentragdes
especificas, e incubadas por 18 horas a 4 °C. As placas foram entdo lavadas com
PBS mais Tween® 20 (0,05%; Promega, Madison, WI, EUA) e bloqueadas por duas
horas com 200 yL de solugdo de albumina bovina (BSA, 1 %; Sigma-Aldrich) e
sacarose (5%; Synth, Diadema, SP., Brasil) em PBS. Apos este periodo, as placas
foram lavadas novamente, e 50 uL dos sobrenadantes de cultura ou da curva padrao
de citocinas recombinantes, em duplicata, foram colocados para incubag&o por mais
duas horas a 22 °C. Apds nova lavagem, foram adicionados 100 pyL de anticorpo
policlonal secundario biotinilado (liga-se as citocinas) e incubados durante duas

horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas novamente e incubadas
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com peroxidase (Horseradish Peroxidase; Sigma-Aldrich) conjugada a avidina (1,25
ng/mL em PBS + BSA 1 %; Genzyme Diagnostics), por 20 minutos, a 37°C. Apos 3
lavagens com PBS, foram adicionados 100 pL de reagente tetrametilbenzidina
(TMB®; Sigma-Aldrich) para revelar a reagdo. Apos 30 minutos a reagdo foi
interrompida com acido sulfurico (30 %) e a absorbancia lida em comprimento de
onda de 450 nm em leitor de microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

A concentragdo das amostras foi estimada através da comparagdo com a
curva padrao feita com as respectivas citocinas recombinantes humanas, utilizadas
numa diluigdo seriada a partir de 2.000 até 15,62 pg/mL. Especificamente para IL-6
a curva padrao foi feita em uma diluicdo de 20 a 0,5 ng/mL. Os resultados da
absorbancia foram analisados por regressdo linear no programa Prism 4.0
(GraphPad Softawer Inc., La Jolla, CA, EUA). As concentragbes de citocinas das

amostras encontram-se representadas em pg/mL.
3.6 Avaliagao do Sistema NADPH Oxidase
3.6.1 Expressdo Génica de CYBA,CYBB, NCF1 e NCF2

Para avaliagdo da expressao génica dos componentes do sistema NADPH
oxidase, os PBM, células THP-1 e células U937 (5 x 10° células) foram submetidos
aos tratamentos com BAY 41-2272 (1 ou 3 uM) ou IFN-y (100 U/mL) por 48 horas.
Para as células U937 foram avaliadas somente as expressdes de NCF2 e CYBB,
sendo que este ultimo nao foi avaliado para as células THP-1 e PBM.

O RNA total das células tratadas foi obtido pelo método de Trizol®reagent
(Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) e depois submetido a transcricdo
reversa usando kit Super Script Il RT e OligoDT primers (Life Technologies)
(Quadro 3). A quantificagao relativa dos genes em questao (primesrs na Quadro 4)
foi realizada por PCR (do inglés polymerase chain reaction) em tempo real, usando
SYBR Green PCR Reagents (Apllied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e efetuada
em termociclador ABI 5700 (Applied Biosystems) como descrito previamente
(Borges de Oliveira-Junior et al., 2007; Quadro 5). A expressdo dos componentes da
NADPH oxidase foi normalizada pela da B-actina, calculando-se a razao dos niveis
de expressao dos genes alvos (sistema NADPH oxidase) pela expressdo do gene
constitutivo (B-actina).
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Quadro 4 - Reagentes e condi¢gdes usados para reagao de transcrigao reversa

12 Etapa 22 Etapa
2 UL RNA total (2 pg) 1,2 uL MgCl,' (1,2 mM)
0,5 uL OligoDT" (1,25 uM) 2,0 uL Buffer' (1 X)
1,6 uL dNTP' (0,8 pM) 1,0 uL DTT" (5 mM)
5,9 H,O DEPC 0,5 uL Inibidor de RNAse' (10 U/uL)

5,0 yL H,O DEPC
0,3 uL MultiScribe Transcriptase’ (15 U)

Ciclo Ciclos

65 °C/15' (1 ciclo) 42 °C/50' (1 ciclo) — 75 °C/15' (1 ciclo) — 4 °C/e
' Life Technologies

Quadro 5 - Relacéo de primers' utilizados

Gene / Proteina Primer foward Primer reverse

CYBA / p22PH°%  5.atgtgg gcc aac gaa c’ag-  5'-gta ctc cag cag gca cac aa-
3 3

NCF1 | p47FHox 5'-cct ctt tcc agt gca ttt aag ~ 5'-gat gtg acg gat gaa gtt gtc-

g-3 3

NCF2 / p677H%% 5’-cgg aca aga agg actgga  5'-gga agt aag cca ctg cca ag-
ag -3’ K

ACTB/ p-actina 5’-tca ccg agc gcg gct-3° 5’-taa tgt cac gca cga ttt ccc-3’

Life Technologies

Quadro 6 - Reagentes e ciclos utilizados para reagdo de PCR em tempo real

Corrida de amplificagao Curva de dissociacao
5 uL SYBR Green Master Mix
3 uL (2 pg) de cDNA NA

2 uL par de primers’ (5 pmol/uL cada)

Ciclos Ciclos

50 °C/2’ (1 ciclo) — 95 °C/10°(1 ciclo) 95 °C/15” - 60 °C/1’ — 95 °C/15”
— 95 °C/15” — 60 °C/1’ (40 ciclos)
! Life Technologies; NA: ndo se aplica
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3.6.2 Avaliagdo da Expressdo Protéica de p2277%X pa77HoX p67™"% por Western
blot

Apos tratamento com BAY 41-2272 (1 ou 3 uyM) ou IFN-y (100 U/mL) por 48
horas, as células THP-1 e PBM (1 x 10" células) foram transferidas para tubos
cbnicos de 15 mL e centrifugadas a 300 x g por 8 minutos, a 4 °C. O precipitado foi
ressuspendido em tampao SDS (62,5 mM Tris-HCL pH= 6,8, 2% SDS, 10% TDT, 50
mM glicerol e 0,1% azul de bromofenol — 20 yL para cada 1 x 10° células). Em
seguida, as amostras foram aquecidas a 95 °C por 10 minutos.

Para realizacdo do Western blot propriamente, foram utilizados 20 yL do
extrato celular total (equivalente a 1 x 10° células). Ferveu-se o extrato por 5 minutos
para desnaturar as proteinas, sendo as amostras submetidos a eletroforese em gel
de tris-poliacrilamida separador a 12 % sobreposto a gel concentrador a 4% (90 volts
por 2 horas). Apds a corrida, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (45 volts por 90 minutos). Os blots foram ent&do lavados com TBS (do
inglés, Tris buffered saline) por 5 minutos a 22 °C. Em seguida, foram bloqueados
por uma hora com TBS mais Tween® 20 (0,1 %; Promega) (TBS/T) acrescido de 5
% de leite em p6 a 22 °C, sendo posteriormente lavados trés vezes com TBS/T.
ApOs essa lavagem, os blots foram incubados por 18 horas a 4°C com anticorpos
primarios especificos para as proteinas estudadas (Quadro 7) na diluigdo adequada
(TBS/T + 5% de leite em pd). Apds a incubacédo, os blots foram lavados trés vezes
com TBS/T (5 minutos por lavagem), e incubados por uma hora a temperatura
ambiente com um anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP, horseradish
peroxidase; Life Technologies). Apos a incubagao, os blots foram lavados trés vezes
com TBS/T, sendo revelados usando kit Phototope-HRP de detecgao de Western
blot (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA). As bandas foram visualizadas
expondo a membrana a um filme de raio X (BioMax MR, Eastman Kodak Company)
de 15 segundos a 15 minutos.
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Quadro 7 - Componentes do sistema NADPH oxidase avaliados por Western Blot

Proteina Anticorpo Diluigao Empresa

p22PHoX goat anti-p22779X 1:150  Santa Cruz’
p477HoX goat anti-p47779X 1:150  Santa Cruz
p677HoX goat anti-p6777%X 1:500  Santa Cruz
B-actina mouse anti-B-actina 1:250 Santa Cruz

' Santa Cruz: Santa Cruz Biotchnologies

Para a quantificagdo, retiramos os anticorpos dos blots através de uma
lavagem em agua por 5 minutos a 22 °C. Em seguida, incubamos por 5 minutos com
hidroxido de sédio (0,2 M; NaOH) e lavamos duas vezes em agua por 5 minutos, a
22 °C. Os blots foram entdo bloqueados com TBS/T acrescido de 5% de leite em po,
lavados trés vezes em TBS/T, e incubados por duas horas a 22 °C com um
anticorpo anti-B-actina. Em seguida, os blots foram lavados trés vezes com TBS/T
por 5 minutos, e incubados por uma hora (22 °C) com anticorpo conjugado com HRP
(do inglés horseradish peroxidase), e revelados como descrito acima. Apos
revelacéo, a analise densitométrica foi realizada utilizando o software ImageMaster
VDS (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). Os niveis de proteina total foram

normalizados em relagcdo ao nivel da proteina (-actina para cada amostra.
3.6.3 Liberacéo de Espécies Reativas de Oxigénio

A avaliagdo da producao e liberagdo de reativos de oxigénio foi feita com os
mondcitos de sangue e células U937. Para isso, os PBM dos pacientes e controles
(1 x 10° células) foram tratados por 48 horas com BAY 41-2272 (1 ou 3 uM) ou IFN-y
(100 U/mL). Ap6s o tratamento, as células foram estimuladas com PMA (30 nM), S.
aureus (10 bactérias : 1 fagocito) ou C. albicans (1 levedura : 2 fagdcitos) na
presenca de lucigenina (1 mM; Sigma-Aldrich) ou luminol (1 mM; Sigma-Aldrich)
para avaliagdo da producdo de anion superdxido e perdxido de hidrogénio,

respectivamente.
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As células U937, por sua vez, passaram por dois protocolos diferentes. No
primeiro, de forma “crénica”, as U937 foram tratadas por 48 horas com BAY 41-2272
(1 ou 3 pM), sendo posteriormente estimuladas com PMA (30 nM) ou LPS (30
ng/mL), na presencga de lucigenina (1 mM). No segundo protocolo, de forma “aguda”,
as células foram estimuladas diretamente por duas horas com BAY 41-2272 (1 ou 3
pMM), ou PMA (30 nM) ou LPS (30 ng/mL), na presenga de lucigenina (1 mM).

Uma vez realizados os protocolos de tratamento, a producdo de espécies
reativas de oxigénio foi mensurada por medida de quimioluminescéncia, como
descrito previamente (Rebecchi et al., 2000). A reagao foi monitorada durante duas
horas usando um lumindmetro de microplacas (EG&G Berthold LB96V, Bad Wilbad,
Alemanha) e os resultados foram apresentados como unidades relativas de luz
(URL). Os niveis mais altos de URL foram utilizados para calcular a média da
maxima producéo de reativos de oxigénio, no periodo de tempo estudado.

3.7 Avaliagao da via do NF-kB
3.7.1 Degradagéo do IkBa e Fosforilagédo do NF-kB (p65)

Para uso da citometria de fluxo na identificacdo de fatores de transcricao,
adaptamos o protocolo feito por Stjernberg-Salmela e colaboradores (2009),
excluindo a etapa de lise de hemacias, uma vez que fizemos o isolamento dos PBM
(3.2.3) e usamos células de linhagem THP-1. Nestas células procedemos o
tratamento, fixagcdo e permeabilizagdo, sendo as THP-1 e PBM (1 x 10° em 100 ML)
reservadas em tubo cénico de 15 mL a 37 °C.

As células foram tratadas ou ndo com BAY 41-2272 (1 ou 3 pM) ou TNF-a
(1000 U/mL) ou PMA (30 nM) juntamente com ionomicina (0,5 uM), e os tubos foram
incubados a 37 °C por 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. Apds a incubagao, as células
foram fixadas em solugcéo de paraformaldeido (4 % em PBS por 10 minutos a 22 °C;
Sigma-Aldrich), seguida de duas lavagens com PBS (200 x g por 7 minutos). Para
permeabilizagdo, o precipitado foi ressuspendido em solugdo de Triton X-100 (0,5%
em PBS por um minuto a 22 °C; Sigma-Aldrich), seguido de duas lavagens em PBS
(200 x g por 7 minutos a 22 °C). Apdés a permeabilizagcdo, as células foram
ressuspendidas em 100 pL de PBS (0,1% de Triton X-100) e adicionamos os
anticorpos primarios para marcacgéo de IkBa ou pNF-kB (p-p65) (30 minutos a 22 °C,
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em ambiente escuro; Quadro abaixo). Apdés a marcacgéo primaria, as células foram
lavadas e ressuspendidas como na etapa pds permeabilizagdo e incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com fluorescéncia (30 minutos a 22 °C, em
ambiente escuro; Quadro abaixo). Por fim, as células foram lavadas duas vezes em
PBS (200 x g por 7 minutos) e ressuspendidas em solugdo de paraformaldeido 1 %

em PBS para analise por citometria de fluxo.

Quadro 8 - Anticorpos utilizados para avaliacdo da via NF-kB

Proteina Anticorpo Diluicao Empresa
CD14 mouse anti-CD14 FITC 1:50 BD Biosc."
IkBa rabbit anti-lkBa (C-15) 1:200 Santa Cruz.?
pNF-kB (p65) rabbit anti-p65 (K10-895.12.50) 1:150 BD Biosc.
(pS529)
IgG goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor® 647 1:150 Santa Cruz.

' BD Biosc.: BD Biosciences; ? Santa Cruz: Santa Cruz Biotechnology.

Antes das etapas de fixacdo e permeabilizagdo, as células foram marcadas
com anticorpo monoclonal CD14 (15 minutos a 4 °C). A aquisicdo e analise dos
dados foram feitas em citobmetro FACSCanto Il e FACS Diva software (BD
Biosciences), respectivamente. Além dos parametros de tamanho e complexidade,
fizemos a marcagdo com anticorpo anti-CD14 para garantir a identificagdo mais
fidedigna dos mondcitos. Foram adquiridos 20000 eventos, como descrito
previamente (segado 3.4). Finalmente, os histogramas para IkBa ou pNF-kB foram
feitos e os dados encontram-se apresentados em mediana da intensidade de

fluorescéncia (MIF).

3.7.2 Avaliagéo de Células Knockdown para NF-kB

Como descrito anteriormente, utilizamos células U937 transfectadas com um
vetor contendo um IkBa mutante, que impede seu desligamento do NF-kB,
inativando essa via. O modelo nos permitiu avaliar a participagdo e necessidade
desse fator de transcricdo na resposta ao tratamento com o BAY 41-2272 em
relagdo ao sistema NADPH oxidase. Para tanto foram avaliadas, durante e/ou apos

tratamento com o farmaco em questao, a produgao de anion superoxido e expressao
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dos genes CYBB e NCF2 (dependentes de NF-kB). Os protocolos de tratamento e
avaliacdo dessas respostas encontram-se descritos nas se¢des anteriores 3.3.2,
3.6.1¢e 3.6.3.

3.8 Avaliagao da Resposta a Patégenos
3.8.1 Fagocitose de Zymosan, S. aureus e C. albicans

A avaliagdo da fungado fagocitica foi realizada somente com mondcitos de
pacientes e controles sadios. A fagocitose foi analisada por citometria de fluxo de
acordo com o método descrito por Hasui et al. (1989). Para tanto os PBM (100 pL,
0,5-1 x 10° células), tratados ou ndo com BAY 41-2272 (1 ou 3 puM) ou IFN-y (100
U/mL) por 48 horas, foram incubados por uma hora a 37 °C com particulas de
zymosan (10 particulas : 1 fagdcito; Sigma-Aldrich), ou S. aureus (10 bactérias : 1
fagécito), ou C. albicans (1 levedura : 2 fagocitos) marcados com FITC (isotiocianato
de fluoresceina, 5 pg/mL; Sigma-Aldrich). Os patégenos marcados foram inativados
pelo calor (1 hora a 100 °C). Em seguida as culturas foram lavadas com 500 pL de
PBS para eliminar as bactérias, leveduras ou particulas nao internalizadas,
centrifugando os tubos a 600 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em 400 pL de PBS. Por fim a fluorescéncia das
particulas/fungos/leveduras nao internalizados foi bloqueada pela adi¢do de azul de
tripan (0,04%). Apds o bloqueio a atividade fagocitica foi analisada em citémetro de
fluxo FACSCanto® Il (BD Biosciences). A aquisicdo e analise foram feitas como
descrito anteriormente na se¢ao 3.4. A partir dessa analise obtivemos os dados de
porcentagem da populagdo celular com atividade fagocitica e a quantidade de
particulas fagocitadas (sugerida pela mediana da intensidade de fluorescéncia, MIF).

3.8.2 Atividade Microbicida contra S. aureus e C. albicans

Para avaliar a atividade microbicida, usamos um microensaio de oxidacdo de
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma-Aldrich)
pelas bactérias ou fungos recuperados da co-cultura com os mondécitos. Assim como
para atividade fagocitica, o potencial microbicida foi avaliado somente com
mondcitos de pacientes e individuos sadios. Para tanto, os PBM (1 x 10° células)
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foram tratados ou ndo com BAY 41-2272 (1 ou 3 uM) ou IFN-y (100 U/mL), por 48
horas. Apds as preparagdes das células, 2,5 x 10° destas foram suspensas em 200
ML de meio RPMI 1640 sem suplementagdo (sem vermelho de fenol; LGC), e
distribuidas em placas de cultura de 96 pog¢os. Em seguida, foram adicionados S.
aureus (10 bactérias : 1 fagdcito) ou C. albicans (1 levedura : 2 fagocitos). Essa co-
cultura foi incubada por duas horas a 37 °C. Apds a incubagdo a placa foi
centrifugada (900 x g, 8 minutos, 25 °C) e o sobrenadante recolhido e armazenado a
-80 °C para posterior dosagem de citocinas. O pellet de células foi lavado duas
vezes com PBS (900 x g, 8 minutos, 25 °C) para retirada dos patdégenos né&o
fagocitados. Apos as lavagens, adicionamos Triton X-100 (1,5%) por 10 minutos a
22 °C, para lise dos fagocitos e liberagdo dos patdogenos englobados. A placa foi
lavada mais duas vezes com PBS (900 x g, 8 minutos, 22 °C) para retirada do Triton
X-100. Adicionamos entdo 100 yL de MTT (0,5 mg/mL em PBS), incubando os
patogenos recuperados por mais duas horas a 22 °C e protegido da luz. Apds essa
incubacgao, adicionamos 100 yL de DMSO para liberagédo do precipitado de formazan
(MTT reduzido) para o sobrenadante e incubamos por mais 30 minutos para sua
total solubilizagdo. Apds esse tempo, as placas foram centrifugadas (300 x g, 3
minutos) e os sobrenadantes coletados e transferidos para outra placa. A
absorbancia foi determinada a um comprimento de onda de 570 nm em leitor de
microplacas (Dynatech Laboratories Inc.). A conversdo de absorbancia para
porcentagem de morte foi feita pela férmula:

(DO da amostra) - (DO 90% killing)

1- x 100
(DO 10% killing) - (DO 90% killing)

onde DO corresponde a densidade Optica (absorbancia) adquirida. Esse calculo
baseia-se em uma curva de 100 a 10% das concentragdes de patdgenos incubadas
com os PBM.

3.9 Analise Estatistica

ApOs a obtencdo dos dados brutos (dados numéricos dos parédmetros
analisados), procedemos a analise de distribuicdo destes por teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. Para os dados com distribuicdo n&do Gaussiana, aplicamos o
teste ndo paramétrico de Mann Whitney seguido do teste de Tukey. No caso dos
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dados com distribuigdo Gaussiana, aplicamos analise de variancia (ANOVA) seguida
do teste de Bonferroni. Para as analises envolvendo pacientes usamos teste de
Fisher, alternativa ao teste qui-quadrado para amostras com n menor que 20. O
nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, a probabilidade de p<0,05 capaz
de revelar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre os dados
dos diferentes grupos (da Silva, 2003). Todas as analises foram realizadas no
programa Prism for Mac 4.0 (GraphPad Softawer Inc.).
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4.1 Pré-tratamento com BAY 41-2272 altera o Perfil Imunofenotiptico de Células
THP-1 e Monécitos de Sangue (PBM)

Como forma de evidenciar o papel do BAY 41-2272 na diferenciacéo e pré-
ativacdo dos fagodcitos mononucleares, analisamos a expressao de importantes
marcadores — moléculas de superficie celular — envolvidos com a reposta eficaz
dessas células. Ainda, os niveis desses marcadores sdo indicativos do grau de
diferenciagao no qual as células se encontravam apds o estimulo.

O estimulo in vitro com BAY 41-2272, em 48 horas de cultura, foi associado
com alteragdes do fenotipo das células THP-1 e mondcitos de sangue (PBM), como
caracterizado por citometria de fluxo (Figuras 6 e 7). Essas alteragdes, de forma
geral, mostraram ser dose-dependentes, tendo as concentragbes de 1 e 3 pM sido
mais efetivas.

Em mondcitos de sangue periférico o tratamento com BAY 41-2272 aumentou
significativamente, em resposta a pelo menos uma das doses testadas, a expressao
de CD11b, CD18, CD14, TLR4, TLR2 e CD163 (Figura 6). Nas células THP-1, o
tratamento com BAY 41-2272 aumentou a expressédo de CD18, TLR4, TLR2 e
CD163 (Figura 7 B,E-F), ndo alterando significativamente a expressdo de CD11b e
CD14 (Figura7 Ae C).



60

Figura 6 - BAY 41-2272 induz a expressao de CD11b, CD18, CD14, TLR4, TL2 e
CD163 em mondcitos de sangue periférico
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Os PBM (1 x 10°) foram tratados por 48 horas com PMA (100 nM), IFN-y (100 U/mL)
associado a TNF-a (1000 U/mL) (IFN/TNF) ou BAY 41-2272 (0,3, 1, 3 e 10 uM). Apds
tratamento, as células foram marcadas para avaliacdo da expressdo de CD11b (A), CD18
(B), CD14 (C), TLR4 (D), TLR2 (E) e CD163 (F) por citometria de fluxo. Os resultados
expressam a média da intensidade de fluorescéncia (MIF) = s.e.m, (n = 12 individuos, em
triplicata). * para ANOVA, p < 0,05 em relagédo ao controle ndo estimulado (NE).
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Figura 7 - BAY 41-2272 induz a expresséo de CD18, TLR4, TL2 e CD163 em

células THP-1
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As células THP-1 (1 x 10°) foram tratadas por 48 horas com PMA (100 nM), IFN-y (100
U/mL) associado a TNF-a (1000 U/mL) (IFN/TNF) ou BAY 41-2272 (0,3, 1, 3 e 10 pM). Apds
tratamento, as células foram marcadas para avaliacdo da expressdo de CD11b (A), CD18
(B), CD14 (C), TLR4 (D), TLR2 (E) e CD163 (F) por citometria de fluxo. Os resultados
expressam a média da intensidade de fluorescéncia (MIF) £ s.e.m, (n = 5 experimentos, em
triplicata). * para ANOVA, p < 0,05 em relagédo ao controle ndo estimulado (NE).

4.2 Pré-tratamento com BAY 41-2272 Induz um Perfil Pré-inflamatoério nas
Células THP-1 e Monécitos de Sangue (PBM)

A deteccado das citocinas produzidas pelas células do sistema imune é um

importante indicador do tipo e grau da resposta induzida por estimulos especificos.
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O tratamento com BAY 41-2272, por 24 ou 48 horas, induziu de forma significativa a
producao de citocinas pro-inflamatérias, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12p70 por PBM e
células THP-1 (Figuras 8 e 9).

Figura 8 - BAY 41-2272 induz a produgao de citocinas pro-inflamatérias por PBM
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Os PBM (1 x 10°) foram tratados por 24 ou 48 horas com LPS (30 ng/mL), IFN-y (100 U/mL)
associado ou ndo a TNF-a (1000 U/mL) (IFN/TNF) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 yM). Apods
tratamento, o sobrenadante de cultura foi coletado para dosagem de TNF-a (A, 24 horas),
IL-1B8 (B, 24 horas), IL-6 (C, 24 horas) e IL-12p70 (D, 48 horas) por ELISA. Os resultados
expressam a média = s.e.m da concentragéo de citocinas (pg/mL) da cultura de PBM (n = 12
individuos, em ftriplicata). * para ANOVA, p < 0,05 em relagdo ao controle ndo estimulado

(NE).



63

Figura 9 - BAY 41-2272 induz a produgéo de citocinas pro-inflamatorias por células
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As células THP-1 (1 x 10°) foram tratadas por 24 ou 48 horas com LPS (30 ng/mL), IFN-y
(100 U/mL) associado ou ndo a TNF-a (1000 U/mL) (IFN/TNF) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 uM).
Apos tratamento, o sobrenadante de cultura foi coletado para dosagem de TNF-a (A, 24
horas), IL-1B8 (B, 24 horas), IL-6 (C, 24 horas) e IL-12p70 (D, 48 horas) por ELISA. Os
resultados expressam a média £ s.e.m da concentragédo de citocinas (pg/mL) da cultura de
THP-1 (n = 5 experimentos, em ftriplicata). * para ANOVA, p < 0,05 em relagdo ao controle
néo estimulado (NE).

4.3 Ativagao do Sistema NADPH Oxidase pelo Tratamento com BAY 41-2272

Um dos mecanismos de resposta mais eficientes dos fagocitos, no contexto
do controle de infecgbes, € a ativagado do sistema NADPH oxidase. Uma vez que ja
mostramos o aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio induzido pelo
BAY 41-2272, em nosso mestrado, nos propusemos avaliar a expressédo génica e
protéica dos componentes desse sistema, importantes indicadores da atividade dos

fagocitos mononucleares.
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Os PBM e células THP-1 (5 x 10°) foram tratadas por 48 horas com IFN-y (100 U/mL) ou
BAY 41-2272 (1 ou 3 uM). Apds tratamento, as células foram lisadas para obtengdo do RNA
mensageiro e avaliagdo da expressédo de CYBA (A, B), NCF2 (C, D) e NCF1 (E, F) por PCR
em tempo real. Os resultados representam a média + s.e.m da expresséao relativa (n = 9
individuos, em triplicata para PBM; n = 5 experimentos, em ftriplicata para THP-1). * para
ANOVA, p < 0,05 em relacéo ao controle nao estimulado (NE).



4.3.1 Inducao da Expressdo Génica de CYBA e NCF2 pelo BAY 41-2272

Apo6s o tratamento com BAY 41-2272, por 48 horas, tendo o IFN-y como
controle, observamos um aumento significativo na expressao dos genes CYBA e

NCF2 nos mondcitos e células THP-1 (Figuras 10). O gene NCF1, codificador da
7PHOX

proteina p4

utilizadas em nenhum dos modelos celulares.

Figura 10 - BAY 41-2272 aumenta a expressao do gene CYBA e NCF2, mas nao

NCF1 em células THP-1 e PBM
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7PHOX 1PH (0).4

4.3.2 Aumento da Expresséo Protéica de p6 e gp9

A expresséo génica dos componentes da NADPH oxidase demonstra que a
via de sinalizag&o induzida pelo BAY 41-2272 culmina com a ativagao de fatores de
transcricdo importantes para esses genes. No entanto, biologicamente, o aumento
da expressdo génica por si s6 ndo indica um maior aporte das proteinas no
citoplasma e/ou membrana das células. Portanto, apds o tratamento com BAY 41-
2272, avaliamos também a expressao protéica dos componentes da NADPH

oxidase. Pudemos constatar que o farmaco aumentou a expressdo da p6777X

(Figura 11) e gp9177%¥

(Figura 12) em mondcitos e células THP-1 tratadas por 48
horas. Vale ressaltar que o tratamento ndo foi eficiente em aumentar a expressao

protéica da p2277%* mesmo tendo aumentado a expressdo de seu gene (CYBA).
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Os PBM (B) e células THP-1 (C) (1 x 107) foram tratadas por 48 horas com IFN-y (100 U/mL)
ou BAY 41-2272 (1 ou 3 yM). Apos tratamento, as células foram lisadas para obtengéo do
extrato total citoplasmatico e avaliagdo da expressdo de p2277%X p477"%% e p677"%X por
Western blot. A analise foi feita por desintometria das bandas (A) e geracdo de dados de
intensidade de pixels. Os resultados representam a média * s.e.m da expressao relativa (n =
9 individuos, em triplicata para PBM; n = 5 experimentos, em ftriplicata para THP-1). * para
ANOVA, p < 0,05 em relacéo ao controle nao estimulado (NE).
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Figura 11 - BAY 41-2272 aumenta a expressdo protéica de p67”"°%, mas ndo de
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Figura 12 - BAY 41-2272 aumenta a expresséo protéica de gp91779¥
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Os PBM (A) e células THP-1 (B) (1 x 10°) foram tratadas por 48 horas com IFN-y (100 U/mL)
ou BAY 41-2272 (1 ou 3 pM). Apéds tratamento, as células foram marcadas para avaliacao
da expressdo de gp917™"%* por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média da
intensidade de fluorescéncia (MIF) + s.e.m, (n = 5 experimentos, em ftriplicata). * para
ANOVA, p < 0,05 em relacéo ao controle nao estimulado (NE).

4.4 Ativagao da via do NF-kB pelo Tratamento com BAY 41-2272

O tratamento com o BAY 41-2272 acentuou a produgdo de citocinas
importantes para modulagdo dos mondécitos, como IL-1B3, IL-6 e TNF-a, assim como
a expressado dos genes CYBB e NCF2. Esses componentes tem em comum a
dependéncia, mesmo que ndo exclusiva, do acionamento do fator de transcricdo NF-

kKB. Desse modo, avaliamos se o0 BAY 41-2272 ativa essa via importante.

4.4.1 Pré-tratamento com BAY 41-2272 Promove a Degradacdo de IkBa e
Fosforilagdo de NF-kB de Forma Dependente de PKG

Para essa avaliagdo, os mondcitos de sangue e células THP-1 foram
estimulados com BAY 41-2272 por tempos distintos (5, 15, 30, 60 e 120 minutos) e
tiveram a degradacéo de IkBa e fosforilagdo de NF-kB avaliadas por citometria de
fluxo. O tratamento com BAY 41-2272 induziu a degradagéo de IkBa (Figura 13) e
fosforilagdo de NF-kB (Figura 14) de forma significativa. Ainda, mostramos — com
uso de inibidores quimicos — que essa ativagcdo do NF-kB pelo BAY 41-2272
depende da Guanilato Ciclase soluvel e da proteina quinase G, principal quinase da

sua cascata de sinalizacgéo.
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Os PBM (B) e células THP-1 (C) (1 x 10°) foram tratados por 5, 15, 30, 60 e 120 minutos
com TNF-a (1000 U/mL) ou PMA (30 nM) associado a ionomicina (0,5 uM) ou BAY 41-2272
(1 ou 3 pM). Apods tratamento, as células foram permeabilizadas e marcadas para avaliagdo
da expressao de IkBa por citometria de fluxo (A). Para melhor analise foi feito um indice
usando a MIF da expressao inicial da proteina e de sua maxima degradagdo, para cada
tratamento. Os resultados expressam a porcentagem de degradacéo do IkBa + s.e.m, (n=7
individuos, em triplicata para PBM; n = 5 experimentos, em ftriplicata para THP-1). * para
ANOVA, p < 0,05 em relagao ao controle ndo estimulado (NE); # para ANOVA, p < 0,05 em
relacdo ao mesmo grupo nao tratado com os inibidores. ODQ: inibidor de Guanilato Ciclase
soluvel; DT-3: inibidor de PKG.
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Figura 13 - Tratamento com BAY 41-2272 induz a degradagdo de IkBa em
mondacitos e células THP-1
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Os PBM (B) e células THP-1 (C) (1 x 10°) foram tratados por 5, 15, 30, 60 e 120 minutos
com TNF-a (1000 U/mL) ou PMA (30 nM) associado a ionomicina (0,5 uM) ou BAY 41-2272
(1 ou 3 pM). Apods tratamento, as células foram permeabilizadas e marcadas para avaliagéo
da expressdo de NF-kB (p65) fosforilado (pS529) por citometria de fluxo (A). Os
resultados expressam média da intensidade de fluorescéncia (MIF) £+ s.em, (n = 7
individuos, em triplicata para PBM; n = 5 experimentos, em ftriplicata para THP-1). * para
ANOVA, p < 0,05 em relagao ao controle ndo estimulado (NE); # para ANOVA, p < 0,05 em
relacdo ao mesmo grupo nao tratado com os inibidores. ODQ: inibidor de Guanilato Ciclase
soluvel; DT-3: inibidor de PKG.
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Figura 14 - Tratamento com BAY 41-2272 induz a fosforilagdo de NF-kB em
monacitos e células THP-1
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4.4.2 Pré-tratamento com BAY 41-2272 Induz a Ativagdo do Sistema NADPH
Oxidase de Forma Dependente de NF-kB

Uma vez que verificamos a inducdo da via do NF-kB pelo BAY 41-2271,
avaliamos o efeito do farmaco sobre a produgcdo de anion superdxido (O2) e
expressao dos genes CYBB e NCF2 em células pro-monociticas U937 knockdown
(U937%3%%%%) para o fator de transcricdo em questdo. As células U93753%3%
responderam ao tratamento com o BAY 41-2272 por duas horas (Figura 15 B),
produzindo significativamente mais O2™ que o controle ndo estimulado. No entanto, o
tratamento por 48 horas com o farmaco n&o induziu a expressdo de CYBB e NCF2
(Figura 16), ou mesmo a pré-ativagao em relacdo a produgcédo de Oy nas células

U937537% (Figura 15).
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Figura 15 - BAY 41-2272 ativa NF-kB, pré-estimulando o sistema NADPH oxidase
em células U937
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As células U937 selvagens (WT), transfectadas com IkBa mutante (S32/36A) ou com vetor
vazio (mock) (2 x 10°) foram tratadas por duas horas com PMA (30 nM), LPS (30 ng/mL) ou
BAY 41-2272 (1 ou 3 uM). As células também foram pré-estimuladas com BAY 41-2272 (1
ou 3 puM) por 48 horas, sendo posteriormente ativadas com PMA (30 nM) ou LPS (30
ng/mL). Apds os tratamentos, as células foram incubadas com lucigenina (1 mM) para
avaliagdo da producdo de &nion superéxido (O;) por quimioluminescéncia. Os resultados
expressam unidade relativa de luz (URL) média + s.e.m, (n = 5 experimentos, em ftriplicata).
* para ANOVA, p < 0,05 em relagdo ao controle ndo estimulado (NE); # para ANOVA, p <
0,05 em relagdo ao mesmo grupo sem preé-tratamento com BAY 41-2272.
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Figura 16 - BAY 41-2272 induz a express&o de CYBB e NCF2 via NF-kB
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As células U937 selvagens (WT), transfectadas com IkBa mutante (S32/36A) ou com vetor
vazio (mock) (1 x 107) foram tratadas por 48 horas com IFN-y (100 U/mL) ou BAY 41-2272
(1 ou 3 yM). Apds tratamento, as células foram lisadas para obtengdo do RNA mensageiro e
avaliagdo da expressao de CYBB (A) e NCF2 (B) por PCR em tempo real. Os resultados
representam a média + s.e.m da expressao relativa (n = 5 experimentos, em ftriplicata). *
para ANOVA, p < 0,05 em relagéo a expressao basal (linha tracejada).

4.5 BAY 41-2272 Acentua a Resposta Microbicida de Mondcitos de Pacientes
com Doenga Granulomatosa Crénica (DGC) e Deficiéncia de

Mieloperoxidase (MPO)

Uma vez que confirmamos a agao do BAY 41-2272 sobre os fagdécitos
mononucleares, gerando significativa diferenciacdo dessas células e potencializando
suas respostas efetoras, testamos os efeitos do farmaco sobre monodcitos de
pacientes com imunodeficiéncias primarias — DGC e deficiéncia de MPO.



77

Primeiramente avaliamos a atividade fagocitica dos mondcitos desses
pacientes tratadas ou ndo com BAY 41-2272 por 48 horas. Nenhum dos pacientes
mostrou, espontaneamente, deficiéncia na fagocitose e o tratamento com o farmaco
aumentou essa resposta em todos os grupos, pacientes e controles sadios (Figura
17).

Avaliamos também a agdo do BAY 41-2272 sobre a producdo de anion
superoxido e peroxido de hidrogénio pelos mondcitos desses pacientes. O
tratamento com o farmaco, por 48 horas, pré-ativou os mondcitos dos individuos
sadios e dos pacientes com deficiéncia de MPO, aumentando a producdo de O, e
H>O, quando estimulados com PMA, S. aureus ou C. albicans. No entanto, nao
surtiu efeito sobre os mondcitos de pacientes com DGC, uma vez que esses
possuem uma mutacdo que impede a expressdo do gene da gp9177%* (Figura 18 e
19).

Ainda, os mondcitos de pacientes com DGC e deficiéncia de MPO, tratados
com BAY 41-2227 por 48 horas, foram incubados com S. aureus ou C. albicans para
avaliacdo da atividade microbicida. O tratamento com o farmaco potencializou
significativamente o killing dos patdgenos pelos mondcitos de todos os individuos,
sadios e imunodeficientes (Figura 20). E importante ressaltar que, mesmo sem
aumentar a producéo de reativos de oxigénio nos mondcitos knockout para gp9177%*
(DGC), o tratamento com BAY 41-2272 potencializou a atividade microbicida das

células.
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Os PBM dos pacientes e controles sadios (0,5-1 x 10°) foram tratados por 48 horas com
IFN-y (100 U/mL) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 yM). Apds tratamento, as células incubadas por
uma hora com Zymosan (10 particulas : 1 fagocito), ou S. aureus (10 bactérias : 1 fagdcito),
ou C. albicans (1 levedura : 2 fagdcitos) marcados com FITC para avaliagdo da fagocitose
por citometria de fluxo. Os resultados expressam a porcentagem média de fagocitose *
s.e.m, (n = 9 individuos sadios, 2 pacientes com DGC, 2 pacientes com deficiéncia de MPO,
em triplicata). * para Teste de Fisher, p < 0,05 em relagao ao controle ndo estimulado (NE).
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Figura 17 - BAY 41-2272 potencializa a atividade fagocitica de PBM de pacientes
com DGC e deficiéncia de MPO
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Os PBM dos pacientes e controles sadios (1 x 10°) foram tratados por 48 horas com IFN-y
(100 U/mL) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 pM). Apds os tratamentos, as células incubadas por
duas horas com Zymosan (10 particulas : 1 fagécito), ou S. aureus (10 bactérias : 1
fagécito), ou C. albicans (1 levedura : 2 fagécitos), na presenga de lucigenina (1 mM), para
avaliagdo da producdo de &nion superéxido (O;) por quimioluminescéncia. Os resultados
expressam unidade relativa de luz (URL) média + s.e.m, (n = 9 individuos sadios, 2
pacientes com DGC, 2 pacientes com deficiéncia de MPO, em ftriplicata). * para Teste de
Fisher, p < 0,05 em relagéo ao controle ndo estimulado (NE).
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Figura 18 - BAY 41-2272 aumenta a producdo de O, por PBM de pacientes com
deficiéncia de MPO
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Os PBM dos pacientes e controles sadios (1 x 10°) foram tratados por 48 horas com IFN-y
(100 U/mL) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 pM). Apds os tratamentos, as células incubadas por
uma duas horas com Zymosan (10 particulas : 1 fagdcito), ou S. aureus (10 bactérias : 1
fagécito), ou C. albicans (1 levedura : 2 fagécitos), na presenga de luminol (1 mM), para
avaliagdo da producdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) por quimioluminescéncia. Os
resultados expressam unidade relativa de luz (URL) média £ s.e.m, (n = 9 individuos sadios,
2 pacientes com DGC, 2 pacientes com deficiéncia de MPO, em triplicata). * para Teste de
Fisher, p < 0,05 em relagéo ao controle ndo estimulado (NE).
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Figura 19 - BAY 41-2272 aumenta a producdo de H>O;, por PBM de pacientes com
deficiéncia de MPO
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Figura 20 - BAY 41-2272 potencializa a atividade microbicida de PBM de pacientes
com DGC e deficiéncia de MPO
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Os PBM dos pacientes e controles sadios (1 x 10°) foram tratados por 48 horas com IFN-y
(100 U/mL) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 uM). Apds os tratamentos, as células cultivadas por
uma duas horas com S. aureus (10 bactérias : 1 fagdcito), ou C. albicans (1 levedura : 2
fagécitos) para avaliagdo da atividade microbicida por recuperacdo dos patdégenos e
incubagdo com MTT (0,5 mg/mL). Os resultados expressam porcentagem de atividade
microbicida média * s.e.m, (n = 9 individuos sadios, 2 pacientes com DGC, 2 pacientes com
deficiéncia de MPO, em ftriplicata). * para Teste de Fisher, p < 0,05 em relagdo ao controle
néo estimulado (NE).
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4.6 Sumario dos Resultados

O tratamento de fagocitos mononucleares humanos (linhagens
mielomonociticas THP-1, U937 — selvagens e knockdown para NF-kB — e mondcitos
de sangue periférico) com o BAY 41-2272:

- induziu a expressao de moléculas importantes para resposta destas células,
como CD11b, CD18, CD14, TLR4, TLR2 e CD163;

- aumentou da producgao de citocinas pro-inflamatérias, TNF-a, IL-1j3, IL-6 e IL-
12p70;

- ativou o sistema NADPH oxidase, aumentando a expressdo génica (CYBB,
CYBA e NCF2) e protéica (p6777°% e gp917°%) dos seus componentes;

- induziu a degradacgao de IkBa e a fosforilagdo de NF-kB (p65);

- aumentou a atividade microbicida a S. aureus e C. albicans de pacientes com
Doencga Granulomatosa Cronica e Deficiéncia de Mieloperoxidase.
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5.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial do BAY 41-2272 em ativar a resposta imune a

infeccbes em modelo murino.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1 Avaliar em Camundongos C3H/HePas, Tratados Intraperitonealmente

d)

(i.p.) com BAY 41-2272 ou Concanavalina A:

indugdo de migragao celular pela determinagdo do numero de células
do periténio, baco, linfonodo mesentérico e medula éssea;

resposta inflamatoria induzida por carragenina;

sobrevida a infecc&o sistémica (intraperitoneal) por C. albicans e S.
aureus;

resposta a infecgéo local (subcutanea) por C. albicans e S. aureus.

5.2.2 Avaliar em Macrofagos Peritoneais de Camundongos C3H/HePas,

Tratados i.p. com BAY 41-2272 ou Concanavalina A:

capacidade de espraiamento e atividade fagocitica;

producdo de peroxido de hidrogénio;

liberacdo de 6xido nitrico;

atividade microbicida contra C. albicans e S. aureus, sendo adicionado
a esta avaliacdo o estimulo in vifro de macrofagos residentes com os

mesmos tratamentos.
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6.1 Algoritmo da Metodologia — Modelo Animal

Os algoritmos da figura abaixo trazem os procedimentos realizados em

modelo murino, em ordem, para melhor entendimento.

Figura 21 - Sequéncia de experimentos realizados com camundongos

Manutencao dos Manutencao dos
camundongos camundongos
in vivo
Tratamento i.p. com Tratamento i.p. dos
BAY ou Con A ou camundongos
Tioglicolato .
/\‘ ex vivo
Obtencao das células Obtencao das células
Desafios com Migragao celular (peritoneo) (peritoneo)
patégenos (namero de células . .
do P, B, LN, MO) in vitro
Cultura com BAY
ouConA
Avaliacao da Inflamagao por Espraiamento e
sobrevivéncia carragenina atividade fagocitica
(infeccao sistémica) l
e do tamanho da
pata (infeccao local) Dosagem de Reativos
de Oxigénio e
Nitrogénio | Atividade microbicida |

P: peritbnio; B: bago; LN: linfonodo; MO: medula éssea; Con A: concanavalina A;
i.p.: intraperitoneal.

6.2 Animais

O estudo foi realizado em camundongos machos isogénicos da
linhagem C3H/HePas (5/grupo), pesando entre 20 e 25 gramas (8-12
semanas). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (20-22°C), sob ciclos claro/escuro de 12/12 horas, no Biotério de
Experimentac&o do Instituto de Ciéncias Biomédicas IV da Universidade de
S&o Paulo. Os animais foram mantidos em gaiolas de prolipropileno forradas
com maravalha peneirada e autoclavada, recebendo ragdo balanceada, e
agua filtrada ad libitum. Todos os procedimentos descritos foram revisados e
aprovados pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) (N° 136,
folhas 110, livro 02).
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6.3 Tratamentos Farmacolégicos

Para o tratamento dos animais, necessitamos diluir o farmaco em uma
solugéo diferente do DMSO, toxico para o organismo. Desse modo, o BAY
41-2272 foi diluido em solugdo de transcutol (Sigma-Aldrich), cremofor-EL
(Sigma-Aldrich) e agua (propor¢cdo de 10:20:70, vol:vol:vol) numa
concentragdo final de um mg/mL como descrito anteriormente (Bischoff et al.,
2003). Os animais foram entdo pesados para ajuste das doses do farmaco,
também escolhidas com base no trabalho de Bischoff et al. (2003), e de
outros reagentes administrados. Os estimulos utilizados, suas respectivas
concentracdes e breve descricdo encontram-se no quadro abaixo. Os tempos
dos tratamentos e/ou estimulos usados para realizacdo de protocolo
experimental especifico foram descritos nos tépicos referentes a esses
procedimentos.

Quadro 9 - Estimulos utilizados para tratamento dos animais

(continua)
Concentragao
Estimulo final utilizada Descrigao Fabricante
BAY 41-2272 0,1,1,30u 10 Agonista de BAYER
mg/Kg; Guanilato Ciclase
10u 3 uM soluvel
Tioglicolato 4 % Composto  orgénico Sigma-Aldrich
ativador e
quimiotatico para
leucdcitos
Concanavalina 0,5 mg/Kg Lectina de C. Sigma-Aldrich
A (Con A) ensiformis
(quimiotatica e
ativadora de
macrofagos)
PMA 30 nM Ativador de proteina Sigma-Aldrich
quinase C
Carragenina 6 pg/uL Polissacarideo Sigma-Aldrich
indutor de inflamagao
Penicilina G 5 KU/Kg Antibiotico beta- Sigma-Aldrich
lactamico
Tetraciclina 1 mg/Kg Antibidtico inibidor da Sigma-Aldrich

sintese protéica




Quadro 9 - Estimulos utilizados para tratamento dos animais
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(concluséo)

Concentragao
Estimulo final utilizada Descrigao Fabricante
ltraconazol 20 mg/Kg Antifungico  inibidor Sigma-Aldrich
da sintese de
ergosterol
Zymosan A proporgao de 10 Agonista de TLR2 e Sigma-Aldrich
particulas : 1 Dectina-1 (parede
fagocito celular de S.
cerevisiae)
Staphylococcus  proporgédo de 10 Bactéria gram- ATCC
aureus bactérias : 1 positiva responsavel
fagodcito por diversos tipos de
infeccéo (p-ex.
pneumonia)
Candida proporgdao de 2  Fungo dipléide ATCC
albicans leveduras : 1 causador de
fagocito infecgdes
oportunistas  (forma
de levedura)
PBS (solugéo 10 mM Solugéo salina Manufaturada
salina tamponada (pH = 7,4)
tamponada com usada como controle
fosfato)
Transcutol e 10e20%em Diluente do farmaco Sigma-Aldrich

Cremofor-EL

agua

usado como controle

6.4 Avaliagao da Indugao de Migracao Celular — Obtengao de Células do
Peritonio, Baco, Linfonodo Mesentérico e Medula Ossea

Os animais foram eutanaziados por asfixia em camara de CO,, 4, 24
ou 48 horas apds os tratamentos intraperitoneais com BAY 41-2272 (0,1, 1, 3
ou 10 mg/Kg), tioglicolato (4 % em PBS) ou concanavalina A (0,5 mg/Kg),
sendo as células peritoneais assepticamente coletadas por meio de lavagem
da cavidade com 5 mL de PBS (sem calcio e magnésio) estéril gelado (4 °C).
Os macrofagos residentes foram obtidos de animais que ndo receberam
qualquer tratamento. Para a determinacdo do numero total de células, a
suspensao foi diluida em cristal violeta (0,05% em acido acético 30%; Synth)
e as células contadas em hemocitdbmetro, modelo Neubauer (Bright-line
Hemocytometer, Sigma). Para discriminagdo do numero de macrofagos e
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neutrofilos no lavado peritoneal, as células foram coradas com kit Instant-
Prov (Newprov, Pinhais, PR, Brasil) para contagem diferencial.

Apos obtencdo do fluido peritoneal, o linfonodo drenante
(mesentérico), o bago e o fémur (pata direita) foram obtidos cirurgicamente. O
linfonodo e o bago foram processados por maceragdo em tamis de porcelana
(malha de 125 ym) em um e 5 mL de PBS, respectivamente. A medula 6ssea
foi extraida por lavagem do canal medular do fémur com um mL de PBS.
Assim como para o lavado peritoneal, a determinacdo do numero total de
células foi feita pela diluigdo/coloracdo em cristal violeta, seguida de

contagem em camara hemocitométrica.

6.5 Avaliacao do Efeito sob Inflamacao em Modelos de Edema de Pata
Induzido por Carragenina

Os animais tratados ou ndo por 48 horas via intraperitoneal com BAY
41-2272 (1 ou 3 mg/Kg) ou concanavalina A (0,5 mg/Kg) tiveram edema
induzido pela injegao intra-plantar de carragenina (CGN) na pata posterior
direita (6 pg/pL; 300 pg/pata). O mesmo procedimento foi realizado com
injecdo de PBS nas patas esquerdas dos animais que estavam no grupo
controle. Apos a injegéo, a espessura das patas foi medida em intervalos de
uma, duas, trés e quatro horas, usando paquimetro digital (Pantec, Sao
Bernardo do Campo, SP., Brasil). Previamente a administragcdo da
carragenina, mensurou-se as espessuras das patas esquerdas, as quais
serviram como controle individual. As medigbes foram realizadas em triplicata
e a medida inicial foi subtraida dos valores obtidos ao fim dos tempos
avaliados para determinacéo da taxa de aumento da pata.

6.6 Fungao dos Macréfagos Peritoneais - Espraiamento

O ensaio de espraiamento de macréfagos foi realizado de acordo com
Rabinovitch et al. (1977). Apds o tratamento intraperitoneal dos animais por
48 horas com BAY 41-2272 (0,1, 1, 3 ou 10 mg/Kg) ou concanavalina A (0,5
mg/Kg), os lavados de células peritoneais (2 x 10°) foram centrifugados e
suspendidos em um mL de PBS contendo glicose (5 mM). Para o ensaio de
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espraiamento propriamente, 50 uL da suspensao celular foram dispensados
sobre laminulas de vidro (20 mm x 20 mm) em pogos de placas de cultura de
6 pocos e incubados por uma hora a 37 °C. Apos a incubacgao, as laminulas
foram cuidadosamente lavadas em PBS, e as células aderidas ao vidro foram
fixadas com glutaraldeido (2,5% por 10 minutos; Synth) e analisadas em
microscopio de contraste de fase em ampliagdo de 400 X. Duzentos
macréfagos foram contados em campos aleatorios e determinados como
células espraiadas (disformes e “opacas”) ou ndo (arredondados e
refringentes). Para expressar os resultados, um indice de macrofagos
espraiados (IE) foi calculado da seguinte forma: IE = (numero de macréfagos
espraiados x 100) / 200), ou seja, IE representa a porcentagem de

macrofagos espraiados.
6.7 Fungao dos Macréfagos Peritoneais - Fagocitose

O ensaio de fagocitose foi realizado usando o método descrito por
Pinello et al. (2006) e modificado por Cruz et al. (2006). Apos o tratamento
intraperitoneal dos animais por 48 horas com BAY 41-2272 (0,1, 1, 3 ou 10
mg/Kg) ou concanavalina A (0,5 mg/Kg), os lavados de células peritoneais (2
x 10°) foram centrifugados e ressuspendidos em um mL de meio RPMI 1640.
Assim como o ensaio para espraiamento, as células foram dispensadas
sobre laminulas de vidro (20 mm x 20 mm) em pogos de placas de cultura de
6 pocos e incubadas a 37 °C por 20 minutos. Apds a incubagado, os
sobrenadantes das culturas foram aspirados e as células ndo aderentes
removidas por lavagem com PBS. Subsequentemente, foi adicionado as
culturas um mL de meio RPMI contendo 5 % de soro fetal bovino inativado
pelo calor. As culturas foram mantidas a 37 °C por uma hora na presenca de
particulas de Zymosan (10 particulas : 1 macrofago). As culturas foram entao
lavadas com PBS gelado (4 °C) para remover as particulas nao
internalizadas. As células foram fixadas com glutaraldeido (0,5% por 10
minutos) e uma média de 200 macrofagos foi contada usando microscopio de
contraste de fase para determinar a porcentagem de fagocitose. Um indice
de fagocitose (IF) foi entdo calculado segundo a seguinte férmula: IF =
[(numero de macrofagos com atividade fagocitica x 100) / 200 células
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aderentes], sendo IF representa a porcentagem de macrofagos com pelo
menos duas particulas de Zymosan fagocitadas.

6.8 Avaliagao ex vivo da Producao de Peréxido de Hidrogénio (H203)

Para avaliar a liberacédo de H,O,, usamos um microensaio de oxidagao
de vermelho de fenol por peroxidase (Pick, Mizel, 1981). Neste ensaio, as
células peritoneais de animais tratados ou ndo com BAY 41-2272 (1 ou 3
mg/Kg) ou concanavalina A (0,5 mg/Kg) foram suspensas em um mL de
solugédo de vermelho de fenol (dextrose 5,5 mM, vermelho de fenol 0,56 mM
e peroxidase tipo Il 8,5 U/mL, em PBS; Sigma-Aldrich). Dessa suspensao
celular, 100 pL (2 x 10° células) foram adicionados a cada pogo de uma placa
de 96 pocos, e incubadas na presenga ou ndo de PMA (30 nM), por uma hora
a 37 °C em atmosfera umida saturada com 5 % de CO,. Apds a incubacgao as
placas foram centrifugadas (150 x g por 3 minutos) e os sobrenadantes foram
coletados e transferidos para nova placa. A reacao foi interrompida com 10
ML de hidréxido de sodio (NaOH; 1 N). A absorbéancia foi determinada a um
comprimento de onda de 620 nm em leitor de microplacas (Dynatech
Laboratories Inc.). A conversao de absorbéancia para concentragdo em yuM de
H,O, foi feita por comparacdo com uma curva padrdo obtida com
concentragbes conhecidas (5-40 pM) de H,O; diluido em meio PBS (Pick,
Keisary, 1980).

6.9 Avaliagdo ex vivo da Produgdo de Oxido Nitrico pela Dosagem de
Nitritos (NO>)

Para essa avaliacdo, as placas contendo as células utilizadas no
ensaio de dosagem de H,O, foram lavadas trés vezes com PBS e os
macrofagos aderentes restantes foram cultivados em 100 yL de meio RPMI
1640 suplementado com HEPES (10 mM), bicarbonato de sodio (11 mM),
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pyg/mL), L-glutamina (2 mM), L-
asparagina (23 mM), acido félico (1 mM), acido piruvico (0,1 mM) e soro fetal
bovino (5%) (todos reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich), por 48 horas a
37 °C em um ambiente umido saturado com 5% de CO,. Apds a incubacgao,



96

50 pyL do sobrenadante foram coletados e incubados com igual volume de
reagente de Griess (1% sulfanilamida/0.1% dihidrocloreto de diamina
naftaleno/2.5% H3PO4; Sigma-Aldrich) por 10 minutos a 22 °C, para
quantificar o acumulo de nitrito (Li et al., 1998). Apds a reagao a absorbancia
foi determinada a um comprimento de onda de 550 nm. A conversao de
absorbancia para concentracdo em pM de NO, foi realizada pela
comparagao com uma curva padrao obtida com concentragbes conhecidas
(5-60 pM) de nitrito de sodio diluido em meio RPMI.

6.10 Avaliacao da Resposta dos Animais Frente a Infeccago com C.

albicans e S. aureus

Para avaliar a resposta dos animais tratados com BAY 41-2272 a
infeccdo por C. albicans e S. aureus usamos dois modelos: 1) inoculando os
patdbgenos na cavidade peritoneal e avaliando a sobrevida dos animais,
também tratados intraperitonealmente; e 2) inoculando os patégenos de
forma subcutdnea no coxim plantar da pata dos animais, tratado-os via
intraperitoneal ou subcuténea (na les&o).

No primeiro modelo, os animais foram inoculados com uma
concentracdo de 0,5 x 10° blastosporos de C. albicans ou 5 x 10° CFU de S.
aureus, de forma intraperitoneal. Apds 48 horas do indculo, para
estabelecimento da infeccdo, os animais foram tratados também
intraperitonealmente com BAY 41-2272 (1 ou 3 mg/Kg) ou itraconazol (20
mg/Kg) ou penicilina G (5 KU/Kg) juntamente com tetraciclina (1 mg/Kg) nos
trés dias seguintes, uma vez por dia. Avaliamos entdo a taxa de
sobrevivéncia dos animais por 20 dias a partir do primeiro dia do indculo,
sendo os resultados expressos em porcentagem de sobrevivéncia dos
animais.

No segundo modelo, os animais foram inoculados com as mesmas
concentragdes de patdogenos de forma subcutanea no coxim plantar da pata
esquerda (a pata direita representou um controle individual). Ap6s 48 horas
do indculo, para estabelecimento da infecgdo, os animais foram tratados
intraperitonealmente ou intralesionalmente (mesma pata inoculada) com BAY
41-2272 (1 ou 3 mg/Kg) ou itraconazol (20 mg/Kg) ou penicilina G (5 KU/KQ)
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juntamente com tetraciclina (1 mg/Kg) nos trés dias seguintes, uma vez por
dia. Medimos entdo a espessura da pata apds 7 dias, a contar do dia do

inoculo, para avaliar o desenvolvimento da leséo/infecgéo.

6.11 Avaliacao da Atividade Microbicida de Macrofagos Peritoneais
Tratados ex vivo e in vitro — Modelos de C. albicans e S. aureus

Para avaliar a atividade microbicida, usamos um microensaio de
oxidagdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) apds a incubagdo das células com as bactérias ou fungos. Neste
ensaio, usamos dois modelos de tratamentos dos macréfagos peritoneais: 1)
in vitro — células peritoneais residentes submetidas aos estimulos fora do
organismo (BAY 41-2272 1 ou 3 yM ou Con A 2 pg/mL), para s6 entdo serem
incubadas com os patogenos; e 2) ex vivo — as células foram retiradas de
animais tratados (BAY 41-2272 1 ou 3 mg/Kg ou Con A 0,5 mg/Kg), e
submetidas a incubagdo com os patogenos. Apds as preparagdes das
células, 2,5 x 10° destas foram suspensas em 200 uL de meio RPMI 1640
sem suplementacdo (sem vermelho de fenol; LGC), e distribuidas em placas
de 96 pogos. Em seguida, adicionamos os patégenos na proporg¢éo de 10:1,
no caso do S. aureus, e 2:1 para C. albicans (patégenos:macréfagos). Essa
co-cultura foi incubada por 2 horas a 37 °C. Apds a incubacgao, a placa foi
centrifugada e o pellet de células foi lavado duas vezes com PBS para
retirada dos patdogenos n&o fagocitados. Apos as lavagens, adicionamos
Triton X-100 (1,5%) por 10 minutos a 22 °C, para lise dos macréfagos e
liberacdo dos patdégenos englobados. Lavamos mais duas vezes com PBS
para retirada do Triton X-100 e adicionamos entdo 100 pL de MTT (0,5
mg/mL), incubando a suspensdo de patégenos por mais duas horas a 22 °C
e protegida da luz. Apds essa incubagao, adicionamos 100 yL de DMSO para
liberacdo do precipitado de formazan (MTT reduzido) no sobrenadante e
incubamos por mais 30 minutos para total solubilizagdo. Apds a incubacéo,
as placas foram centrifugadas (300 x g por 3 minutos) e os sobrenadantes
foram coletados e transferidos para uma nova placa. A absorbancia foi

determinada a um comprimento de onda de 570 nm em leitor de microplacas
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(Dynatech Laboratories Inc.). A conversédo de absorbancia para porcentagem
de morte foi feita pela formula:

(DO da amostra) - (DO 90% killing)

1- x 100
(DO 10% killing) - (DO 90% killing)

onde a DO corresponde a densidade Optica (absorbéncia) adquirida. Esse
calculo baseia-se em uma curva de 100 a 10% das concentragcbes de

patogenos incubadas com os macrofagos peritoneais.

6.12 Analise Estatistica

ApOs a obtengao dos dados brutos (dados numéricos dos parametros
analisados), procedemos a analise de distribuicdo destes por teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para os dados com distribuicdo n&o
Gaussiana, aplicamos o teste ndo paramétrico de Mann Whitney seguido do
teste de Tukey. No caso dos dados com distribuicdo Gaussiana, aplicamos
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. O nivel de
significancia adotado foi de 5%, ou seja, a probabilidade de p<0,05 capaz de
revelar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre os
dados dos diferentes grupos (da Silva, 2003). Todas as analises foram

realizadas no programa Prism for Mac 4.0 (GraphPad Softawer Inc.).
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Um dos nossos principais objetivos, juntamente com a elucidagao das vias de
sinalizagao ativadas pelo BAY 41-2272 e avaliagdo dos seus efeitos em células de
pacientes imunodeficientes, foi a analise dos seus efeitos em modelo animal. Este
modelo constitui uma oportunidade de estudo das a¢des do farmaco em um sistema

complexo e ndao somente em células isoladas.

7.1 Tratamento com BAY 41-2272 Induz o Influxo Macréfagos para o Periténio,

mas nao o Recrutamento Celular para os Orgaos Linféides

No contexto da distribuicdo celular, 4, 24 ou 48 horas apos o tratamento, o
BAY 41-2272 induziu um aumento significativo no numero total de células do
peritdbnio quando comparamos com os animais do grupo controle (Figura 22 A). Esta
populacado celular estava constituida principalmente por macrofagos (Figura 22 B).
Esse aumento no influxo celular foi dependente do tempo e da dose do farmaco,
sendo as de 1 e 3 mg/Kg mais eficazes. Nao observamos diferenga no numero de
células nos demais orgaos linfoides, bago, medula 6ssea e linfonodo mesentérico,
nos animais tratados com BAY 41-2272 (Figura 23). Apenas no caso do linfonodo
houve uma tendéncia a um aumento no numero de células, evidenciando o processo

de recrutamento de células por esse 6rgéo drenante.
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Figura 22 - Tratamento intraperitoneal (i.p) com BAY 41-2272 induz o influxo de
macrofagos para essa cavidade
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Camundongos C3H/HePas foram tratados por via i.p. com tioglicolato (Tiog; 4 %) ou BAY
41-2272 (0,3, 1, 3 ou 10 mg/Kg) por 4, 24 ou 48 horas. Apds o tratamento os animais foram
eutanaziados para contagem total (A) e diferencial (macréfagos em B; polimorfonucleares
em C) das células do lavado peritoneal. Resultados representam média + s.e.m. do niumero
de células (n = 4 experimentos, em ftriplicata). * para ANOVA p < 0 ,05 em relagédo ao
controle ndo estimulado (NE).
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Figura 23 - Tratamento intraperitoneal (i.p.) com BAY 41-2272 nao influencia no
numero de células do bago, medula 6ssea e linfonodo mesentérico
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Camundongos C3H/HePas foram tratados por via i.p. com concanavalina A (Con A; 0,5
mg/Kg) ou BAY 41-2272 (0,3, 1, 3 ou 10 mg/Kg) por 24 ou 48 horas. Apds o tratamento os
animais foram eutanaziados e o bago (A), medula éssea (fémur) (B), linfonodo mesentérico
(C) foram extraidos para contagem total de suas células. Resultados representam média =
s.e.m. do numero de células (n = 4 experimentos, em triplicata). * para ANOVA p < 0,05 em
relagéo ao controle ndo estimulado (NE).



103

7.2 Pré-tratamento Intraperitoneal (i.p.) com BAY 41-2272 Aumenta a

Inflamagao na Pata Induzida por Carragenina

Para estudar a agdo do BAY 41-2272 no processo inflamatério, utilizamos o
protocolo de edema de pata induzido por carragenina. O tratamento intraperitoneal
com BAY 41-2272, assim como o controle com concanavalina A, aumentou o edema
provocado pela injegao intraplantar de carragenina (Figura 24). Nessa avaliagao, a

menor dose se mostrou mais eficaz em induzir um processo inflamatério sistémico.

Figura 24 - Tratamento intraperitoneal com BAY 41-2272 aumenta a atividade
inflamatoria em modelo de edema de pata induzido por carragenina
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Camundongos C3H/HePas foram tratados por via i.p. com concanavalina A (Con A; 0,5
mg/Kg) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 mg/Kg). Apdés 48 horas foi injetada carragenina (300
ug/pata) em suas patas esquerdas — conxim plantar — para afericdo do edema (tamanho da
pata em mm) formado uma, 2, 3 e 4 horas apds essa injecdo. Resultados representam
média + s.e.m. do indice de aumento no tamanho das patas (n = 4 experimentos, em

triplicata). * para ANOVA p<0,05 em relagéo ao controle ndo estimulado (NE).

7.3 BAY 41-2272 Aumenta o Espraiamento e Atividade Fagocitica ex vivo de

Macrofagos Peritoneais

Avaliamos também o espraiamento e fagocitose de macréfagos peritoneais
de animais tratados com o BAY 41-2272, uma vez que essas sao importantes
caracteristicas funcionais dos macrofagos. Os macréfagos dos camundongos
tratados com BAY 41-2272 apresentaram um aumento significativo na habilidade de

espraiamento quando comparados com os controles ndo tratados (Figura 25 A),
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resultado que corrobora com ao aumento observado na atividade fagocitica dessas
células (Figura 25 B).

Figura 25 - Tratamento com BAY 41-2272 pré-ativa os macréfagos peritoneais
aumentando o espraiamento e atividade fagocitica
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Camundongos C3H/HePas foram tratados por via i.p. com concanavalina A (Con A; 0,5
mg/Kg) ou BAY 41-2272 (0,3, 1, 3 ou 10 mg/Kg). Apods 48 horas os animais foram
sacrificados e as células (2 x 10°) obtidas do lavado peritoneal foram incubadas por 1 hora a
37°C sobre laminulas de vidro para definir a porcentagem de espraiamento (A) ou co-
incubadas com particulas de Zymosan (10 particulas : 1 célula) para definir a porcentagem
de fagocitose (B) por microscopia de contraste de fase (aumento 400x). Resultados
representam média = s.e.m. do indice de espraiamento ou fagocitose (n = 4 experimentos,
em triplicata). * para ANOVA p<0,05 em relagdo ao controle n&o estimulado (NE).

7.4 Producgido de Oxido Nitrico e Peréxido de Hidrogénio pés Tratamento com
BAY 41-2272

Sabe-se que a indugdo da fagocitose esta intimamente ligada com a geragéo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, portanto avaliamos a producéo desses
reativos apds o tratamento com BAY 41-2272. No nosso estudo, apesar da
acentuacdo da atividade fagocitica, ndo observamos um aumento na liberagao
espontanea de peroxido de hidrogénio (Figura 26 A) induzida pelo BAY 41-2272.
Contudo a propriedade antioxidante do BAY 41-2272 n&o parece ser permanente,
uma vez que a adigdo de PMA as culturas de macrofagos de camundongos tratados
induziu a liberagédo de altos niveis desse metabdlito (Figura 26 A). Apesar do BAY
41-2272 nao ter induzido a liberagado espontanea de H,0, o tratamento aumentou a
produgéo espontanea de oxido nitrico (Figura 26 B).
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Figura 26 - BAY 41-2272 aumenta a geracao ex vivo de H20O; induzida por PMA e a
producao espontanea de NO por macrofagos peritoneais
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Camundongos C3H/HePas foram tratados por via i.p. com concanavalina A (Con A; 0,5
mg/Kg) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 mg/Kg). Apds 48 horas os animais foram sacrificados e as
células (2 x 10°) obtidas do lavado peritoneal foram estimuladas ou ndo com PMA (30 nM)
por 1 hora, para avaliagdo da produc¢ao de H,O, (A) por ensaio de oxidagdo de vermelho de
fenol. As células peritoneais (2 x 10°) também foram avaliadas para a produgao de NO, (B)
por ensaio colorimétrico de Griess. Resultados representam média + s.e.m. das
concentragdes de H,O, ou NO; (n = 4 experimentos, em ftriplicata). * para ANOVA p<0,05
em relagao ao controle ndo estimulado (NE); # para ANOVA p < 0,05 em relagdo ao grupo
NE pos-ativado com PMA.

7.5 Avaliacao da Resposta de Camundongos C3H/HePas Tratados com BAY
41-2272 a Desafios com C. albicans ou S. aureus

De uma forma geral, o tratamento com o BAY 41-2272 por via intraperitoneal
de aplicagdo mostrou-se eficiente em ativar os fagocitos in vivo, com seus efeitos

estendidos ex vivo. Desse modo, testamos o potencial do farmaco em controlar
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infeccbes desafiando os camundongos C3H/HePas com C. albicans e S. aureus.
Nossos resultados mostraram que o tratamento com BAY 41-2272
intraperitonealmente, 48 horas apds a infecgdo, aumentou significativamente a
sobrevivéncia dos animais frente a infeccdo por C. albicans (Figura 27 A). No
entanto, o mesmo ndo foi observado em relagdo ao S. aureus (Figura 27 B).

Figura 27 - Tratamento intraperitoneal com BAY 41-2272 aumenta a sobrevivéncia
de animais infectados por C. albicans, mas nao por S. aureus
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Camundongos C3H/HePas foram inoculados por via i.p. com C. albicans (0,5 x 10°
blastoporos) (A) ou S. aureus (5 x 10° CFU) (B) e tratados 48 horas depois via i.p. com
itraconazol (20 mg/Kg) ou penicilina G (Penic; 5 KU/Kg) associada a tetraciclina (1 mg/Kg)
ou BAY 41-2272 (1 ou 3 mg/Kg). Acompanhamos os animais por 12 dias a contar do dia do
in6bculo para avaliar a taxa sobrevivéncia. Resultados representam uma curva de
sobrevivéncia de 12 animais por grupo.

Avaliamos outro modelo de infecgdo, no qual os patégenos foram
inoculados no coxim plantar das patas dos animais (via subcutanea). Esse protocolo
nos permitiu avaliar um modelo de infec¢do local de consequéncias mais brandas
para os animais. Além disso, pudemos fazer o tratamento dos animais de forma
local, injecdo do farmaco na lesdo da pata, e de forma sistémica, pela aplicagdo do
farmaco no peritbnio do animal. Nossos resultados mostraram que os animais
tratados com o BAY 41-2272, assim como no modelo de infec¢do na cavidade
peritoneal, mostraram uma resposta melhor a C. albicans (Figura 28 A,B), sendo
seu efeito maior quando do tratamento local (Figura 28 B). Também nesse modelo,

o farmaco foi menos efetivo na infecgédo por S. aureus (Figura 28 B).
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Figura 28 - Tratamento intraperitoneal e intralesional com BAY 41-2272 diminui a
infeccdo local por C. albicans, mas n&o por S. aureus
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Camundongos C3H/HePas foram inoculados por via subcutania (s.c.) no coxim plantar da
pata traseira com C. albicans (0,5 x 10° blastoporos) (A,B) ou S. aureus (5 x 10° CFU) (C,D)
e tratados 48 horas depois via i.p. ou s.c. (mesma pata infectada) com itraconazol (ltrac; 20
mg/Kg) ou penicilina G (Penic; 5 KU/Kg) associada a tetraciclina (1 mg/Kg) ou BAY 41-2272
(1 ou 3 mg/Kg). Apos, 7 dias a contar do indculo, medimos a espessura da pata. Os
resultados expressam a média média + s.e.m. da espessura das patas (n = 4 experimentos,
em triplicata). * para ANOVA p<0,05 em relagdo ao controle n&o estimulado (NE).

7.6 Avaliagao da Atividade Microbicida de Macréfagos Peritoneais Tratados ex
vivo ou in vitro com BAY 41-2272

Nos modelos in vivo de infecgao por C. albicans e S. aureus, observamos que
o tratamento com BAY 41-2272 foi mais eficaz em relagdo a protegédo contra o fungo
que a bactéria. Avaliamos entdo o potencial microbicida de macréfagos de animais
tratados com o farmaco e macrofagos residentes tratados in vitro com o BAY 41-
2272. Nesses modelos, comprovamos a eficiéncia do tratamento com o BAY 41-

2272, tanto in vivo quanto ex vivo, em potencializar a atividade microbicida dos
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macrofagos peritoneais (Figura 28), aumentando a resposta aos fungos (Figura 29
A e C) e bactérias (Figura 29 B e D) de forma similar.

Figura 29 - BAY 41-2272 aumenta a atividade microbicida ex vivo e in vitro de
macréfagos peritoneais
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Macrofagos residentes (A, B) de camundongos C3H/HePas foram obtidos e tratados in vitro
com BAY 41-2272 (1 uM ou 3 uM) ou concanavalina A (2 ug/mL). Macréfagos de animais
tratados (C, D) por via i.p. com concanavalina A (Con A; 0,5 mg/Kg) ou BAY 41-2272 (1 ou 3
mg/Kg) por 48 horas foram também obtidos. Apds a obtengao, essas células (2 x 10°) foram
incubadas com C. albicans (2:1) ou S. aureus (10:1) por duas horas. A atividade microbicida
foi avaliada pela medida da reducdo de MTT pelas bactérias recuperadas dos macréfagos.
Resultados representam média =+ s.e.m. do indice de atividade microbicida (n = 4
experimentos, em ftriplicata). * para ANOVA p<0,05 em relagdo ao controle ndo estimulado
(NE).
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7.7 Sumario dos Resultados

O tratamento de camundongos C3H/HePas, via intraperitoneal, com o BAY
41-2272:

- induziu intensa migragdo celular para o peritbnio, principalmente de
macroéfagos, desde as primeiras horas de tratamento;

- acentuou o efeito inflamatorio da carragenina aplicada na pata;

- potencializou o espraiamento, atividade fagocitica, produgdo espontanea de
oxido nitrico e de peroxido de hidrogénio induzida por PMA, de forma ex vivo
em macroéfagos peritoneais;

- aumentou a sobrevida de camundongos desafiados com C. albicans;

- aumentou de forma ex vivo ou in vitro a atividade microbicida de macréfagos

peritoneais contra C. albicans e S. aureus.



BEM MELHOR.

8 DISCUSSAO
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No decorrer desta pesquisa, buscamos enxergar além do conhecimento sobre
a biologia e fisiologia celular dos fagocitos mononucleares. Em nosso trabalho,
trazemos evidéncias que confirmam o potencial do BAY 41-2272, agonista de
guanilato cilcase soluvel, e sua via, como uma ferramenta farmacologica eficaz para
ativacdo de mondcitos. Essas informagdes suscitam uma nova perspectiva no
desenvolvimento de terapias para o controle de infecgdes bacterianas e fungicas.

Estudos anteriores mostraram os efeitos do BAY 41-2272 aumentando, em
células monociticas, a liberagdo de espécies reativas de oxigénio, fagocitose e
atividade microbicida contra E. Coli (Oliveira-Junior et al., 2007; Pereira et al., 2008).
Neste estudo, avaliamos outros aspectos da resposta dos mondcitos tratados com
BAY 41-2272, como a capacidade do farmaco de alterar a expressao de marcadores
de superficie. Nesse contexto, o tratamento aumentou significativamente a
expressao de moléculas importantes, como o CD11b, CD18, CD14, TLR4, TLR2 e
CD163 (Figuras 6 e 7) em mondcitos de sangue e células THP-1. Todos esses
receptores constituem importantes marcadores para definirmos o grau de
diferenciagdo de mondcitos. Estas alteragdes fenotipicas caracterizam,
funcionalmente, fagocitos com maior capacidade de responder a infecgdes. Isto se
deve ao fato dessas moléculas serem importantes receptores de reconhecimento de
patdgenos opsonizados ou n&o.

Especificamente, o complexo formado por CD18/CD11b ou CR3 (Mazzone,
Ricevutti, 1995) é o principal receptor de complemento, ligando-se a microrganismos
opsonizados com iC3b (Ross, Vetvicka, 1993). Os demais receptores estudados tem
um mecanismo diferente, pois ligam-se diretamente a componentes dos
microrganismos. O TLR2, por exemplo, reconhece desde peptidoglicanos e acidos
lipoteicdicos de bactérias gram-positivas e glicosilfosfatidilinositol em T. cruzi, a
zymosan de fungos e B-glucana. Ja o TLR4, com colaboragdo do CD14, reconhece
LPS de bactérias gram-negativas, como E. coli, e glucuronoxilomanana de fungos
(Medzhitov, 2001). No caso do receptor scavenger CD163, anteriormente
relacionado apenas a homeostase, recentemente foi descrita sua fungdo no
reconhecimento e resposta a S. aureus (Fabriek et al., 2009; Kneidl et al., 2012).

Todas essas fungdes no reconhecimento de diferentes patdogenos deixa clara
a importancia desses receptores para a adequada resposta de mondécitos. Outros
estudos relacionaram a expressdo desses marcadores com a via da guanilato

ciclase soluvel. Bailey et al. (2010) mostraram que, em células de epitélio das vias
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respiratorias, o alcool aumenta a expressdo de TLR2 via NO/GMPc/PKG. Ja Roy et
al. (2006) mostraram uma nova via biolégica para o NO, regulando o aumento da
expressdo de CD11b em microglia de forma dependente de GMPc/PKG/CREB.
Esses resultados corroboram com o aumento das expressées induzido pelo BAY 41-
2272, caracterizando este farmaco como um modulador importante da resposta
imune de fagocitos, e ainda confirmando a importancia de sua via na biologia dessas
células.

Como demonstrado, a via da GCs, ativada pelo farmaco, esta envolvida na
alteracado de fendtipo promovida pelo BAY 41-2272. Além disso, esse aumento na
expressao dos receptores pode estar relacionado com a producédo de citocinas
importantes para ativagao celular e acentuacdo da resposta dos mondcitos. Nessa
conjuntura, observamos que o BAY 41-2272 aumentou significativamente a
liberacdo de TNF-a, IL-1B e IL-6 (Figuras 8 e 9) por mondcitos de sangue e células
THP-1. Estas s&do importantes citocinas pro-inflamatorias intimamente ligadas com a
funcdo dos mondcitos, aumentando seu potencial fagocitico/microbicida e induzindo
sua diferenciacdo. Além dessas citocinas, o farmaco aumentou a liberagdo de IL-
12p70 (Figura 8 D e 9 D), uma das principais mediadoras entre a resposta imune
inata e a adaptativa (Ma, Trinchieri, 2001).

O aumento na liberagédo dessas citocinas mostra o potencial do BAY 41-2272
em modular n&do s6 os mondcitos, mas também outras células da reposta imune.
Essas citocinas participam do estabelecimento do processo inflamatério e da
resolucado de quadros infecciosos. Elas ativam outros fagocitos, como neutrdfilos, e
até mesmo células do endotélio vascular, aumentando a expressdo de moléculas de
adesao e produgdo de quimiocinas, e consequentemente, a migragao celular (Marin
et al., 2001; Miller et al., 2004; Yoshida et al., 1999). De forma geral, o farmaco nao
sé ativa diretamente os mondcitos, mas também pode ter seu efeito potencializado
pela agao secundaria das citocinas que induz. Ainda, o fato de aumentar a producao
de IL-12 sugere que o farmaco consegue ativar indiretamente mecanismos
importantes da imunidade adaptativa, como o eixo IL-12/IFN-y, essencial para a
resposta apropriada a alguns patogenos, por exemplo micobactérias (Netea et al.,
2005).

Esse aumento na producdo das citocinas, assim como na expressao dos
receptores de superficie, auxiliam a confirmar a importancia da via do BAY 41-2272.
Por exemplo, a indugdo de RNAm de IL-6 em macréfagos foi suprimida pela inibigao
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de GCs, sugerindo o envolvimento de GMPc (Tamion et al., 1999). Ainda em relagao
a IL-6, foi observado que inibidores de NO/GMPc/PKG previnem a indugdo de
RNAm de IL-6 em linhagem de osteoclastos (Broderick et al., 2007). E a produgéo
dessas citocinas ndo so confirma a participagdo da via da guanilato ciclase soluvel,
mas leva a considerar outras moléculas envolvidas nessa ativagado. Dentre estas,
podemos citar o NF-kB, envolvido na expressdo de IL-1, IL-6 e TNF-a. Nesse
contexto, Siednienko et al. (2011) mostraram que o NO induz a expressé&o de IL-6 de
forma dependente de GMPc/PKG, com participacdo do fator NF-kB. Essas vias e
fator de transcricdo fornecem evidéncias da sequéncia de sinalizagado que é gerada
pela acdo do BAY 41-2272.

Como visto, existem evidéncias significativas da participagdo da via
GCs/GMPc/PKG na expressao de moléculas de superficie e producéao/liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias. Evidéncias estas que suportam nossos achados em
relagdo ao tratamento com o BAY 41-2272. Avaliando as implicagdes do tratamento
com este farmaco sobre a expressdo de outros genes importantes para o
funcionamento dos fagdcitos, observamos o aumento da expressédo de CYBA e
NCF2 (Figura 10) em mondcitos de sangue e células THP-1. Estes genes codificam,
respectivamente, a p2277%% e p6777°% importantes componentes do sistema
NADPH oxidase. Além da expressao génica, a expressao protéica dos componentes
desse sistema - p6777%% e gp91™°* - encontravam-se aumentadas apds o
tratamento (Figuras 11 e 12).

Esses resultados mostram que o BAY 41-2272 n&o possui apenas uma agao
na ativacdo imediata do sistema NADPH oxidase, mas também na manutencgéo
dessa ativagdo pelo aumento da expressdo de seus componentes. Sendo as
espécies reativas de oxigénio essenciais para a resposta contra patégenos, o fato de
ativar o sistema NADPH oxidase, por si sO, € uma das evidéncias mais importantes
do potencial do BAY 41-2272 para seu uso como terapia em processos infecciosos.
Esse fato aliado aos seus outros efeitos (aumento da expressdo de receptores e
citocinas proé-inflamatérias) reforcam sua caracteristica de indutor de resposta
microbicida.

O aumento da expressdo desses genes, em conjunto com os demais
resultados, nos levam a inferéncias diretas das vias de acdo do BAY 41-2272. Esses
resultados nos sugerem de forma mais clara a participagdo de fatores de
transcricdo, como o NF-kB, na ativagcdo gerada pelo farmaco. Em analises
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computacionais do promotor do gene CYBA, foram identificados trés sitios putativos
de ligacéo para o fator NF-kB, que regula transcricionalmente o gene (Manea et al.,
2007). A importancia desse fator de transcrigdo foi observada n&o sé por analises in
silico, mas também em modelos de linhagem monocitica. Anrather et al. (2006)
mostraram que a expressdo de gp9177°* é dependente de p65/RelA. Gauss et al.
(2007) mostraram que a inibicao da ativacdo de NF-kB bloqueou a expressao de
CYBB, NCF1 e NCFZ2, induzida por TNF-a. Ainda, em modelo de células U937
knockdown para esse fator, Luengo-Blanco et al. (2008) confirmaram a necessidade
de NF-kB para expressédo de CYBB e NCF1.

Todas essas fortes evidéncias da ativagdo do NF-kB pelo BAY 41-2272, nos
levaram a avaliar seu efeito sobre esse fator de transcricdo. Em mondcitos de
sangue e células THP-1, observamos que o farmaco induz a degradagédo do IkBa
(Figura 13), inibidor do NF-kB, levando a fosforilagdo desse fator de transcricéo
(subunidade p65) (Figura 14). A ativagao desse fator € indispensavel para diversas
funcbées em diferentes tipos celulares. Como citado anteriormente, participa de
processos inflamatorios, induzindo a transcricdo de citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-
6, componentes do sistema NADPH oxidase e moléculas de adesao, que regulam a
migracao celular ao local de resposta. Ainda, em mondcitos, o NF-kB, induzido ou
constitutivo, esta relacionado com regulacédo de ions, balanceamento na produgao
de EROs e transcricdo de genes anti-apoptéticos (Choi et al., 2007; Ginis et al.,
2000; Moon et al., 2010).

Uma vez que o NF-kB esta envolvido diretamente com a diferenciagdo de
monacitos, a ativagdo desse fator de transcrigdo, juntamente com a potencializagéao
da liberagéo de citocinas e expressao de genes dependentes desse fator, confirmam
a nossa hipotese de que as agdes do BAY 41-2272 vao além da ativagado de
respostas agudas dessas células. Ainda, a degradacao de IkBa e fosforilagdo de NF-
kKB foram reduzidas significativamente com a inibigdo da enzima guanilato cilcase
soluvel (pelo ODQ) e da proteina quinase G (pelo DT-3) antes do tratamento com o
farmaco. A ativacéo desse fator pela PKG ja havia sido demonstrada em linfocitos T
(He, Weber, 2003), em células de epitélio pulmonar (Chang et al., 2004) e neurbnios
(Bonthius et al., 2009). No entanto, nossos resultados confirmam a ativagcéo
especifica da GCs pelo BAY 41-2272, acionando a principal quinase dessa via, a
PKG, e ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, essencial para as funcbes dos

mondocitos.
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Para comprovar a importancia desse fator de transcricdo na agao do BAY 41-
2272 sobre as fungdes bioldgicas dos fagocitos mononucleares, avaliamos o sistema
NADPH oxidase em células pré-monociticas U937 knockdown para NF-kB
(U93753%3%4) Nesse contexto, as células U9375%%%% apresentaram uma resposta
acentuada, quando a avaliagao da producao de Oy foi realizada apds duas horas de
tratamento com BAY 41-2272 (Figura 15), sugerindo a fosforilagdo dos

7832/36A pré—

componentes da NADPH oxidase pela PKG. No entanto, em células U93
tratadas por 48 horas com o farmaco ndo observamos o aumento da resposta para
um estimulo secundario com PMA e LPS, como visto em células U937 sem a
mutacédo (Figura 15). Esses resultados confirmam a ativagdo do NF-kB pelo BAY
41-2272, e a necessidade desse fator para o priming dos fagécitos mononucleares.
Ainda, pudemos observar que em células U937 nio tratadas previamente com o
farmaco nao houve inducdo de burst oxidativo pelo LPS, ao passo que as células
incubadas por 48 horas com o BAY 41-2272 responderam a esse estimulo (Figura
15 A). Esse resultado possivelmente esta relacionado ao aumento da expressao de
TLR4 por mondcitos e células pré-monociticas THP-1 induzida pelo farmaco, o que
também foi observado nas células U937 (APENDICE B).

Avaliamos também a expressdo de CYBB e NCF2, em células U937
apresentando ou ndo a mutagao no IkBa. Assim como para os monaocitos de sangue
e células THP-1, houve um aumento da expressao desses genes nas células U937
selvagens tratadas com o BAY 41-2272. No entanto, as células U937%°%%% nzo
apresentaram a inducdo desses genes da NADPH oxidase (Figura 16). Como
discutido anteriormente, varios estudos mostram a importancia do NF-kB para
expressao desses componentes da NADPH oxidase (Anrather et al., 2006; Gauss et
al., 2007; Luengo-Blanco et al., 2008). Esses resultados somam-se ao conhecimento
da literatura e confirmam a importancia desse fator de transcricdo nas acado do
farmaco em fagocitos mononucleares.

O tratamento de mondcitos de sangue e células pro-monociticas (THP-1 e
U937) com BAY 41-2272 ativou vias de sinalizagdo essenciais (NF-kB) para as
funcbes destas células e, consequentemente, aumentou a expressao de receptores
de reconhecimento de patdégenos e diferenciagdo para um perfil mais responsivo a
estes microrganismos. Uma vez que, para individuos imunodeficientes, as terapias
alternativas para o tratamento de infecgdes sio raras, avaliamos o potencial do BAY
41-2272 em mondcitos de pacientes com Doenga Granulomatosa Crénica (DGC) e
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pacientes com deficiéncia de mieloperoxidase (MPO). Nos dois casos, os pacientes
apresentam mutagdes no gene CYBB ou MPO, apresentando GCs, PKG e NF-kB
funcionais (APENDICES C e D).

Nos mondcitos desses pacientes, o tratamento com o farmaco potencializou
significativamente a fagocitose de particulas de zymosan, S. aureus e C. albicans
(Figura 17). Esse aumento da fagocitose foi precedido pela indugdo da expressao
de TLR2 e CD163 (APENDICE E). O aumento no potencial fagocitico das células
dos pacientes com DGC ou com deficiéncia de MPO € um primeiro indicio de que as
vias ativadas pelo BAY 41-2272 podem ser uma rota compensatoria para restaurar a
funcdo de fagdcitos defeituosos. No entanto, o aumento na fagocitose ndo indica
diretamente a indugdo dos mecanismos microbicidas dessas células.

Portanto, avaliamos a producdo de espécies reativas de oxigénio pelos
mondécitos dos pacientes apds o tratamento com o farmaco. Apds o tratamento por
48 horas, o BAY 41-2272 aumentou a producdo de Oy e H,O, por mondcitos de
pacientes com deficiéncia de MPO pds-estimulados com PMA, S. aureus ou C.
albicans (Figuras 18 e 19). No entanto, os mondcitos de pacientes com DGC néo
responderam ao tratamento em relagdo a producéo de reativos de oxigénio. Esses
foram resultados esperados do ponto de vista dos mecanismos afetados em cada
patologia. Os pacientes com deficiéncia de MPO apresentam um sistema NADPH
oxidase funcional, tendo uma falha em converter o H,O, produzido em outros
reativos, como acido hipocloroso (Mauch et al., 2007). Essa falha ficou evidente pelo
fato dos mondcitos desses pacientes produzirem/acumularem grandes quantidades
de Oy e Hy0,. O tratamento potencializou o acumulo desses reativos. Os pacientes
com DGC apresentam mutagdes no gene CYBB, codificador de um dos principais
componentes do sistema NADPH oxidase. Essas mutagdes levam a falha completa
do sistema, impedindo, a principio, qualquer tentativa farmacolégica de aumentar
essa producao.

Mesmo com uma resposta negativa para a produgcao de espécies reativas de
oxigénio por parte dos pacientes com DGC, avaliamos o potencial microbicida de
seus monocitos e também de mondcitos de pacientes com deficiéncia de MPO. Essa
avaliacdo, assim como a fagocitose e avaliacdo de burst oxidativo, foi feita em
relacdo a S. aureus e C, albicans, pois estes sdo dois dos patdogenos mais
comumente associados a essas IDPs. interessantemente, o pré-tratamento com

BAY 41-2272 aumentou significativamente a atividade microbicida dos mondcitos
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dos pacientes (DGC e deficiéncia de MPO) contra os dois patégenos em questao
(Figura 20). Esse é um resultado importante, uma vez que o farmaco n&o reparou
os defeitos nos mecanismos microbicidas dependentes de reativos de oxigénio,
intrinsecos a essas células.

Mesmo sem influenciar no sistema NADPH oxidase / MPO, o BAY 41-2272
potencializou outras respostas das células desses pacientes. Por este motivo, ndo
podemos descartar o efeito do farmaco em mecanismos microbicidas independentes
de reativos de oxigénio. Dentre estes, podemos citar a agdo das V-ATPases, que
acidificam o pH do fagossomo pela transferéncia de H+ (hidrélise de ATP) (Griffiths
et al., 1988). Esta acidificagdo ndo s6 cria um ambiente hostil para o patégenos, mas
também favorece a atividade de uma série de enzimas hidroliticas. Uma dessas
enzimas € a NRAMP1 (do inglés, natural resistance-associated macrophage protein
1), bacteriostatica, que retira do fagossomo ions divalentes (Fe2+, Zn2+ e Mn2+),
importantes cofatores para enzimas dos patdégenos (Cellier et al., 2007). Também ja
foi demonstrada a expressdo de defensinas por macrofagos (Duits et al., 2002;
Nickel et al., 2012). Estas proteinas induzem a permeabilizagdo das membranas das
bactérias pela formagao de canais permeaveis a ions (Lehrer et al., 1993).

Além desses mecanismos, nos quais o BAY 41-2272 pode estar envolvido, a
producdo de oOxido nitrico n&o pode ser descartada. Alguns trabalhos ja
evidenciaram o aumento da produgao de 6xido nitrico por neutrofilos de pacientes
com DGC tratados com IFN-y (Ahlin et al., 1999; Naderi beni et al., 2012). Seguindo
este raciocinio, a possibilidade do farmaco induzir a expressao/ativagcdo da enzima
iINOS deve-se ao fato do promotor do seu gene possuir sitios de ligagao para fatores
de transcrigdo como NF-kB e AP-1, ativados pela via GMPc/PKG (Andoh et al.,
2003; Chang et al., 2009; Siednienko et al., 2011). Essa possivel ativagdo da iNOS é
mais uma importante via a ser avaliada no contexto do tratamento com o BAY 41-
2272, deixando ainda mais clara a acdo do farmaco na reconstituicdo da resposta
imune de mondcitos.

Nossos estudos envolvendo mondécitos humanos comprovaram a ativagao e
diferenciagdo dessas células pelo BAY 41-2272, acionando o NF-kB, fator de
transcricdo indispensavel para as fungdes dos fagocitos mononucleares. Ainda, o
tratamento com farmaco potencializou a atividade microbicida de mondcitos de
pacientes com deficiéncias nas vias de killing dependentes de espécies reativas de
oxigénio (DGC e deficiéncia de MPQO). Passamos, entdo, a estudar os efeitos do
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BAY 41-2272 em modelo animal, pois permitiu a avaliacdo das a¢des sistémicas do
farmaco.

Em  camundongos C3H/HePas, o farmaco foi  administrado
intraperitonealmente de forma aguda, por 48 horas. A principio, a administragdo do
BAY 41-2272 nao alterou o consumo de ragdo ou agua, assim como nao alterou o
comportamento (por exemplo, aumento da agressividade) dos animais. Estudos
anteriores, mostraram que o farmaco, nas doses usadas, ndo apresenta toxicidade
em relagdo ao figado, rins e intestino. Estes estudos nos levam a crer que, a
principio, o BAY 41-2272 n&o apresenta efeitos colaterais severos aos animais.

O tratamento feito pela via intraperitoneal nos permitiu avaliar a migracéo
celular e inducéo de peritonite nesses animais. O BAY 41-2272 induziu um aumento
significativo no numero total de células do peritbnio, sendo esta populagao
constituida principalmente por macréfagos desde as primeiras horas de tratamento
com o farmaco (Figura 22). Esse ambiente caracteriza uma reagao inflamatodria
atipica, uma vez que os neutrofilos sdo as primeiras células a migrar de forma
abundante para os sitios inflamatérios (Afonso et al., 1998). Esta forma atipica de
inflamacéo fica ainda mais evidente se compararmos os efeitos do BAY 41-2272
com a migragdo induzida por tioglicolato, inicialmente composta por
polimorfonucleares que d&o lugar aos macréfagos.

Este dado demonstra in vivo o potencial do BAY 41-2272 em induzir
inflamagédo mediada, principalmente, por fagdcitos mononucleares, nesse caso
macréfagos. Ainda, ndo observamos alteracées no numero de células dos demais
orgéaos linféides avaliados, baco, medula 6ssea e linfonodo mesentérico (Figura 23).
Nesse contexto, o tratamento com o farmaco mostrou um efeito pré-inflamatério no
local de administragdo. Isoladamente, esses resultados mostram que o farmaco
potencializa a migragao celular e induz o acumulo de macréfagos no periténio. Essa
peritonite, a principio, pode ser considerada danosa para o organismo, podendo
levar a leséo tecidual. No entanto, se extrapolarmos esses efeitos para um sitio de
infeccdo, a migragdo de macréfagos sera de grande importancia para resolugéo do
processo infeccioso.

Essa resposta inflamatéria aguda € caracterizada por um aumento na
permeabilidade vascular e no infiltrado celular, levando a formagédo de edema como
resultado do extravasamento de fluido e proteinas, e acumulo de leucdcitos no sitio

inflamatorio. Esse processo envolve muitos mediadores, como histamina,
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serotonina, prostraglandinas e o oxido nitrico, entre outros, os quais sao produzidos
ou liberados por diferentes tipos celulares, como macrofagos, células endoteliais e
células nervosas sensoriais (Arya, Kumar, 2005; Posadas et al., 2004).

Para estudar a extensao dos efeitos pro-inflamatérios do BAY 41-2272,
avaliamos a formagdo de edema de pata induzido por carragenina apds o
tratamento. Os animais tratados com o farmaco por dois dias apresentaram um
edema de pata significativamente maior que aqueles do grupo nao tratado (Figura
24), mostrando atividade pro-edematogénica em um processo inflamatorio
inespecifico, como o induzido por carragenina. Esse resultado condiz com o efeito
vasodilatador descrito como resultado do tratamento com o farmaco em questao
(Cau et al., 2008; Thorsen et al., 2010). Ainda, a via da guanilato ciclase soluvel
possui papel importante no aumento da permeabilidade vascular (Morbidelli et al.,
2010; Schmidt et al., 2008). Ainda, o farmaco, ou o processo gerado por ele,
mostrou ter acdo pro-inflamatéria sistémica, uma vez que o tratamento
intraperitoneal influenciou no processo inflamatoério na pata.

Essa resposta pré-inflamatéria induzida pelo farmaco, assim como tratamento
in vitro de células humanas, pode estar relacionada com os fagdcitos
mononucleares. Nesse contexto, observamos que o tratamento com BAY 41-2272
aumentou a habilidade de espraiamento dos macrofagos peritoneais (Figura 25 A).
Essa é uma importante caracteristica de macréfagos ativados, uma vez que esta
associada com o aumento na migragao e atividade fagocitica. E este fato fica claro
na potencializacdo da fagocitose por essas células (Figura 25 B). E importante
ressaltar que esses resultados sdo de habilidades ex vivo dos macrofagos, uma vez
que o estas células foram obtidas de animais tratados com o BAY 41-2272 e nao
receberam nenhum estimulo in vitro posterior. O aumento no espraiamento €
importante tanto para a o processo de fagocitose e também para os processos
migratorios para os sitios inflamatorios (Tatefuji et al., 1996). Ao lado desta
propriedade, a fagocitose constitui a primeira linha de interagdo entre os macrofagos
e patogenos, como ja discutido.

Alteragcbes no espraiamento e na atividade fagocitica implicam em mudancgas
de expressdo de moléculas de membrana e alteragbes morfologicas dos
macrofagos. Béran et al. (2008) mostraram que tanto ANP - ativador de guanilato
ciclase soluvel, quanto dibutyryl-GMPc - analogo permeavel de GMPc, promovem

uma rapida liberacdo e aumento de tamanho de filamentos em microglia. Essas
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alteracées morfologicas envolvem o aumento e redistribuicdo de f-actina, resultando
no aumento da atividade fagocitica (Stuart et al., 2007). Os rearranjos de actina e
fagocitose de particulas inertes sado bloqueados por inibidores de PKG (Béran,
Garcia, 2007). Essas evidéncias anteriores, juntamente com 0s nossos resultados,
confirmam que a via ativada pelo BAY 41-2272 ativa diretamente em fungbes
importantes dos macrofagos.

Ndo s6 a fagocitose, mas também a producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio estdo relacionadas a quase todas as respostas
antimicrobianas. Em nosso estudo, apesar do aumento na atividade fagocitica, ndo
observamos um aumento na liberacdo espontanea de peréxido de hidrogénio
(Figura 26 A). Este resultado pode estar relacionado com vias anti oxidantes
ativadas pela GMPc e, principalmente, AMPc. Essas vias estdo envolvidas na
ativacdo de PGC-1a (do inglés Peroxisome proliferator-activated receptor-y
coactivator) e de Gpx-1 (do inglés Glutathione peroxidase 1), com importante
propriedade antioxidante (Lu et al., 2010). Essa propriedade antioxidante tem papel
importante, pois promove a eliminacao e inibicdo de radicais livres o que da protecao
ao organismos durante os processos inflamatérios, infecciosos e doengas
degenerativas (Gupta et al., 2004).

Contudo a propriedade antioxidante do BAY 41-2272 ndo parece ser
permanente, uma vez que a adigao de PMA as culturas de macrofagos provenientes
de camundongos tratados com o farmaco induziu a liberagdo de altos niveis desse
H20,. O PMA é um potente iniciador do burst oxidativo, uma vez que ele ativa a PKC
(Pontremoli, Melloni, 1988). Entdo, nossos resultados indicam que o tratamento com
BAY 41-2272 age pré-ativando os macréfagos, o que pode acentuar a subsequente
atividade microbicida dessas células. Além disso, a existéncia de um controle
antioxidante diminui a possibilidade de danos teciduais durante a inflamagao
induzida pelo farmaco.

Apesar do tratamento com BAY 41-2272 nao ter induzido a liberagao
espontanea de H20,, ele aumentou a produgéo espontanea de oxido nitrico (Figura
26 B). Esse reativo tem papel importante na resposta microbicida, como sinalizador
para outras células imunes ou efetivamente degradando DNA, proteinas e lipideos
dos patogenos (Fang, 1997; Joerink et al., 2006; Tripathi et al., 2007). A producao de
NO por macrofagos ativados é um resultado da indugédo e da expressao génica de
iINOS (MacMicking et al., 1997). O BAY 41-2272 ativa fatores de transcricdo, como
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NF-kB e AP-1, que se ligam ao promotor do gene dessa enzima (Andoh et al., 2003;
Chang et al., 2009; Siednienko et al., 2011). O aumento da producdo de NO por
macrofagos murinos, induzido pelo farmaco, constitui um passo a mais para explicar
como o tratamento com o farmaco restaurou a fungdo microbicida dos mondcitos de
pacientes com DGC.

Todos os efeitos do BAY 41-2272, ativando os macrofagos, nos levaram a
avaliar o potencial do farmaco para controlar infecgbes in vivo. A administragdo do
BAY 41-2272 48 horas apds a infecgdo, aumentou significativamente a
sobrevivéncia dos animais desafiados com C. albicans (Figura 27 A). Em relagdo ao
desafio com S. aureus, o tratamento ndo se mostrou tao eficiente (Figura 27 B). As
diferentes respostas aos patdogenos, podem ser relacionadas aos mecanismos
ativados pelo BAY 41-2272, mais direcionados a resposta contra fungos. O S.
aureus induz um quadro pro-inflamatério intenso (Niska et al., 2012), o que pode ter
sido potencializado pela administracdo do farmaco. Esses quadros de inflamacéao
severas sao tdo ou, em muitos casos, mais nocivos ao organismo que a propria
infecgdo (Nguyen, Nguyen, 2009). No entanto, necessitamos de mais evidéncias,
como citocinas pro-inflamatoérias (IL-13, IL-6, TNF-a) e analise histolégica de 6rgédos
(verificar a presencga de infiltrados de neutréfilos), para comprovar essa inflamagéao
desregulada.

A partir dessas observacgoes, testamos o farmaco em um modelo de infecgéo
subcutdneo, com o objetivo de minimizar os efeitos da inflamacéo gerada pelo
patégeno. Além disso, esse modelo nos permitiu tratar os animais diretamente no
local da infeccédo (injecdo do farmaco na lesdo da pata) ou de forma sistémica
(aplicagéo do farmaco no periténio do animal). Assim como no modelo de infecgéo
na cavidade peritoneal, os animais tratado com BAY 41-2272 apresentaram melhor
resposta a C. albicans, sendo seu efeito maior quando o tratamento foi local (Figura
28 B). Os resultados em modelos humanos, mostram que os mondcitos séo ativados
pelo tratamento com o BAY 41-2272, aumentando vias essenciais para defesa
contra candida, como expressdo de TLR2. Nossos resultados in vivo confirmam
essa ativacdo, definindo o efeito do farmaco na inducdo da resposta contra C.
albicans.

Em relacdo a infeccédo por S. aureus, somente o tratamento intralesional na
dose mais alta surtiu efeito na diminuicdo do tamanho da pata (Figura 28 C e D).

Nossos estudos apresentam muitas evidéncias de que o farmaco ativa de forma
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eficiente os fagocitos, desse modo fica mais forte a sugestdo de que o BAY 41-2272
potencialize uma inflamagdo no local da infeccdo pela bactéria. Kinsman et al.
(1981) testaram as reacdes inflamatodrias da proteina A, constituinte da parede de S.
aureus, e identificaram uma resposta de edema em tecido injetado com esta
proteina. Esse tipo de resposta gerada pela bactéria, agregada a reposta pro-
inflamatdria do BAY 41-2272, pode ser o motivo da nao redu¢ao no tamanho da pata
infectada. Sugerimos entdo que o aumento na espessura da pata ndo se da pela
presengca e aumento da infecgdo, mas sim pela manutencdo do influxo de células
inflamatdrias para o sitio de resposta.

Uma vez que nao temos os cortes histoldgicos para comprovar o influxo de
células inflamatorias para o sitio infeccioso e eliminagdo do patégeno, investigamos
o efeito in vitro e ex vivo do BAY 41-2272 sobre a capacidade microbicida dos
macrofagos peritoneais. Nesse contexto, o farmaco, tanto in vivo quanto ex vivo,
potencializou a atividade microbicida dos macrofagos peritoneais (Figura 29). Esse
aumento na resposta microbicida se deu, de forma similar, em relagdo aos dois
patogenos. Esses resultados comprovam o potencial do farmaco para tratar
infecgcbes por fungos, especificamente por C. albicans, como mostrado pelo modelo
in vivo. Além disso, nossos dados mostram que o tratamento é eficiente em
promover o killing de S. aureus. Dessa forma, nossa hip6tese de que a aparente nao
resolucdo da infecgdo por S. aureus nos modelos in vivo (Figuras 27 e 28), na
verdade constitui uma manutengdo da inflamagcdo gerada pelo patéogeno e
potencializada pelo farmaco. Ainda, essa acentuagdo da atividade microbicida,
provavelmente € consequéncia do aumento da fagocitose, do burst oxidativo e da
producdo de reativos de nitrogénio. No entanto, ndo podemos excluir a participagéao
de outros processos, como acidificagdo do pH do fagossomo, transporte de ions e
liberacdo de enzimas lisossomais e de granulos, n&o avaliados até o presente
momento.

Outro ponto importante foi o fato do tratamento ex vivo mostrar ser mais
potente que o in vitro. Sabemos que o ambiente fisiologico (organismo) € mais
complexo que o artificial (meio de cultura), apresentando células e mediadores
quimicos envolvidos com a ativagdo e modulagdo das respostas imunoldgicas.
Provavelmente, a acdo do BAY 41-2272 direta ou indireta, passando pelos
macréfagos, gera um ambiente com um numero significativamente maior de

estimulos para resposta imune adequada.
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Como um todo, nossos resultados comprovam o potencial do BAY 41-2272
como ativador de mondcitos. Tanto in vitro, quanto em um ambiente fisiolégico, o
farmaco demonstrou ser muito eficaz no controle dos processos infecciosos. Além
disso, demonstramos que a via da guanilato ciclase soluvel (GCs>GMPc->PKG)
apresenta papel importante na diferenciagcdo/ativagdo dos mondcitos. A regulagao
da resposta desses fagocitos pelo BAY 41-2272 ocorre, entre outros mecanismos
pelo acionamento do fator de transcricdo NF-kB. Ainda mais importante, o
tratamento com o BAY 41-2272 in vitro, recuperou o potencial microbicida de
monacitos de pacientes com DGC e deficiéncia de MPO. Esses dados mostram que
o estudo de vias de sinalizagdo dos fagocitos podem levar ao desenvolvimento de

novas terapias para o controle de infecgdes em pacientes imunodeficientes.
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Nossos estudos confirmaram o potencial do agonista de guanilato ciclato

soluvel, BAY 41-2272, como alternativa para o tratamento de infeccbes em

pacientes imunodeficientes, pela sua agao na diferenciagao e ativacdo de mondcitos

humanos. Ainda, o tratamento com o BAY 41-2272:

induziu a diferenciacdo de monocitos de sangue periférico (PBM) e células
THP-1, aumentando a expressao de CD11b, CD18, CD14, TLR4, TLR2 e
CD163;

induziu, em PBM e THP-1, um perfil pré-inflamatério, aumentando a produgéao
de TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-12p70;

induziu a expressédo génica (CYBB, CYBA e NCF2) e protéica (p6
gp91PHOX)

mecanismo microbicida dos fagdcitos mononucleares;

7PHOX e

dos componentes do sistema NADPH oxidase, importante

ativou o fator de transcricdo NF-kB (p65) de forma dependente de guanilato
ciclase soluvel e PKG;

restaurou a atividade microbicida contra S. aureus e C. albicans de mondcitos
de pacientes com Doenca Granulomatosa Crénica ou com Deficiéncia de
Mieloperoxidase.

Os dados gerados a partir do modelo animal, corroboram com a idéia de que

o BAY 41-2272, pode ser usado como tratamento contra infecgbes. Além disso, o

BAY 41-2272 administrado intraperitonealmente em camundongos C3H/HePas:

induziu peritonite atipica, com intensa migragao celular de macréfagos, desde
as primeiras horas de tratamento;

induziu um ambiente pro-inflamatorio ndo sé no peritbnio, mas sistémico,
acentuando o efeito da carragenina injetada na pata;

ativou mecanismos essenciais da resposta dos macrofagos peritoneais a
infecgdes (fagocitose, produgédo espontanea de oxido nitrico e de peroxido de
hidrogénio induzida por PMA);

acentuou a resposta microbicida dos macréfagos peritoneais a S. aureus e C.

albicans, aumentando a sobrevida dos camundongos a essas infecgodes.
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APENDICE A - Degradac&o de IkBa em células U937 selvagens e com vetor

Contagem
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As células U937 selvagens (WT), com vetor contendo IkBa mutado ou contendo vetor vazio
(1 x 10°) foram tratados por 5 e 15 minutos com TNF-a (1000 U/mL). Apds tratamento, as
células foram permeabilizadas e marcadas para avaliagdo da expressdo de IkBa por
citometria de fluxo. A figura representa a gedradacao do IkBa baseada na diminui¢ao de sua
marcacdo. Em cinza, as células ndo marcadas. A linha preta representa a marcagao para o
IkBa em cada tipo celular e em cada tempo de tratamento.
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APENDICE B - Expressdo de TLR4 em células U937 knockdown para NF-kB
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As células U937 (1 x 10°) selvagens (A), knockdown para NF-kB (B) e com vetor vazio (C)
foram tratados por 48 horas com PMA (100 nM), IFN-y (100 U/mL) associado a TNF-a (1000
U/mL) (IFN/TNF) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 uM). Apés tratamento, as células foram marcadas
para avaliacdo da expressao de TLR4 por citometria de fluxo. Os resultados expressam a
média da intensidade de fluorescéncia (MIF) £ s.e.m, (n = 5 experimentos, em ftriplicata). *
para ANOVA, p < 0,05 em relagéo ao controle nao estimulado (NE).
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APENDICE C - Funcéo da Guanilato Ciclase Solivel em mondcitos de pacientes
com DGC e deficiéncia de MPO

2004 * * *
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Efeito do BAY 41-2272 sobre os niveis intracelulares de GMPc, com inibicdo especifica por
com ODQ, em células PBM de pacientes com Doenga Granulomatosa Crénica (DGC) ou
deficiéncia de mieloperoxidase (MPO™). As suspensées celulares (5 x 10° células/mL) foram
incubadas com doador de 6xido nitrico SNAP (30 pM) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 uM),
associados ou ndo ao ODQ (100 pM). Resultados representam média + s.e.m. da
concentragdo de GMPc (fmol/mL) (n= 7 individuos controles, 2 pacientes com DGC e 2

pacientes com MPO-/-, em ftriplicata). * para ANOVA p<0,05 em relagdo a producéo basal
média de GMPc (linha tracejada).
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APENDICE D - Ativacéo de NF-kB, dependente de PKG, em mondcitos de pacientes
com DGC e deficiéncia de MPO
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Os PBM (1 x 10°) de pacientes com DGC ou deficiéncia de MPO foram TNF-a (1000 U/mL,
por 15 minutos) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 uM, por 60 minutos). Apos tratamento, as células
foram permeabilizadas e marcadas para avaliacdo da expressdo de NF-kB (p65)
fosforilado (pS529) por citometria de fluxo. Os resultados expressam média da intensidade
de fluorescéncia (MIF) £+ s.e.m, (n= 7 individuos controles, 2 pacientes com DGC e 2
pacientes com MPO-/-, em ftriplicata). * para ANOVA, p < 0,05 em relagdo ao controle nédo
estimulado (NE); # para ANOVA, p < 0,05 em relagdo ao mesmo grupo nao tratado com os
inibidores. DT-3: inibidor de PKG.
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APENDICE E - Expressao de TLR2 e CD163 em mondcitos de pacientes com DGC
e deficiéncia de MPO
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Os PBM (1 x 10°) de pacientes com DGC ou deficiéncia de MPO (MPO-/-) foram tratados
por 48 horas com IFN-y (100 U/mL) ou BAY 41-2272 (1 ou 3 uM). Apds tratamento, as
células foram marcadas para avaliagdo da expressdo de TLR4 (A) e CD163 (B) por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média da intensidade de fluorescéncia (MIF)
+ s.e.m, (n= 7 individuos controles, 2 pacientes com DGC e 2 pacientes com MPO-/-, em
triplicata). * para ANOVA, p < 0,05 em relagao ao controle nao estimulado (NE).
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APENDICE F - Soeiro-Pereira PV, Falcai A, Kubo CA, Oliveira-Junior EB, Marques
OC, Antunes E, Condino-Neto A. BAY 41-2272, a soluble guanylate cyclase agonist,
activates human mononuclear phagocytes. Br J Pharmacol. 2012 Jul;166(5):1617-
30.



