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RESUMO 
 
Pereira PVS. BAY 41-2272: um imunomodulador com potencial para o controle de 
infecções [Dissertação Mestrado em Imunologia]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2008. 
 
 
A ativação dos fagócitos é um ponto crítico para a defesa contra vários patógenos. 
Defeitos nos componentes do Sistema NADPH oxidase, gerador dos reativos de 
oxigênio, desabilitam os fagócitos de destruir e processar microorganismos 
englobados pela ação desses reativos. Por isso a importância de estudos que 
desenvolvam alternativas para a ativação dessas células. BAY 41-2272, um fármaco 
ativador de Guanilato Ciclase solúvel, em um sítio heme dependente, consegue 
estimular a produção de cGMP, uma importante molécula sinalizadora intracelular. 
Oliveira-Junior e colaboradores (2007) mostraram o efeito desse fármaco na indução 
da produção de superóxido por células THP-1, uma linhagem pró-monocitica 
humana. Nosso estudo visou investigar os efeitos do BAY 41-2272 na ativação de 
fagócitos de sangue periferico. Para este propósito avaliamos a liberação de 
superóxido, fagocitose, atividade microbicida, produção de citocinas e expressão 
gênica das células tratadas com o fármaco em questão. Foram usados PBMC, 
neutrófilos e a linhagem celular THP-1 que receberam ou não o tratamento em 
cultura com BAY 41-2272 (1 µM ou 3 µM), de forma aguda, por 1h, ou crônica, por, 
48h a 37 °C. A liberação de ânion superóxido foi avaliada pelo ensaio da redução do 
citocromo c inibido especificamente pela superóxido dismutase; a fagocitose foi 
analisada através da co-cultura com partículas de Zymosan e contagem das células 
com partículas englobadas; a atividade microbicida foi mensurada por meio da co-
cultura com E. coli enteropatogênica seguida pela contagem das CFU formadas 
pelas bactérias recuperadas dos fagócitos; a dosagem das citocinas foi realizada 
pelo método de ELISA; e a expressão do gene CYBB, codificador da gp91phox – um 
dos principais componentes da NADPH oxidase – por PCR em tempo real. Todos os 
tipos celulares responderam aos tratamentos. Os PBMC, neutrófilos e THP-1 
tratados com BAY 41-2272 produziram significativamente mais superóxido (cerca de 
50% mais), e apresentaram atividade fagocítica significativamente maior (cerca de 
54% mais) do que o grupo controle. Consequentemente houve um aumento na 
atividade microbicida (cerca do dobro). O BAY 41-2272 também induziu a liberação 
de TNF-α por todas células testadas e aumentou a expressão do gene CYBB que 
codifica a protéina gp91phox nas células THP-1 e PBMC. Este fármaco, 
especialmente na dose de 3 µM, ativou fagócitos em todos os aspectos avaliados. 
Esses efeitos serão explorados em seus aspectos translacionais na busca por novas 
terapias destinadas ao controle de infecções, principalmente no caso das 
imunodeficiências. 
 
Palavras-chave: BAY 41-2272; Fagócitos; Atividade Microbicida; Expressão gênica; 
NADPH oxidase. 
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ABSTRACT 

Pereira PVS. BAY 41-2272: a potential immunomodulator to control infections 
[Master thesis Immunology]. São Paulo: Biomedical Sciences Institute, University of 
São Paulo; 2008. 
 
Phagocytes activation is critical for the host defense against pathogens. Molecular 
defects affecting the NADPH oxidase system, generator of reactive oxygen species, 
impair these cells to destroy and process ingested microorganisms. Thus it is 
important to perform new studies regarding the development of alternative pathways 
to activate these cells. BAY 41-2272, a heme dependent soluble Guanylate Cyclase 
activator, stimulate cGMP production, an important intracellular signaling molecule. 
Oliveira-Junior et al. (2007) showed that this drug induces superoxide production by 
THP-1 cells, a pro-monocyte human cell lineage. Our study aimed to investigate the 
effects of BAY 41-2272 on the activation of peripheral human blood phagocytes. For 
this purpose we evaluated superoxide release, phagocytosis, microbicidal activity, 
cytokines production, and gene expression of cells treated with BAY 41-2272. PBMC, 
neutrophils and THP-1 cells receveid or not acute (1h) and chronic (48h) treatment 
with BAY 41-2272 (1 µM or 3 µM). The superoxide release was evaluated by the 
superoxide dismutase specifically inhibitable cytochrome c reduction assay; 
phagocytosis was examined by co-culture with Zymosan followed by counting of 
ingested particles, microbicidal activity was measured by co-culture with 
enteropathogenic E. coli followed by counting CFU by recovered bacteria from 
phagocytes, cytokines release were assayed by ELISA, and the gene expression of 
gp91phox encoder CYBB – one of the main components of NADPH oxidase – was 
performed by real-time PCR. All cell types responded to BAY 41-2272 treatment. 
PBMC, neutrophils, and THP-1 treated with BAY 41-2272 produced significantly 
more superoxide (about 50% more), and had a significantly higher phagocytosis 
(around 54% more) than the control group. Consequently there was an increase of 
microbicidal activity (approximately double). The treatments also induced cells to 
release TNF-α. CYBB expression increased in THP-1 and PBMC. BAY 41-2272, 
especially at 3 µM, showed great potential on phagocyte activation, in all evaluated 
aspects. This potential can be further investigated in the search for new therapies 
controlling infections, particularly in patients with immunodeficiencies. 
 
Key words: BAY 41-2272; Phagocytes; Microbicidal Activity; Gene expression; 
NADPH oxidase. 
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1.1 IMUNIDADE INATA 
 

O sistema imune tem sido tradicionalmente classificado em componentes 

inatos e adaptativos, cada qual com diferentes vias e funções. Os componentes 

adaptativos são organizados em torno de duas classes de células especializadas, 

linfócitos T e B. Cada linfócito dispõe de um único tipo de receptor, mas o repertório 

de receptores de antígenos na população inteira é muito grande e extremamente 

diverso (Fearon e Locksley, 1996). O tamanho e diversidade deste repertório 

aumentam a probabilidade de um linfócito individual encontrar um antígeno que se 

ligue ao seu receptor, recebendo os sinais necessários para sua ativação e 

proliferação. Este processo, chamado de seleção clonal, é uma das propriedades 

básicas do sistema imune adaptativo (Medzhitov e Janeway, 1997). 

 

A expansão clonal frente a uma resposta a infecção é absolutamente 

necessária para a geração de uma resposta imune eficiente. De qualquer modo, 

essa resposta leva de três a cinco dias para produzir um número suficiente de 

clones que serão então diferenciados em células efetoras (Ezekowitz e Hoffman, 

1998), o que é tempo mais do que suficiente para o patógeno causar danos ao 

hospedeiro. Em contrapartida, os mecanismos efetores da imunidade inata, incluindo 

fagócitos, peptídeos microbicidas e componentes do sistema complemento, são 

ativados imediatamente após a infecção e controlam rapidamente a replicação do 

patógeno infectante (Salyers e Whitt, 1994). Por esta razão, conter a infecção antes 

da ativação dos linfócitos foi considerado por muito tempo a função principal da 

imunidade inata. De qualquer modo, hoje considera-se que o sistema imune inato 

possui muito mais importância e vias fundamentais na defesa do organismo (Zhang, 

et al., 2000). 

 

Em relação ao componente humoral da resposta imune inata, o sistema 

complemento constitui uma das principais defesas do organismo. Esse sistema é 

composto por um conjunto de proteínas, solúveis e de superfícies celulares, que 

participam não só de funções imunes importantes, como na resposta inflamatória, 

mas também da manutenção do funcionamento fisiológico normal do organismo. 

Estas proteínas plasmáticas do complemento estão sob a forma de precursores 

inativos que são ativados por proteólise limitada. Esses precursores geram 
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proteases que clivam as cadeias polipeptídicas dos componentes seguintes das vias 

gerando uma ativação em cadeia do sistema. Na resposta inata a ativação do 

complemento se dá pela via alternativa (Morgan, 1990; Farries e Atkinson, 1991). Os 

estímulos que ativam esse sistema encontram-se em todo o organismo, no entanto 

há um controle estrito por proteínas reguladoras, evitando o dano potencial ao 

próprio organismo e o desgaste desmedido dos componentes da via ativada. No 

caso do sistema imune inato, a via de ativação é a chamada via alternativa 

(Janeway, et al., 2001). 

 

Também os peptídeos antimicrobianos são antigas ferramentas evolutivas do 

sistema imune contra patógenos, amplamente encontrados na natureza em 

bactérias, protozoários, plantas e animais (Zelezetsky, et al., 2005). Desde o seu 

descobrimento em invertebrados, mais de 170 moléculas com propriedades 

antimicrobianas foram isoladas de artrópodes, anfíbios, plantas e mamíferos (Bulet, 

et al., 1999). Todas elas compartilham características gerais, como peso molecular 

em torno de 5-10kDa, carga positiva em pH fisiológico, e a maioria é de moléculas 

anfipáticas (possuem um grupo hidrofóbico e um grupo hidrofílico), apresentando 

fitas β, ponte dissulfeto, α-hélices ou misturas dessas estruturas (Bulet, et al., 1999). 

A maioria dos peptídeos possui a capacidade de degradar inespecificamente a 

membrana de uma variedade de microrganismos, levando-os então à morte. Dentre 

estas moléculas antimicrobianas, podemos citar como exemplo as defensinas (Mark, 

et al., 1996; Takemura, et al., 1996; Yamashi e Gallo, 2008).  

 

Dentre as células envolvidas na imunidade inata podem ser destacadas as 

células NK, células dendríticas e os fagócitos, sendo estes últimos extremamente 

importantes nas respostas contra a maioria dos patógenos. As principais células 

fagocíticas são os monócitos/macrófagos e os neutrófilos (Janeway e Medzhitov, 

2002). Estas células têm como funções primárias a identificação, ingestão 

(fagocitose) e eliminação de microrganismos e restos celulares, além de 

imunocomplexos circulantes. Os neutrófilos ou leucócitos polimorfonucleares (PMN) 

são muito abundantes e seus precursores estão em constante processo de 

desenvolvimento na medula óssea. Seu tempo de diferenciação leva em média dois 

meses, atingindo plena diferenciação terminal antes de sua liberação para a 

periferia. Os neutrófilos são ricos em grânulos com enzimas (colagenase, elastase e 
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lisozimas) e uma vez liberados têm um período de vida muito curto, logo entrando 

em apoptose (4-8 horas, em média) caso não iniciem uma resposta em sítio 

inflamatório (Gombart e Koeffler, 2002). Os macrófagos (MØ) são células teciduais, 

sendo os monócitos sanguíneos seus precursores. Os macrófagos são 

extremamente importantes não só na resposta efetora para eliminação direta dos 

microrganismos, mas também na regulação da resposta inflamatória por meio da 

produção de citocinas e ativação de vários tipos celulares. Ao contrário dos 

neutrófilos, os macrófagos não são completamente diferenciados, podendo sofrer 

divisões, além de evoluírem para outros níveis de diferenciação no decorrer do 

processo inflamatório (Albiger, et al., 2007). 

 

Caracterizar mais profundamente estas células é essencial para entender seu 

funcionamento, contribuição e relevância para a defesa do organismo. 

 

1.2 FAGÓCITOS 
 

Os fagócitos polimorfonucleares (PMN) e mononucleares 

(monócitos/macrófagos) são oriundos da linhagem mielomonocítica. A partir de 

progenitores celulares precoces (stem cells) que recebem uma série de estímulos na 

medula óssea, como fatores de crescimento (CSF, IL-3), há a formação do 

progenitor mielóide. Esse segundo progenitor recebe outros estímulos (GM-CSF, IL-

3, IL-6) que levam à formação do progenitor de granulócitos, via estimulação por 

GM-CSF, G-CSF e IL-8, e monócitos, pela estimulação por GM-CSF e M-CSF (Lee, 

1992; Naito, 2008). 

 

Os monócitos (MN) estão presentes no sangue, constituindo 3 a 8% dos 

leucócitos circulantes. Os macrófagos não circulam no sangue, são células que 

aparecem no tecido conjuntivo ou no parênquima de algum órgão, e originam-se de 

monócitos, que migraram até o local. Os monócitos têm núcleo ovóide, ou em forma 

de rim e o citoplasma basófilo, com grânulos azurófilos. É diferente do macrófago, 

que é uma célula grande, amebóide com retículo endoplasmático rugoso e complexo 

de Golgi desenvolvidos (Morrissette, et al., 1999). 
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Os macrófagos (MØ) são células de altíssimo poder fagocítico. Aumentam 

significativamente seu grau de ativação quando estimulados por interferon gama 

(IFN-γ), geralmente produzido por linfócitos T helper. Essa citocina estimula a fusão 

dos lisossomos com o fagossomo para que haja uma digestão intracelular mais 

eficiente dos patógenos ingeridos. Estes fagócitos possuem diversas enzimas 

hidrolíticas em seus lisossomos que contribuem para a degradação do patógeno. 

Além dessas enzimas há liberação de reativos intermediários do oxigênio, como o 

superóxido, radical hidroxila e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Estes oxidam as 

membranas celulares dos patógenos levando a formação de pontes dissulfeto entre 

os aminoácidos cisteína de diversas proteínas estruturais da bactéria, o que leva à 

morte das mesmas (Appelberg, 2006). 

 

Podem ser ressaltadas duas funções importantes para estas células. A primeira 

seria a de clearance – os macrófagos são células que fazem a “limpeza” de tecidos 

necrosados, ou que passam por processo inflamatório. Eles fagocitam restos 

celulares, células mortas, proteínas estranhas ao organismo, calo ósseo que se 

formou numa fratura, tecido de cicatrização exuberante, etc. Após esta “limpeza”, 

geralmente os fibroblastos ativos (no caso de uma necrose) vão ao local e 

preenchem o espaço com fibras colágenas. A segunda função seria a de 

imunomodulador, como produtor de citocinas. O macrófago é o principal produtor da 

interleucina I (IL-1). Ele produz a IL-1 quando fagocita organismos estranhos 

(micróbios), dando sinal a outras células do sistema imune, desencadeando uma 

resposta mais completa e/ou complexa. Esta citocina estimula a ida de linfócitos T 

CD4+ até o local da infecção, onde há interações com os próprios macrófagos para 

uma melhor resposta. Além disso, a IL-1 estimula a expansão clonal dos linfócitos T 

helper e dos linfócitos B específicos contra aquele patógeno. Além da IL-1, há a 

produção de IL-12, que induz a produção de IFN-γ pelos linfócitos, citocina essa que 

irá ativar os macrófagos (Kern, et al., 1995; Bogdan, 2006). 

 

Ainda há um outro papel para os macrófagos, o de “apresentador” de 

antígenos. Os macrófagos são células que fagocitam o antígeno e o degradam no 

fagolisossomo. Ao mesmo tempo são sintetizadas moléculas do MHC de classe II, 

que se combinarão com o epítopo para apresentação deste ao linfócito T, que 

reconhece este complexo “epítopo/molécula de MHC” pelo seu complexo 
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TCR/CD3/CD4. Esta ligação estimulará vias de sinalização importantes para a 

produção de citocinas, expressão de moléculas e vários outros sinais que modularão 

o sistema imune, inclusive de outros fagócitos, como os neutrófilos (Unanue, 1986; 

Mellman, et al., 1998). 

 

Os neutrófilos correspondem a aproximadamente metade dos leucócitos 

circulantes em muitas espécies animais. Diferem de outros polimorfonucleares por 

apresentarem núcleos multilobulados e grânulos citoplasmáticos distintos. Estes 

incluem grânulos primários ou azurófilos, secundários ou específicos e terciários, os 

quais contêm enzimas, proteínas e glicosaminoglicanos que se acredita, participam 

de muitas funções destas células (Hellewell e Williams, 1994). 

 

Juntamente com os macrófagos exercem um papel importante na defesa do 

organismo contra patógenos, sendo a migração desta célula para dentro dos tecidos 

crucial para a sobrevivência dos mesmos (Lehrer, et al., 1988). Crianças com 

anormalidades na migração de neutrófilos apresentam infecções recorrentes graves 

(Beatty, et al., 1984; Geha, et al., 2007) e animais “depletados” experimentalmente 

de neutrófilos circulantes mostraram-se incapazes de combater bactérias (Weiss, et 

al., 1982). 

 

Os neutrófilos são atraídos quimiotaticamente por microorganismos e por 

corpos estranhos presentes nas áreas de inflamação. Em seguida, ocorre a 

fagocitose e em conseqüência desta, os microrganismos englobados são mortos por 

proteínas citotóxicas oriundas de grânulos citoplasmáticos e/ou por espécies 

reativas de oxigênio (Stites e Terr, 1991). Sabe-se que estas células também são 

envolvidas na síntese e liberação de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-α), apresentando, 

portanto, uma função imunomoduladora, além da função de fagocitose e killing. 

 

Diferentes trabalhos indicam que estas espécies reativas derivadas do oxigênio 

têm participação nos processos de inflamação, morte celular e tecidual, 

transformação neoplásica, aterosclerose e envelhecimento (Hammond, et al., 1985). 

Por sua rapidez e eficiência na produção de reativos de oxigênio, a mensuração dos 

níveis de liberação destes é considerada um parâmetro importante na avaliação da 

ativação de fagócitos (Witko-Sarsat, et al., 2000). 
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Com relação ao papel imunomodulador dos neutrófilos, é possível relacionar 

esta atividade com a produção de IL-1, transcritas por estas células dentro de 2 a 6 

horas após a estimulação com LPS, IL-1α ou GM-CSF (Lord, et al., 1991). A IL-1 

produzida por neutrófilos pode servir para inúmeras funções, como estimulação de 

síntese e liberação de proteínas da fase aguda, aumento da ativação de macrófagos 

e a indução de outras citocinas, como IL-6, IL-8 e GM-CSF (Dinarello, 1991). 

Juntamente com outra citocina produzida pelos neutrófilos, o TNF-α, a IL-1 pode 

induzir a formação do edema inflamatório, devido ao aumento da permeabilidade 

vascular, febre, pela indução da liberação de prostaglandinas e leucotrienos, e 

demais processos envolvidos com a inflamação tecidual (Abe, et al., 1990). 

 

Os mecanismos que essas células possuem para realizar a eliminação de 

microrganismos nocivos serão mais detalhados no tópico seguinte. 

 

1.3 MECANISMOS DE ELIMINAÇÃO DE PATÓGENOS 
 

O primeiro passo para a eliminação de patógenos pelos fagócitos é exatamente 

a internalização destes microrganismos. Este processo de englobamento é 

denominado fagocitose. Esse processo é restrito a certas células como células 

dendríticas, eosinófilos, macrófagos e neutrófilos, sendo usualmente mediado por 

receptores na superfície das células. Por exemplo, moléculas opsonizantes, como a 

IgG, aumentam a fagocitose e modulam a resposta inflamatória através da interação 

com os receptores de superfície que reconhecem a porção Fc do anticorpo ligado ao 

patógeno (FcγRs) (Ravetch, 2001). 

 

Após a fagocitose, os neutrófilos, eosinófilos, monócitos e macrófagos 

possuem diversos mecanismos para eliminar os microrganismos. Os principais 

mecanismos envolvidos são a produção e secreção de enzimas lisossomais, a 

acidificação do pH (3-5,4) dos fagossomos, a produção de reativos de nitrogênio 

(óxido nítrico – não comprovado na espécie humana), a síntese de peptídeos 

microbicidas (defensinas e proteínas catiônicas), produção de competidores 

(lactoferrina) e a síntese de produtos tóxicos derivados do oxigênio (Djaldetti, et al., 

2002). 
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A acidificação do pH do fagossomo se dá por uma série de fatores que 

envolvem a mudança de polaridade e do potencial elétrico da membrana desta 

estrutura e a migração de íons para dentro e fora desse compartimento. A presença 

de enzimas geradoras de radicais livres, como a NADPH oxidase, contribui bastante 

para essa mudança de potencial e para a migração de íons pela membrana do 

fagossomo (Rada, et al., 2004). Estudos mostram que após a diminuição ou 

reversão no potencial da membrana, há alteração no padrão de movimentação de 

todas as outras moléculas carregadas, favorecendo a movimentação de cátions e 

ânions. O influxo de íons H+ e mais recentemente de íons K+, foi demonstrado em 

PMN ativados (Kapus, et al., 1993). Essa movimentação é muito importante para a 

acidificação do fagossomo. Esse pH ácido é uma importante “ferramenta” para a 

eliminação de patógenos, pois uma parcela destes microrganismos não resiste a 

essas condições físico-químicas (Ahluwalia, et al., 2004). Ainda, algumas enzimas 

lisossomais têm seu funcionamento ótimo em pH ácido, sendo então essa mudança 

necessária também como fator indireto na atividade microbicida (Reeves, et al., 

2002). 

 

Assim como a acidificação do pH, as enzimas lisossomais ou de outros 

grânulos dos fagócitos constituem mecanismos não oxidativos importantes 

envolvidos com a degradação de patógenos. Por exemplo, os neutrófilos humanos 

contêm um grande número de grânulos citoplasmáticos nos quais vários peptídeos 

microbicidas foram identificados, como defensinas, lisozima, catepsina G, elastase, 

proteinase 3, azurocidina e lactoferrina (Lehrer e Ganz, 1990). É sabido que após a 

fagocitose dos microrganismos, esses polipeptídeos microbicidas são transferidos 

dos grânulos onde estão estocados para o fagolisossomo. O potencial microbicida 

desses peptídeos já foi evidenciado em relação à Salmonella typhimurium, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Mycobacterium 

fortuitum, e Cryptococcus neofornans, ou seja, possuem um espectro amplo e 

atividade eficiente (Hiemstra, et al., 1993). 

 

O óxido nítrico (NO) constitui uma das menores e mais simples moléculas 

biossintetizadas (Morris e Billiar, 1994), sendo um radical livre, gasoso, inorgânico, 

incolor, que possui sete elétrons do nitrogênio e oito do oxigênio, havendo um 

elétron desemparelhado (Beckman e Koppenol, 1996). As observações de que 
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animais portadores de uma deficiência na produção e liberação de NO3
- por 

macrófagos  reforçaram a relação entre o sistema imune e NO3
- (Snyder e Bredt, 

1992). Estes dados aliados à demonstração da produção de NO3
- e NO2

- por 

macrófagos de rato in vitro, em resposta ao lipolissacarídeo de Escherichia coli, 

estabeleceram de forma definitiva, uma associação entre a presença de macrófagos, 

a resposta imune e a síntese de NO3
-. Estudos subseqüentes desenvolvidos por 

Hibbs e colaboradores (1987) esclareceram a origem do NO3
-, estabelecendo a L-

arginina como o aminoácido essencial para a sua produção. Esses pesquisadores 

estudaram os mecanismos envolvidos nas reações citotóxicas mediadas por 

macrófagos e verificaram que as atividades tumoricida e bactericida dos macrófagos 

eram dependentes de L-arginina e inibidas por um análogo desta, a NGmonometil-L-

arginina (L-NMMA). Desta forma, demonstraram que o NO3
- e o NO2

- não eram os 

responsáveis pela citotoxidade dos macrófagos e sugeriram a existência de um 

precursor destes compostos na cultura. Palmer e colaboradores (1980) 

demonstraram que a L-arginina era o precursor fisiológico do NO nas células 

endoteliais. Com base nesta informação, vários grupos de investigadores 

suspeitaram que o NO era o provável precursor da síntese de NO3
- e NO2

- em 

macrófagos. Em seguida, esta hipótese foi comprovada e ficou demonstrado que o 

NO é o principal mediador citotóxico de células imunes efetoras ativadas e constitui 

uma das mais importantes moléculas reguladoras do sistema imune (Hibbs, et al., 

1988). No entanto, faz-se necessário ressaltar que os monócitos/macrófagos 

humanos em várias condições experimentais não se mostram aptos a produzir NO 

para eliminação de patógenos (Skorokhod, et al., 2007), sendo os reativos de 

oxigênio os principais responsáveis pela atividade microbicida na nossa espécie 

(Condino-Neto, et al., 1993; Condino-Neto, 1994; Condino-Neto, et al., 1996). 

 

No mecanismo dependente de oxigênio, há uma série de reações enzimáticas 

desencadeadas em série, iniciadas pela ativação da NADPH oxidase, formando o 

ânion superóxido a partir do oxigênio 

( )−++
++ →+

2OxidaseNADPH
2 O2HNADPONADPH . 

Em seguida ocorre a geração do peróxido de hidrogênio, ração catalisada pela 

superóxido dismutase 

( )222
SOD

2
2 OOHH2OO + →++

−  
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ou pela dismutação não enzimática. O sistema microbicida do peróxido de 

hidrogênio/mieloperoxidase halogenado ocorre através da seguinte reação: 
−+−

++→++ OHClOHHCl2OH 2222 , 

sendo estes produtos extremamente tóxicos para os patógenos (Halliwell e 

Gutteridge, 1999). 

 

1.4 SISTEMA NADPH OXIDASE 
 

Como citado anteriormente, entre os mecanismos microbicidas, os reativos 

derivados do oxigênio constituem um dos mais importantes. Esses reativos são 

produzidos a partir de um sistema, chamado NADPH oxidase. Este sistema é 

constituído por seis componentes principais: p47-phox, p67-phox e p40-phox, que 

são encontrados no citosol dos fagócitos; rac1 (nos monócitos) ou rac2 (nos 

neutrófilos), proteínas também citosólicas e do tipo ras; p22-phox e gp91-phox que 

compõem o citocromo b558 na membrana (El-Benna, et al., 2005). 

 

 

FIGURA 1: Componentes do Sistema NADPH oxidase. Montagem do complexo na membrana 
do fagócito, após ativação por estímulo, como PMA. 

 

A ativação dos fagócitos leva à associação dos componentes deste complexo 

enzimático (Figura 1). Ao se ligarem aos microrganismos via receptores TLR, 

receptor de manose, receptores de complemento, há a transdução de sinais, 

levando à fosforilação dos componentes citosólicos p40phox, p47phox e p67phox. O 

p47phox é então fosforilado, fazendo com que ele próprio e os demais componentes 
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migrem para a membrana e se associam ao citocromo b558. Ao mesmo tempo há a 

proteína Rac-GDP passa a incorporar um ATP, tornando-se Rac-GTP. Essa 

alteração faz com que a Rac migre para o citocromo b558. O citocromo é então 

acionado pela p67phox e pela Rac, iniciando o funcionamento do sistema (Dang, et 

al., 2001). Uma vez ativado, o sistema NADPH oxidase inicia a explosão respiratória, 

produzindo reativos do oxigênio, como o ânion superóxido (O–
2), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) que é convertido em ácido hipocloroso (HOCl) e radical hidroxila 

(OH-), pela enzima mieloperoxidase (MPO) (Burg e Pillinger, 2001). 

 

A NADPH oxidase pode ser ativada tanto por mediação de receptores quanto 

por mecanismos independentes destes (Bokoch, 1995). A ativação da NADPH 

oxidase nos fagócitos pode ser induzida por bactérias e zymosan opsonizados ou 

não, látex, fragmento C5a do complemento, formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), 

leucotrieno B4 (LTB4), fator ativador de plaquetas (PAF), Diacilglicerol (DAG) e 

ativadores de proteína quinase C (PKC), como o miristato de forbol acetato (PMA). O 

LPS de bactérias gram-negativas induz a produção dos reativos de oxigênio em 

monócitos (Thiele, et al., 2004) e também induz o priming da NADPH oxidase em 

neutrófilos (DeLeo, et al., 1998) ligando-se ao TLR4. Outros agentes, como a 

angiotensina II, hormônio principal do sistema renina-angiotensina, estimula a 

produção de superóxido em neutrófilos (El Bekay, et al., 2003).  

 

Dois eventos acompanham a ativação do sistema NAPDH oxidase: fosforilação 

de proteínas e a translocação de componentes citosólicos para a membrana 

plasmática. Em condições fisiológicas o burst oxidativo é desencadeado pela ligação 

de um estímulo a seu receptor específico, como o receptor de fMLP ou C5a. O 

receptor transmite a informação através da membrana citoplasmática via uma família 

de proteínas G heterotrímicas (proteínas ligantes de GTP). As proteínas G ativam 

enzimas de membrana como a fosfolipase C (PLC), fosfolipase A2 (PLA2), e 

fosfolipase D (PLD), conduzindo à liberação de mensageiros intracelulares (Bokoch, 

1995). A ativação dos neutrófilos é acompanhada pela ativação de uma série de 

proteínas kinases, como as tirosinas kinases, PKA, PKC, e MAP-kinases, que 

fosforilam muitas proteínas com importantes funções celulares, como os 

componentes da NADPH oxidase. 
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Como já citado acima, o sistema gerador do ânion superóxido possui 

componentes citosólicos e componentes ligados à membrana. O componente de 

membrana é composto por uma proteína glicosilada de 91-kDa (gp91phox) e uma 

proteína não glicosilada de 22-kDa (p22phox), formando um complexo numa 

proporção de 1:1. Este é conhecido como citocromo b558 pela sua absorbância 

espectral de 558nm. O citocromo b558 contém um componente FAD e dois hemes, e 

é a cadeia de transferência de elétrons da NADPH oxidase. Mostra-se como 

componente central para o acoplamento dos componentes citosólicos e, em 

particular, o p47phox. O citocromo b558 associa-se com a pequena proteína G 

Rap1A, que medeia a ligação do p47phox ao citocromo, facilitando a montagem do 

complexo na membrana (Gabig, et al., 1995). Os componentes citosólicos (Figura 2) 

da NADPH oxidase de fagócitos são p47phox, p67phox, p40phox, e uma pequena 

proteína G (rac1 ou rac2). Estando as células em repouso, p47phox, p67phox, 

p40phox interagem de modo a formar um complexo (Park, et al., 1994). Durante a 

ativação, cerca de 10% dessas proteínas migram para a membrana (El Benna, et al., 

1994). 

 

A p47phox é uma proteína composta de 390 aminoácidos. Sua seqüência 

COOH-terminal é muito básica e rica em serinas e argininas. A seqüência de 

aminoácidos da p47phox contém dois domínios SH3, um domínio PX e pelo menos 

uma região rica em prolina. A p47phox liga-se ao citocromo b558 durante a ativação 

(de Mendez, et al., 1997). É a subunidade responsável pelo transporte do complexo 

citosólico (p47phox/p67phox/p40phox) para a membrana durante a ativação da 

oxidase (El Benna, et al., 1994) e é o responsável por organizar as subunidades da 

NADPH oxidase. Este processo não pode ocorrer in vivo sem intensa fosforilação da 

p47phox (Faust, et al., 1995). 

 

A seqüência predita de 526 aminoácidos da p67phox também contém dois 

domínios SH3, quatro regiões ricas em tetra-trico-peptídeos e pelo menos uma 

região rica em prolina (Babior, 1999). A p67phox associa-se estreitamente com o 

citoesqueleto (Woodman, et al., 1991) sendo fosforilada durante a estimulação dos 

neutrófilos (El Benna, et al., 1997), mas em menor grau do que p47phox. O p67phox 

interage com rac1/2 e com citocromo b558 (Dang, et al., 2001) e pode regular a sua 
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atividade catalítica através de uma seqüência chamada de domínio de ativação 

(Nisimoto, et al., 1999). 

 

A p40phox é uma proteína de 339 aminoácidos que foi inicialmente identificada 

através da sua ligação à p67phox (Tsunawaki, et al., 1994). Ela contém um domínio 

SH3 e um domínio PX. É um componente fracamente fosforilado durante a ativação 

(Sheppard, et al., 2005). Este componente não é exigido para a ativação da NADPH 

oxidase num sistema cell-free e o seu papel in vivo ainda é controverso: tanto efeitos 

inibitórios quanto estimulatórios já foram observados (Kuribayashi, et al., 2002). 

 

 

FIGURA 2: Domínios das proteínas da oxidase de fagócitos. Representação esquemática dos 
domínios estruturais e suas interações entre p47phox, p67phox e p40phox. 
Interações adicionais entre Rac e p67phox, p22phox e p47phox, PI(3,4)P2, PA e 
o domínio PX da p47phox, e PI(3)P e o domínio PX do p40phox também são 
mostradas. AIR: região autoinibitória; TPR: tetra-trico-peptídeo repetido; AD: 
domínio de ativação; PB1: Phox e Bem1. Mutações que quebram essas 
interações são mostradas próximas às setas. 

 
FONTE: adaptado de Ueyama et al., 2007. 

 

Em neutrófilos humanos, a p21-rac2 é a proteína rac mais abundante, mas 

p21-rac1 (92% homólogo com Rac2) também é observada (Quinn, et al., 1993). 

Como o citocromo b558, p47phox e p67phox, a Rac é indispensável para otimizar a 

ativação da NADPH oxidase num sistema cell-free e nos neutrófilos intactos 

(Williams, et al., 2000). 
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Após o acoplamento de todas as subunidades da NADPH oxidase há sete 

passos distintos para a transferência de elétrons durante um único ciclo de ativação 

do sistema. De uma maneira geral, essa seqüência de trocas de elétrons para a 

geração do superóxido pode ser observada na figura abaixo (Figura 3). Há uma 

transferência inicial de dois elétrons da NADPH para o FAD oxidado. Nesse caso o 

FAD é responsável por transferir apenas um elétron, dos dois obtidos, para as 

etapas seguintes. A segunda etapa é de transferência eletrônica do FAD reduzido 

para o domínio heme interior, gerando um FAD denominado semiquinone, sem 

elétrons livres (FAD•). Na terceira e quarta etapas, o elétron é transferido a partir do 

domínio heme interior para o exterior e daí para o oxigênio formar o superóxido 

(Crossa e Segal, 2004). Essa perfeita seqüência de transferência de elétrons é 

essencial para a geração de uma resposta microbicida adequada e uma efetiva 

eliminação de patógeno. 

 

 
FIGURA 3: Vias de transferência de elétrons dentro do flavocitocromo b558. Os sete passos de 

transferência estão numerados. A transferência de elétrons ocorre do NADPH 
citosólico através da membrana para o fagossomo. 

 

FONTE: adaptado de Ueyama, et al., 2007. 
 

1.5 DEFICIÊNCIA DE FAGÓCITOS 
 

De uma forma geral, a resposta eficiente contra os diversos microrganismos 

requer o funcionamento total da maquinaria dos fagócitos, incluindo proteases, 
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peptídeos microbicidas e reativos de oxigênio (Janeway, 1989). Uma vez que o 

sistema imune inato possui vias essenciais na regulação de todos os aspectos da 

imunidade, disfunções dos seus componentes podem contribuir para o 

desenvolvimento de patologias. Dois tipos gerais de alterações genéticas que 

podem levar às anormalidades imunológicas são mutações que inativam receptores 

ou moléculas de sinalização relacionadas no reconhecimento pela imunidade inata e 

mutações que levam às falhas constitutivas na ativação das células da imunidade 

inata ou nos seus mecanismos de resposta (Epstein, et al., 1996; Fraser, et al., 

1998). 

 

Defeitos primários em fagócitos devem ser suspeitos frente a um diagnóstico 

de infecções recorrentes, principalmente nas áreas de barreira como pele, trato 

respiratório e linfonodos, além de febre persistente. Geralmente essas 

manifestações ocorrem precocemente na infância (Rosenzweig e Holland, 2004). 

 

Também sugestiva é a falha da resolução de infecção por tratamentos 

convencionais (Malech e Nauseef, 1997). O diagnóstico precoce é essencial, pois as 

manifestações infecciosas são usualmente graves e a rápida intervenção é 

importante para salvar a vida do paciente. Em alguns casos, a doença pode ser 

identificada por características dos agentes infecciosos como: microrganismos 

catalase-positivos e Aspergillus, no caso da doença granulomatosa crônica 

(Heyworth, et al., 2003), e micobactéria atípica, infecção clássica em pessoas com 

defeito no eixo IL-12/IFN-γ (Dorman e Holland, 2000; Mansouri, et al., 2005). 

 

Geralmente os defeitos nos fagócitos resultam de uma mutação que afeta o 

sistema imune inato. Por exemplo, deficiência de adesão de leucócitos tipo 1 resulta 

da perda de proteínas de adesão de neutrófilos, que causam leucocitoses a partir do 

momento que os neutrófilos perdem a habilidade de migrar para os sítios de 

infecção, persistindo na circulação (Anderson, et al., 1985). No caso dos pacientes 

com Doença Granulomatosa Crônica, a falha genética pode ser encontrada em 

qualquer um dos componentes do sistema NADPH oxidase, resultando falha de 

produção do ânion superóxido e, consequentemente, dos seus derivados 

(Jurkowska, et al., 2004). 
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Na forma ligada ao sexo da DGC, é afetada a cadeia pesada do citocromo b558, 

no caso, o componente gp91phox (60% dos casos) podendo ocorrer ausência, mau 

funcionamento ou baixa expressão desta glicoproteína (Rae, et al., 1998). Nas 

formas autossômicas recessivas é afetado um dos componentes citosólicos da 

NADPH oxidase, respectivamente a p47phox ou p67phox (respectivamente 30% e 

6% dos casos) (Görlach, et al., 1997; Kenney, et al., 1993); ou ainda a cadeia leve 

do citocromo b558, o componente p22phox (6% dos casos) (Rae, et al., 2000). O 

fenótipo com ausência de gp91phox é o mais freqüente, e caracteriza-se por 

atividade NADPH oxidase nula. O fenótipo com baixa expressão de gp91phox é 

menos freqüente, e se refere à forma variante da DGC, laboratorialmente 

caracterizada por neutrófilos com baixa atividade NADPH oxidase, proporcional ao 

nível de citocromo b558 expresso (Newburger, et al., 1986; Roos, et al., 1996; Rae, et 

al., 1998). No fenótipo onde a expressão de gp91-phox (“defeituoso”) é normal, o 

citocromo b558 encontra-se em níveis normais, entretanto sua atividade está 

diminuída ou ausente. A maioria das formas autossômicas recessivas de DGC não 

guarda expressão residual do componente afetado. 

 

1.6 TRATAMENTOS  
 

Uma das formas de tratamento para os pacientes com DGC é a aplicação de 

IFN-γ, verificando-se uma melhora significativa no quadro de alguns pacientes 

tratados (Marciano, et al., 2004). No início, esse tratamento baseava-se no fato dos 

pacientes com DGC produzirem NO constitutivo de maneira normal, mostrando que 

essa produção não seria dependente do sistema NADPH oxidase funcional 

(Condino-Neto, 1996; Adler, et al., 2003). Uma vez que o IFN-γ induz a síntese de 

NO e aumenta a expressão de RNAm para a NO sintase induzível em modelos 

murinos, esse poderia ser o mecanismo de ação para melhora no quadro dos 

pacientes com DGC (Ahlin, et al., 1999). Entretanto, experimentos envolvendo 

terapia com IFN-γ em pacientes com DGC demonstram que não ocorreu a indução 

da síntese de grandes quantidades de NO em seus leucócitos e tampouco mudou 

suas características quanto às funções imunológicas usuais (Condino-Neto, et al., 

1996). 

 



 33 

Contudo vários trabalhos mostram que o IFN-γ produzido principalmente por 

linfócitos T CD4+, T CD8+ ativados e células NK, é um ativador de macrófago in vivo 

e in vitro, por estimular o sistema NADPH oxidase aumentando sua capacidade 

microbicida (Newburger e Ezekowitz, 1988; Murray, 1993; Murray, et al., 1995). O 

IFN-γ é um potente ativador de macrófagos, aumenta expressão de moléculas de 

MHC classe II, promove a diferenciação de linfócitos T CD4+ naive em linfócitos da 

linhagem Th1 e inibe a proliferação de Th2, atua sobre linfócitos B estimulando a 

síntese de IgG2a e IgG3, e inibe a síntese de IgG1 e IgE; ativa também neutrófilos 

aumentando sua explosão respiratória, entre outras funções (McKnight, et al., 1994). 

 

Com este efeito, o IFN-γ é usado como controle positivo em vários modelos de 

ativação de fagócitos, garantindo um aumento na diferenciação e ativação destas 

células. Uma das razões pela qual ele promove uma alta ativação de fagócitos é a 

de que seus receptores são expressos principalmente nessas células. São 

compostos por duas cadeias alfa, e duas cadeias beta. A via de sinalização ativada 

após a interação do IFN-γ aos receptores é a via Jak/STAT, envolvendo os 

componentes Jak1, Jak2 e STAT1 (Moriwaki, et al., 2006). Defeitos nos receptores 

de IFN-γ resultam numas das formas de susceptibilidade mendeliana a 

micobacterioses (Rottman, et al., 2008) e na falha do burst oxidativo e expressão do 

gene CYBB que codifica a proteína gp91phox (Prando, 2008). 

 

O TNF-α tem como principal fonte o macrófago ativado, apresenta funções 

imunumoduladoras (Schulze-Osthoff, et al., 1992) e pró-inflamatórias (Azzawi e 

Hasleton, 1999; Azzawi, et al., 1999), sendo que uma delas é ativar a produção de 

espécies reativas do oxigênio, exercendo um efeito sinérgico quando associado ao 

IFN-γ (Cassatella, et al., 1985; Newburger, et al., 1991; Condino-Neto, et al., 1998). 

O TNF-α também exerce seu efeito por meio da ligação e agrupamento a receptores 

específicos de alta afinidade que estão presentes na membrana plasmática de 

quase todas as linhagens celulares, ocasionando a síntese de citocinas e a geração 

de ânion superóxido (Dri, et al., 1999; Werling, et al., 2004). 

 

Experimentos com células mielomonocíticas humanas THP-1 mostraram que a 

cultura com IFN-γ e o TNF-α, de maneira isolada ou em associação induz as células 

mielomonocíticas THP-1 a se diferenciar e expressar atividade NADPH oxidase; 
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induz também a transcrição dos genes que codificam os componentes gp91phox e 

p47phox da NADPH oxidase (Condino-Neto, et al., 1998). 

 

1.7 VIAS DE TRANSDUÇÃO DE SINAIS 
 

Todas essas reações e respostas de fagócitos quando estimulados por IFN-γ e 

outros componentes ativadores, têm relação com as vias de transdução de sinais. 

Múltiplas reações podem ocorrer entre o agente oxidante e alvos moleculares 

(Figura 4). Somente essas modificações que são eficientes para ativar os dois lados 

serão capazes de gerar uma resposta biológica eficiente. Está bem definido, por 

exemplo, a interação de NO com a enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) 

(Karaghiosoff, et al., 2000; Chakravortty, et al., 2001; Chan, et al., 2001; Kristof, et 

al., 2001). Na linhagem celular mielomocítica humana U937 são detectados mRNA e 

proteínas de eNOS. A enzima ativa é dependente de Ca2+, a calmodulina, e resulta 

em acúmulo de cGMP (Roman, et al., 1997). 

 

 
FIGURA 4: Vias de transdução de sinal do TNF-α e IFN-γ. Estas citocinas ativam vias de 

transdução de sinais importantes nas funções de fagócitos, como as que 
envolvem os fatores de transcrição NF-kB e STAT. Estes fatores são importantes 
na expressão de genes inflamatórios. 
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Outro ponto essencial da transdução de sinal são os fatores de transcrição. 

Estes são essenciais para ativação de sítios específicos em seqüências gênicas, 

fazendo com que a expressão seja ativada e/ou aumentada. O NF-kB é um 

importante ativador transcricional de genes envolvidos na inflamação, sendo inativo 

quando permanece ligado a proteínas plasmáticas IkB. Muitos estímulos induzem a 

fosforilação e degradação do inibidor de kB (IkB), e desse modo permitem ativação e 

translocação do NF-kB ao núcleo celular. O NO pode aumentar ou diminuir a 

atividade NF-kB dependendo de sua concentração, do tipo celular e de co-estímulos 

(Kroncke, et al., 1998; Kolb, et al., 1998; Hickey, et al., 1997). 

 

Em cardiomiócitos, doadores de NO aumentam a atividade do NF-kB e 

induzem a expressão de um gene receptivo ao NF-kB em um modelo cGMP/PKG 

dependente. Nestas células, o cGMP induz fosforilação e degradação de IkB-alfa, e 

fosforilação direta de IkB-alfa por PKG in vitro (Figura 5) (Spiecker, et al., 1998). 

 

O aumento nos níveis de cGMP induz seletivamente a expressão do receptor 

beta2 de IL-12 (IL-12Rβ2) e não do receptor de IL-4 (IL-4R) nas células T, levando a 

uma proliferação seletiva de linfócitos Th1 (Niedbala, et al., 2002). Alguns relatos 

mostram que o cGMP aumenta a proliferação de células endoteliais. O efeito pró-

proliferativo de cGMP em células endoteliais está relacionado ao aumento da 

atividade de Erk-1/2, e da produção do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) (Nussler, et al., 1994; Nagasaki, et al., 1996). E, uma vez que a via de 

síntese de G-CSF, conhecido estimulador de neutrófilos, passa pela ativação de Erk-

1/2 (Dong et al., 2001), pode-se inferir uma relação do cGMP com a ativação destes 

fagócitos por esta via. 

 

A enzima GCs é um heterodímero composto de subunidades α e γ (Hobbs, 

1997), com massas moleculares de 77 e 70 kDa, respectivamente (Koesling, et al., 

1991). Cada subunidade contém um domínio regulatório N-terminal (grupo prostético 

heme e região de dimerização) e um domínio catalítico C-terminal. A expressão das 

duas subunidades é necessária para a atividade catalítica (Harteneck, et al., 1990; 

Buechler, et al., 1991). A GCs é expressa no citoplasma de quase todas as células 

de mamíferos e medeia várias funções fisiológicas importantes, tais como inibição 
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da agregação plaquetária, relaxamento do músculo liso, vasodilatação, transdução 

de sinais em neurônios e imunomodulação (Hobbs, 1997; Kuhn, 2003). 

 

 
FIGURA 5: Vias de transdução de sinal do cGMP e cAMP. O cGMP e cAMP ativam vias de 

transdução de sinais variadas, entre elas as que envolvem proteínas kinases 
(PKG, PKA) e MAP kinases. Essas vias culminam na ativação de fatores de 
transcrição, como o CREB e PU.1. 

 

A presença do grupo prostético heme é necessária para ativação da GCs pelo 

NO (Gerzer, et al., 1982; Ignarro, et al., 1982; Ohlstein, et al., 1982). O grupo heme 

corresponde a um anel de cinco membros, contendo quatro átomos de nitrogênio 

que circundam um átomo de ferro na posição central, o qual pode encontrar-se 

como Fe2+ (forma reduzida) ou Fe3+ (forma oxidada). O quinto membro do anel na 

GCs é um ligante axial imidazólico na posição His105 (Stone e Marletta, 1994). A 

mutação deste aminoácido, localizado próximo ao N-terminal da subunidade α1, 

determina a incapacidade da GCs de se ligar ao grupo heme, resultando em uma 

enzima insensível ao NO (Wedel, et al., 1994). O NO ativa GCs por ligar-se 

diretamente ao grupo heme formando um complexo heme-feronitrosil. A ligação 

entre a His105 axial e o ferro, resulta num anel onde o NO está presente na quinta 

posição e cria uma mudança conformacional que ativa a GCs (Traylor e Sharma, 

1992). Esta ativação causa uma elevação nos níveis de cGMP, o qual é clivado a 

partir do trifosfato de guanosina (GTP) pela GCs (Rapoport, et al., 1983), embora 
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sejam propostos vários mecanismos para um aumento nos níveis de cGMP induzido 

pelo NO (Waldman e Murad, 1987). 

 

1.8 BAY 41-2272 
 

Experimentalmente a enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) e seu RNAm 

foram detectados em macrófagos murinos. Foi também estabelecido o efeito de NO 

derivado de eNOS na expressão de genes reguladores pro-inflamatórios que são até 

certo ponto dependentes da ativação de GCs e produção de cGMP. A deficiência de 

eNOS pode ser reproduzida com inibidor do sítio de GCs sensível ao NO, 1H-(1,2,4) 

oxadiazolo (4,3-a) quinoxalin-1-one (ODQ) e revertida com um novo ativador de GCs 

não dependente de NO, o BAY 41-2272 (Stasch, et al., 2001). 

 

O fármaco BAY 41-2272 é 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 sítio regulatório independente do NO (Ko, et al., 1994; Wu, et al., 

1995). Não se trata de uma droga doadora de NO, mas sim de um composto que se 

liga a GCs num sítio alostérico da enzima, na subunidade α1, a qual contém as 

Cys238 e Cys243 (Becker, et al., 2001). Esta região modula a atividade catalítica e a 

responsividade do ligante acoplado ao grupamento heme (Martin, et al., 2001) e tem 

sua atividade intensificada na presença do NO (Brioni, et al., 2002). Koglin e 

colaboradores (2002) mostraram que o BAY 41-2272 ativa também a isoforma 

heterodimérica α2/β1 da sGC. Uma região N-terminal do aminoácido 104 ao 401 da 

subunidade α2 representa o sítio de ligação para o BAY 41-2272 (Figura 6). 

 

 
FIGURA 6: Estrutura do BAY 41-2272 (A). Sítios de ligação do BAY 41-2272 (B) e do NO (C) 

à enzima Guanilato Ciclase solúvel. 
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Em macrófagos derivados da medula óssea (BMDMØ) de ratos incubados com 

inibidor do sítio de GCs, ODQ (Garthwaite, et al., 1995) (10 uM) e 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) (0,1–30µM) e células ativadas com 100 ng/mL de LPS, a 

expressão de iNOS foi monitorada após 9 e 24 horas, demonstrando que BAY 41-

2272 exerce efeito dose dependente na potencialização da expressão de iNOS. O 

efeito potencial de geração de cGMP foi revertido pelo ODQ (10 uM), confirmando a 

importância da GCs na regulação da ativação de macrófagos (Connelly, et al., 

2003). 

 

BAY 41-2272 e seu análogo BAY 41-8543 são moléculas com características e 

mecanismos similares ao YC-1. Foram recentemente descritas como ativadores 

específicos de GCs, porém sendo muito mais potentes e desprovidas de atividade 

inibitória sobre fosfodiesterases (Stasch, et al., 2001; Stasch, et al., 2002). No 

entanto, esses dados são contraditórios a experimentos recentes que evidenciam a 

atividade inibitória da fosfodiasterase tipo 5 pelo BAY 41-2272 (Mullershausen, et al., 

2004). 

 

Experimentos demonstraram uma potente ativação da GCs pelo BAY 41-2272 

nas concentrações de 0,1 nM a 100 µM. Esta estimulação foi potencializada na 

presença de doador de NO 2-(N,N-dietilamina)-2-oxido diazendato (DEA/NO) (1 uM) 

(Becker, et al., 2001). Em estudos utilizando-se enzimas desprovidas de grupamento 

heme, o BAY 41-2272 não foi capaz de ativar a enzima. Portanto, a ativação da GCs 

pelo BAY 41-2272 é heme-dependente (Stasch, et al., 2001). 

 

Experimentos recentes com células mielomonocíticas humanas THP-1 

mostraram que a cultura com BAY-412272 estimula a produção de superóxido, 

aumenta a expressão da gp91phox e eleva os níveis de cGMP e cAMP (Oliveira-

Junior, et al., 2007). Uma vez verificados esses efeitos do BAY 41-2272, o objetivo 

do presente trabalho foi investigar os efeitos desse fármaco em fagócitos humanos e 

acrescentar novos conhecimentos sobre o funcionamento do sistema NADPH 

oxidase, sua regulação e defeitos genético-moleculares do sistema. Tudo isso tendo 

em vista o grande potencial ativador desse fármaco sobre as linhagens mielóides 

humanas. Futuramente poderemos testar seus efeitos clínicos em benefício dos 
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pacientes com Doença Granulomatosa Crônica, com sua inclusão na categoria de 

novos possíveis tratamentos. 
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2 OBJETIVOS 
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Geral 
 

Determinar o potencial farmacológico do BAY 41-2272 quanto à ativação de 

fagócitos da linhagem mielocítica humana, analisando a ativação do sistema NADPH 

oxidase, além das atividades fagocítica e microbicida destas células. 

 

 

Específicos 
 

Visando atingir este objetivo, avaliaram-se os efeitos do tratamento com BAY 

41-2272 em células THP-1 da linhagem mielocítica, monócitos e neutrófilos, com 

relação à: 

 

a) Produção de ânion superóxido; 

b) Produção de citocinas IL-12, IFN-γ e TNF-α; 

c) Atividade fagocítica sobre partículas de Zymosan; 

d) Atividade microbicida sobre E. coli enteropatogênica (EPEC); 

e) Expressão gênica dos componentes do sistema NADPH oxidase – 

gp91phox. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 NEUTRÓFILOS E MONÓCITOS DO SANGUE PERIFÉRICO 
 

3.1.1 Obtenção das células do sangue periférico 
 

As células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (PBMC) foram obtidas 

de um volume de 20 mL de sangue periférico coletados de indivíduos sadios (sem 

doenças infecto-contagiosas ou congênitas comprovadas). As alíquotas de sangue 

foram fracionadas em gradiente de densidade, Ficoll-Hepaque (Sigma Histopaque 

1077 g/mL e 1119 g/mL, St. Louis, EUA), segundo instruções do fabricante 

(Fishbeck, 2001). Em seguida as células já separadas foram cultivadas em meio 

RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen, CA, USA), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino inativado (Gibco-Invitrogen, CA, USA) pelo calor (56 °C/ 1 hora), 2 mM de L-

glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco-Invitrogen, 

CA, USA), a 37 °C, em atmosfera úmida, saturada em 5% de CO2, em condições 

livre de endotoxina (<10 pg/mL). Estas culturas foram mantidas apenas pelo tempo 

necessário para o tratamento e procedimentos experimentais, não sendo feitas 

imortalizações ou quaisquer outros tipos de banco de material celular. 

 

3.1.2 Isolamento dos monócitos aderentes das culturas de PBMC 
 

Para minimizar a interferência dos linfócitos nos ensaios, incubamos os PBMC 

antes de realizar os tratamentos, a fim de recuperar apenas os monócitos aderentes. 

Essa incubação foi feita por 6 horas em placas de cultura de 24 poços (COSTAR – 

Corning Incorporated, NY, EUA), nas condições de temperatura, meio de cultura e 

saturação de CO2 descritas acima. Após o tempo de incubação, o sobrenadante foi 

recolhido e transferido para um microtubo. As placas foram então lavadas três vezes 

com meio de cultura para retirada das células não aderentes. Após as lavagens, os 

monócitos aderentes foram mantidos em cultura com os tratamentos que serão 

descritos a frente na metodologia. 

 

3.1.3 Imunofenotipagem dos PMN para molécula de CD16 
 

Após a obtenção dos PMN procedeu-se a análise por citometria de fluxo para 

definir a porcentagem de neutrófilos – consideradas como células PMN expressando 

CD16 (CD16+) – estávamos obtendo com a nossa metodologia de separação. A 
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imunofenotipagem foi realizada logo após a coleta das amostras. Para tanto usamos 

1x106 PMN por marcação (tubo). Os seguintes anticorpos monoclonais usados 

foram: CD16-FITC (BD Bioscience, San Francisco, CA, EUA); mIgG2a-FITC (BD 

Bioscience, San Diego, CA, EUA), seguindo o desenho experimental do quadro 

abaixo de distribuição nos tubos mostrado abaixo (Tabela 1). As células foram 

postas nos tubos de FACS e marcadas por 30 minutos com os anticorpos 

específicos. Após a marcação, as células foram lavadas com PBS (centrifugação – 

3000 rpm/5 minutos/4 °C) e ressuspendidas em PBS 1x para leitura no citômetro de 

fluxo, FACSCalibur™ (BD Bioscinces, CA, EUA). As análises das aquisições foram 

realizadas no programa FlowJo (Tree Star Inc., OR, EUA) (ANEXO A). 

 

TABELA 1: Anticorpos utilizados em cada tubo. 

Tubo Células Anticorpos 

1 1x106 PMN em 100 µL de PBS --- 

2 1x106 PMN em 100 µL de PBS 1 µL mIgG2a-FITC 

3 1x106 PMN em 100 µL de PBS 1 µL CD16-FITC 

 

3.2 LINHAGEM THP-1 
 

A linhagem de células pró-monocíticas, THP-1, é mantida no nosso laboratório 

cultivada em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal 

inativado pelo calor, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de 

estreptomicina, e 50 µM de 2-mercaptoetanol, a 37 ºC, em atmosfera úmida, 

saturada em 5% de CO2, em condições livres de endotoxina (<10 pg/ml). As culturas 

são mantidas por meio de repiques em períodos inferiores a 30 dias, fazendo-se a 

troca do meio de cultura a cada 48 horas, ou quando percebe-se a acidificação do 

mesmo. 

 
3.3 TRATAMENTOS FARMACOLÓGICOS  
 

As doses de BAY 41-2272 (BAYER Healthcare, Leverkusen, Alemanha) para o 

tratamento in vitro das células foram padronizadas por Oliveira-Junior e 

colaboradores (2007). É importante ressaltar que o BAY 41-2272 possui solubilidade 
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quase nula em água e muito baixa em álcool, portanto o fármaco foi diluído em 

dimetil-sulfóxido – DMSO (Synth, SP, Brasil). 

 

Para os tratamentos, além do BAY 41-2272, foram utilizados PMA (Acetato de 

Forbol Miristato – Sigma, St. Louis, EUA) e IFN-γ humano recombinante (R&D 

Systems Inc., EUA) como estímulos positivos de controle para o tratamento das 

células, e DMSO nas concentrações correspondentes àquelas que se encontra 

diluindo o fármaco em análise. A partir destas células, após tratamento, realizamos 

os experimentos. 

 

Os tratamentos foram feitos segundo os esquemas abaixo: 

 

- para PBMC e THP-1: 

Por 1 hora: 1) DMSO (0,5%); 2) IFN-γ (100 U/mL); 3) BAY 41-2272 (1 µM); 4) BAY 

41-2272 (3 µM) 

Por 48 horas: 1) DMSO (0,5%); 2) IFN-γ (100 U/mL); 3) BAY 41-2272 (1 µM); 4) BAY 

41-2272 (3 µM) 

- para neutrófilos: 

Por 1 hora: 1) DMSO (0,5%); 2) IFN-γ (100 U/mL); 3) BAY 41-2272 (1 µM); 4) BAY 

41-2272 (3 µM) 

 

No caso do ensaio de dosagem de ânion superóxido, acrescentou-se um 

tratamento com PMA, em uma concentração final de 30 nM, para todos os tipos 

celulares e nos tempos descritos acima. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR APÓS O TRATAMENTO COM DMSO E BAY 
 

As células (THP-1, PBMC e neutrófilos) foram tratadas com DMSO (0,1%, 

0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%) ou BAY 41-2272 (0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM), por 

1h, 12h, 24h, 48h e 72h. Em cada um dos tempos marcados foi contada a 

viabilidade das células, usando câmara de Neubauer (Glasser, SP, Brasil) e azul de 

tripan a 1,4%, em microscópio óptico sob aumento de 400X (Labomed Inc., CA, 

EUA). Os resultados foram expressos pela proporção de células vivas e mortas em 

relação ao total conferido de 200 células em campos aleatórios. A reatividade do 
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azul de tripan é baseada no fato de que este cromóforo é negativamente carregado 

e não interage com as células antes de suas membranas serem danificadas. 

Portanto, todas as células não coradas foram consideradas viáveis (ANEXO B). 

 

3.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE CELULAR PELO ESPRAIAMENTO 
 

As células (THP-1, PBMC e neutrófilos) foram tratadas com DMSO (0,1%, 

0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%) ou BAY 41-2272 (0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM), por 

1h, 12h, 24h, 48h e 72h. Após os tempos de tratamento foi realizada a análise da 

aderência e espraiamento das mesmas. 

 

O ensaio de capacidade de espraiamento dos fagócitos foi estimado de acordo 

com método previamente descrito (Rabinovitch e DeStefano, 1973). Amostras de 

100 mL de suspensão celular (≈1x105 células) foram colocadas em lâminas de vidro 

(Precision, SP, Brasil) e depois deixadas aderir por 15 minutos a temperatura 

ambiente. As lâminas foram então lavadas com PBS e incubadas com 1mL de meio 

RPMI 1640, suplementado como descrito acima, por 1h a 37 °C. As células foram 

fixadas em solução de glutaraldeído a 2,5% e a porcentagem das células espraiadas 

foi determinada em microscópio de contraste de fase sob aumento de 400X 

(Labomed Inc., CA, EUA). 

 

A porcentagem de espraiamento foi definida como a razão entre as células 

“espraiadas” e 200 células contadas. Células aderidas/espraiadas foram assim 

definidas quando mudaram a sua conformação arredondada para uma silhueta 

irregular, mostrando um corpo refratário sob luz branca e com diâmetros maiores 

quando comparadas com células não espraiadas. 

 

3.6 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO 
 

Para esta avaliação usamos a técnica de dosagem de superóxido liberado por 

PBMC e PMN do sangue periférico e células THP-1, já estabelecida em nosso 

laboratório (Condino-Neto, et al., 1996; Condino-neto, et al., 1998). Essa técnica tem 

por princípio a avaliação colorimétrica da redução do citocromo c pelo superóxido, 

especificamente inibida pela superóxido dismutase (SOD). 
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Após os tratamentos farmacológicos, previamente citados, as células (PBMC e 

neutrófilos) foram ressuspendidas numa concentração final 2x106 células/mL, e 

incubadas com PMA (30 nM) na presença de citocromo c (80 µM), contendo ou não 

SOD (75 UI/mL), durante 1 hora a 37 ºC. A reação de liberação espontânea foi 

avaliada usando-se PBS com glicose (1,5%) ao invés de PMA. A absorbância dos 

sobrenadantes foi medida em comprimento de onda de 550 nm. A produção de 

ânion superóxido foi calculada usando-se um coeficiente de extinção de 21.100 M–

1cm–1 e os resultados foram expressos em nmols de O2
●-/106 células/hora. 

 

3.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE FAGOCÍTICA 
 

As células (THP-1, PBMC e neutrófilos) foram ajustadas para 2x106/ mL e 

incubadas, após os tratamentos descritos acima, por 1 hora à 37 °C com Zymozan 

(Sigma, St. Louis, EUA) não opsonizado (10 partículas/célula) em placas de cultura 

de 12 poços (COSTAR – Corning Incorporated, NY, EUA). Após a incubação, as 

células foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640 não suplementado. Foi feita 

em seguida a montagem das suspensões celulares em lâmina e lamínula de vidro 

com uma alíquota de 25 µL. Estas foram examinadas em microscópio óptico, usando 

contraste de fase para visualização das partículas que foram englobadas. 

 

Foram consideradas células com atividade fagocítica as que englobaram pelo 

menos duas partículas de Zymosan. Para determinação da porcentagem de 

fagocitose, foram contadas 200 células em campos aleatórios e determinada a 

proporção de células que fagocitaram pelo total contado. Além da contagem das 

células, foram tiradas fotografias com sistema de câmera digital, Sony w80, 7.2MP, 

acoplado ao microscópio. As fotografias foram tiradas em aumento de 400x, sem 

utilização do zoom da câmera. As imagens foram tratadas quanto ao brilho e 

contraste, ou utilização de filtros automáticos no software Paint.NET versão 3.08 

(Microsoft Corporation, CA, USA). 
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3.8 AVALIAÇÃO DA FAGOCITOSE E ATIVIDADE BACTERICIDA 
 

3.8.1 Linhagem de Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) e padronização da 

concentração bacteriana 

 

Para avaliar a atividade bactericida in vitro dos fagócitos tratados, foi utilizada a 

cepa de EPEC HMJ 0041-1-85, sorotipo O11:H-AI-, eae+, eaf+, bfp+, isolada de uma 

criança com diarréia no Hospital Municipal Infantil Menino Jesus – SP, preparada 

pela Dra. Maria de Lourdes Monteiro da Silva, e cedida gentilmente pela Dra. 

Gerlândia Neres Pontes. 

 

Nos ensaios de fagocitose e atividade bactericida, foi utilizada a concentração 

de 2x107 bactérias, determinadas pela contagem de unidades formadoras de 

colônias bacterianas. Foi realizado o cultivo da EPEC O11 em meio de cultura BHI 

líquido (Gibco-Invitrogen, CA, EUA), incubado a 37 °C durante 18 horas (suspensão 

bacteriana). A seguir, a suspensão bacteriana foi lavada duas vezes (centrifugação – 

1500 rpm/10 minutos/25 °C) em solução salina tamponada (PBS) para bactérias, 

ajustando a suspensão bacteriana em espectrofotômetro para densidade óptica 

(D.O.) 0,2 em comprimento de onda de 540 nm. Essa suspensão constitui a solução 

mãe/estoque mantida em alíquotas de 50 µL congeladas a -80 °C em meio de 

cultura líquido BHI e glicerol 30% na proporção de 1:1 (v:v) para uso nos ensaios. 

 

Dezoito horas antes da realização dos ensaios, alíquota da EPEC O11, 

mantida como descrito acima, foi repicada em tubos contendo 8 mL de meio de 

cultura BHI líquido, e estes incubados por 18 horas a 37 °C. Após este período, as 

bactérias foram lavadas duas vezes em PBS para bactérias e inativadas por uma 

hora a 60 °C. A seguir, a concentração foi ajustada como descrito acima, e 

reservadas para opsonização e realização dos ensaios. 

 

3.8.2 Obtenção do material opsonizante e dosagem de anticorpos 
 

Para opsonização das bactérias foi usado pool soro humano normal (SHN) 

fresco. No nosso estudo, foi utilizado um pool de soro de 20 indivíduos sadios (sem 



 49 

doença infecto-contagiosa ou congênita). O soro foi armazenado a -80 ºC em 

alíquotas de 0,5 mL. 

 

Antes de ser utilizado esse material foi avaliado para a concentração de IgG e 

IgM totais pela técnica de imunodifusão radial quantitativa (IDRQ). Prepara-se 

agarose a 1%, contendo volumes e concentrações específicas de anticorpos para 

detecção, em PBS 7,4, que é transferida para banho-maria a 56 oC até a 

estabilização da temperatura. Para dosagem de anticorpos totais, para cada 6 mL de 

agarose, foram colocados 70 µL de anti-IgG humano ou 30 µL de anti-IgM humano, 

ambos desenvolvidos em carneiro (Biolab, SP, Brasil). 

 

Para a dosagem de IgG total foi utilizado soro padrão Beckman Coulter™ nas 

concentrações de 2385 a 37,26 mg/dL, para a obtenção da curva padrão. Para a 

dosagem de IgM total também foi utilizado soro padrão Beckman Coulter™ nas 

concentrações de 192 a 3 mg/dL, para a obtenção da curva padrão de IgM. Dois 

controles foram utilizados a partir de soros de pacientes sadios, diluídos em 1:20 e 

1:40 para a dosagem de IgG e utilizados puros e diluídos 1:2 para a dosagem de 

IgM. As demais amostras a serem testadas também foram diluídas a 1:20 e 1:40 

(IgG) e utilizadas puras e diluídas 1:2 na dosagem de IgM. Em ambos os testes, 

foram aplicados 5 µL de amostra por halo. 

 

A seguir, as amostras foram incubadas em câmara úmida por 48 horas (IgG) 

ou 72 horas (IgM) a 4 ºC. Após esse período, os diâmetros dos halos de precipitação 

foram medidos e um gráfico com a curva padrão para a obtenção dos valores da 

concentração de IgG e IgM de cada amostra foi construído. Os valores obtidos das 

concentrações das amostras no gráfico foram multiplicados pelos valores de suas 

respectivas diluições para a obtenção do valor real da concentração de IgG e IgM 

nos soros. Os resultados finais foram calculados no programa Graphpad Prism e 

expressos em mg/dL (ANEXO C). Para composição do SHN foram excluídas as 

amostras que apresentaram alterações em qualquer uma das duas classes de 

imunoglobulinas. 
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3.8.3 Opsonização e fagocitose das EPEC 
 

Uma alíquota do SHN foi utilizada para a opsonização das EPEC realizada 

segundo a técnica descrita por Bellinati-Pires e colaboradores (1989). 

 

O SHN foi misturado com volumes apropriados de suspensão bacteriana em 

meio RPMI 1640, para concentrações finais de 2x107 bactérias/mL e 10% de 

opsoninas. Uma outra suspensão bacteriana foi preparada em meio RPMI, sem 

opsoninas, mantendo a mesma concentração final de bactérias, para servir como 

suspensão controle contendo bactérias não opsonizadas (Tabela 2). Após 30 

minutos de incubação à 37 °C as suspensões foram imdediatamente utilizadas nos 

ensaios. 

 

Tabela 2: Opsonização das EPEC. 

 Tubo 1 
(bactérias opsonizadas) 

Tubo 2 
(bactérias não  
opsonizadas) 

Tubo 3 
(controle) 

Suspensão 
bacteriana 

 
80 µL 

 
80 µL 

 
----- 

RPMI 370 µL 420 µL 500 µL 

Opsoninas 50 µL ----- ----- 

Incubação 30 minutos / 37 °C 
 

Após o período de opsonização das EPEC, volumes iguais de suspensão de 

bactérias dos tubos 1 e 2 foram misturados separadamente com suspensões 

celulares contendo 2x106 fagócitos em tubos cônicos de plástico de 15 mL, com 

volume ajustado e padronizado de 500 µL (Tabela 3). A suspensão das EPEC 

opsonizadas ou não, e as células foram incubadas por 30, 60, 90 e 120 minutos, sob 

agitação, a 37 °C, para que as células e as bactérias pudessem interagir e favorecer 

a fagocitose.  
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TABELA 3: Fagocitose das EPEC. 

 Tubo 01 
(bactérias opsonizadas) 

Tubo 02 
(bactérias não opsonizadas) 

Tubo 03 
(controle) 

Suspensão 
bacteriana 

 
80 µL (2x107 bactérias) 

 
80 µL (2x107 bactérias) 

 
----- 

RPMI 370 µL 420 µL 500 µL 

Opsoninas 50 µL ----- ----- 

Suspensão de 
células em RPMI 500 µL (2x106 céls.) 500 µL (2x106 céls.) 500 µL 

Incubação 30, 60, 90 e 120 minutos / 37 °C / sob agitação 
 

No tempo de 30 minutos avaliou-se fagocitose das bactérias e nos demais 

tempos (60’, 90’, 120’) fez-se a análise da viabilidade das EPEC. Após cada um 

desses períodos a suspensão contendo bactérias foi lavada 3 vezes (centrifugação – 

1500 rpm/10 minutos/25 °C) em PBS (pH=7,4), contendo 55 mg/mL de gentamicina 

para eliminar as bactérias extracelulares. Após as lavagens, as células foram 

ressuspendidas em 200 µL de Triton X100 (Sigma, St. Louis, EUA) para romper as 

membranas plasmáticas e recuperar as bactérias. As bactérias recuperadas foram 

então diluídas serialmente (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) e depois plaqueadas em 

ágar sólido TSA. A contagem da porcentagem de morte das bactérias foi calculada 

pela seguinte fórmula:  

















− 100x

0temponoCFU
analisadotemponoCFU

100 . 

 

A microscopia confocal (Anexo D) foi usada como abordagem diferencial para 

ilustração da atividade bactericida. Após centrifugação, o sedimento foi corado, por 

um minuto apenas, com 200 µL de “acridine orange” (AO – 14,4 mg/L), em seguida, 

lavados com PBS (centrifugação – 1500 rpm/10 minutos/4 °C) e mantidos em banho 

de gelo. A observação em microscópio foi realizada com uma gota a fresco na 

lâmina, em óleo de imersão no microscópio óptico com luz ultravioleta (aumento 

1000x). Esta técnica e o cálculo de determinação da atividade microbicida acima 

foram realizados conforme descrito por Bellinati-Pires e colaboradores (1992). 
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3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS 
 

Para esta avaliação utilizamos os sobrenadantes das culturas celulares após 

os tratamentos. Esse material foi submetido a uma dosagem de citocinas pela 

técnica de ELISA para cada uma das citocinas avaliadas (TNF-α, IFN-γ, IL-12), 

conforme protocolo especificado pelo fabricante (BD Biosiences, EUA). 

 

Foram utilizados para a captura de antígenos 100 µL de anticorpos 

monoclonais específicos para as citocinas: anti-TNF-α, anti-IFN-γ e anti-IL-12, em 

concentrações específicas (1 ng/mL) para cada citocina e incubadas durante a noite 

em câmara úmida refrigerada (4 °C). Após a incubação, as placas foram lavadas 

com PBS/Tween 0,05% 3 vezes e bloqueadas por duas horas com 200 µL de uma 

solução de BSA a 1% e sacarose 5% em PBS. Após este período as placas foram 

lavadas novamente, e 50 µL de amostras ou da curva padrão de citocinas, em 

duplicata, foram colocadas para incubação por mais 2 horas em temperatura 

ambiente. Após nova lavagem foram adicionados 100 µL de um segundo anticorpo 

policlonal biotinilado anti-TNF-α, anti-IFN-γ e anti-IL-12, e incubados durante 2 horas 

a temperatura ambiente. As placas foram então lavadas novamente e incubadas 

com uma solução de Horseradish Peroxidase conjugada à avidina (Genzyme 

Diagnostics) 1,25 ng/mL diluída em 1% BSA/PBS, durante 20 minutos a 37 °C. Após 

3 lavagens com PBS, foram adicionados 100µL de reagente tetrametilbenzidina 

(TMB® Sigma) para revelar a reação. Após cerca de 30 minutos a reação foi 

interrompida com ácido sulfúrico a 30% e a absorbância foi lida em um comprimento 

de onda de 450 nm no leitor de ELISA.  

 

A concentração das amostras foi estimada através da comparação com a curva 

padrão feita com as respectivas citocinas recombinantes, utilizadas em uma diluição 

seriada a partir de 1.000 até 16 pg/mL. Os resultados da absorbância foram 

analisados por regressão linear no programa GraphPad Prism Software Versão 4.0. 

As concentrações de citocinas das amostras apresentam-se em pg/mL. 
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3.10 EXPRESSÃO GÊNICA DA GP91PHOX 
 

3.10.1 Extração do RNA Total 
 

Para a obtenção do RNA total foi utilizado o método TRIzol® Reagent 

(Invitrogen, CA, EUA). Após os tratamentos as células (THP-1, PBMC e neutrófilos) 

foram ajustadas na proporção de 5-10x106 células para 1 mL de Trizol. Em seguida 

foram centrifugadas a 12.000 xg por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi 

transferido para tubos novos adicionando-se 200 µL de uma solução de 

clorofórmio/álcool isoamílico na proporção 24:1 (v:v) seguindo-se de nova 

homogeneização. Após 10 minutos no gelo, a mistura foi novamente centrifugada a 

12.000 xg por 15 minutos a 4 °C. Após a centrifugação a fase aquosa foi transferida 

para outro tubo contendo o mesmo volume de isopropanol (Merck, SP, Brasil). As 

soluções foram então agitadas até a completa homogeneização, armazenadas a -20 

°C por no mínimo 30 minutos e centrifugadas novamente a 14.000 xg por 20 minutos 

a 4 °C. O sedimento resultante é lavado com 600 µL de etanol gelado a 70% e 

submetido à nova centrifugação de 14.000 xg por 15 minutos a 4 °C. Após esta 

centrifugação o sobrenadante é descartado e o RNA dissolvido em 15 µL de H2O 

livre de RNAse e estocado a -70 °C. A análise do RNA para determinar a 

concentração e grau de pureza foi realizada no aparelho NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific, DE, EUA). 

 

3.10.2 Transcrição Reversa 
 

Para fazer a transcrição reversa foi utilizado o kit TaqMan® Reverse 

Transcription (Applied Biosystems, NY, EUA), onde se realiza a produção do cDNA. 

A reação é feita em duas etapas segundo o esquema abaixo (Tabela 3). Entre a 

primeira e a segunda etapa as amostras ficam em banho de gelo por 1 minuto. 

Durante esse momento adiciona-se o mix da segunda etapa também descrito no 

quadro abaixo. As amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5% contendo 1 

µg/mL de brometo de etídio e visualizadas em transluminador. 
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TABELA 4: Reação de transcrição reversa – reagentes e ciclos usados. 

1ª Etapa 2ª Etapa 
 

2 µL RNA total (2 µg) 

0,5 µL OligoDt (1,25 µM) 

1,6 µL dNTP (0,8 µM) 

5,9 H2O DEPC 
 

 
1,2 µL MgCl2 (1,2 mM) 

2,0 µL Buffer (1x) 

1,0 µL DTT (5 mM) 

0,5 µL Inibidor de RNAse (10 U/µL) 

5,0 µL H2O DEPC 

0,3 µL MultiScribe Transcriptase (15 U) 
 

Ciclo Ciclo 
65 °C/15’ (1 ciclo) 42 °C/50’ (1 ciclo) → 75 °C/15’ (1 ciclo) 

→ 4 °C/∞ 
 

3.10.3 PCR em tempo real 
 

Antes do procedimento, padronizam-se as concentrações dos reagentes do mix 

e dos primers específicos forward e reverse (Tabela 5). A concentração de cada 

primer no mix da reação foi de 5 pmol/µL. Os demais reagentes usados seguiram o 

protocolo do sistema de “Real-time PCR” utilizando SYBR Green (Applied 

Biosystems, NY, EUA) (Tabela 6). Os ciclos de amplificação foram programados no 

7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, NY, EUA). 

 

TABELA 5: Genes e primers para avaliação por Real Time PCR. 

Proteína/Gene “Primers” Seqüência 

gp91phox (CYBB) Foward 5’-ttg tgg aaa ccc tcc tat ga -3’ 

 Reverse 5’-aaa acc gca cca acc tct ca-3’ 

β-actina Foward 5’- tca ccg agc gcg gct-3’ 

 Reverse 5’-taa tgt cac gca cga ttt ccc-3’ 
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TABELA 6: Reação de PCR em tempo real. 

Corrida de amplificação Curva de dissociação 
 

5 µL SYBR Green Master Mix 

3 µL (2µg) de cDNA 

2 µL par de primers (5pmol/µL cada) 
 

 
 

------------ 

Ciclo Ciclo 
50 °C/2’ (1 ciclo) → 95 °C/10’(1 ciclo) 
→ 95 °C/15” – 60 °C/1’ (40 ciclos) 

95 °C/15” – 60 °C/1’ – 95 °C/15” 

 

Após o termino da PCR, fez-se a análise dos dados com base na curva de 

dissociação gerada durante a corrida, usando o software 7000 System SDS 

Software 1.3 (Applied Biosystems, CA, USA) para determinação do nível de 

expressão gênica das proteínas estudadas. 

 

Foi feita uma avaliação relativa da amplificação gênica realizada pela PCR em 

tempo real, analisando a relação do Ct (Cycle Threshold) obtido nas amostras 

tratadas em relação ao Ct das amostras controle, não tratadas. O Ct é o primeiro 

ciclo de amplificação, no qual o “amplicon” de DNA é detectado acima da linha 

basal. Desta forma, os possíveis fatores interferentes associados aos estágios 

tardios da reação são minimizados. A partir dos valores de Ct encontrados, foi 

calculado o valor do 2-∆∆Ct (Livak, 2001), onde:  

controlegenedoCt

alvogenedoCt
Ct

)E1(

)E1(
2

∆−

∆−

∆∆−

+

+
= , 

com: E representando a eficiência da reação de PCR e ∆Ct a diferença entre o 

valor de Ct da amostra tratada e da amostra controle para este gene. Todas as 

amplificações foram finalizadas com a curva de dissociação, a qual foi realizada para 

verificar a especificidade da amplificação e confirmar a ausência de formação de 

dímeros de primer ou qualquer outro produto inespecífico. 

 

Além da análise computacional, para uma segunda avaliação fez-se uma 

corrida eletroforética em gel de agarose a 3%, usando 10 µL de cada reação e 4 µL 

de azul de bromofenol a 1% para acompanhamento da corrida (Anexo E). 
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3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Apesar dos dados serem paramétricos, não foi realizado o teste “t” de Student 

para comparação de dois grupos, pois a análise baseia-se na comparação de 

médias de várias amostras. Nesse caso, pode haver um grande número de pares a 

ser avaliado. Para tanto em todas as análises realizadas, procedeu-se inicialmente 

ao teste de Bartlett, para a verificação da existência ou não de homogeneidade entre 

as variâncias, seguida da análise de variância (ANOVA). Este teste permite a análise 

de variância para comparar simultaneamente amostras de variáveis contínuas com 

distribuição normal e cujas variâncias não diferem significativamente entre si. Por 

último, procedeu-se o teste de Tukey, para realizar a comparação múltipla. O nível 

de significância adotado foi de 5% , 1% ou 0,1%, ou seja, a probabilidade de p<0,05, 

p<0,01 ou p<0,001 foram capazes de revelar a existência de diferenças 

estatisticamente significantes entre os dados dos diferentes grupos (da Silva, 2003). 

Todas as análises foram realizadas no Software Prism 4.00 (GraphPad Softawer 

Inc.) 
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Para este estudo participaram 7 indivíduos sadios (ausência de doença infecto-

contagiosa ou congênita confirmada), com idades entre 22-30 anos. Os ensaios 

efetuados com esses indivíduos foram também realizados com as células de 

linhagem THP-1. 

 

4.1 EFEITO DO DMSO E BAY 41-2272 SOBRE O ESPRAIAMENTO 
 

Nesta primeira etapa do estudo, verificamos a capacidade de espraiamento das 

células após os tratamentos com o fármaco e seu diluente. 

 

Iniciamos pela avaliação do tratamento das células com DMSO. O DMSO não 

se mostrou capaz, nas concentrações avaliadas, de ativar as células, quando os 

valores foram comparados ao controle não tratado (ANOVA com p>0,05, n=4) 

(Figura 7). O tratamento com PMA foi o único que resultou num aumento significativo 

na porcentagem de espraiamento de todos os tipos celulares estudados (ANOVA, 

P<0,05, n=4) (Figura 7). 

 

Uma vez estabelecido este protocolo, avaliamos também o espraiamento 

celular das células tratadas com o BAY 41-2272 (0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 

µM), pelos mesmos períodos de tempo acima citados. O tratamento com BAY 41-

2272 aumentou significativamente (ANOVA, P<0,05, n=4) a atividade de 

espraiamento das células em relação ao controle não tratado, mas não em relação 

ao IFN-γ (ANOVA, P<0,05, n=4), em todos os tipos celulares (Figura 8). Esse 

aumento foi mais evidente nas THP-1 a partir das 48 horas (Figura 8A) de 

tratamento e dos PBMC em todos os tempos (Figura 8B), ambos em relação às 

concentrações de 1µM e 3µM do fármaco. No caso dos neutrófilos só foi possível 

fazer a avaliação até as primeiras 12 horas de cultura, para o tratamento com o BAY 

41-2272 e para o tratamento com DMSO, pois a viabilidade das células após esse 

tempo foi quase zero (ANEXO B). 
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FIGURA 7: DMSO não induz espraiamento das THP-1, PBMC e neutrófilos. Análise da 

porcentagem de espraiamento de células THP-1 (A), PBMC (B) e neutrófilos (C), 
tratadas por 1h, 12h, 24h, 48h ou 72h com DMSO. Resultados mostrados em 
MÉDIA ± SEM de 4 experimentos independentes, em triplicata; a para ANOVA 
p<0,05 em relação ao controle. 
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FIGURA 8: BAY 41-2272 induz o espraiamento. Análise da porcentagem de espraiamento de 

células THP-1 (A), PBMC (B) e neutrófilos (C), tratadas por 1h, 12h, 24h, 48h ou 
72h com BAY 41-2272 (0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM). Resultados 
mostrados em MÉDIA ± SEM de 4 experimentos independentes, em triplicata; a 
para ANOVA p<0,05 em relação ao controle. 
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4.2 EFEITO DO BAY 41-2272 SOBRE A PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO 
 

Uma vez confirmado o efeito do fármaco sobre o espraiamento, passamos a 

investigar o seu efeito na produção de ânion superóxido. 

 

Verificamos que o tratamento com BAY 41-2272 (1 µM ou 3 µM) aumentou 

significativamente (ANOVA, P<0,001, n=7) a liberação desse reativo pelas células 

(Figura 9). No caso dos PBMC, o tratamento por 48 horas resultou num aumento 

maior da produção do superóxido em comparação ao de uma hora (ANOVA, P<0,01, 

n=7) (Figura 9A). 

 

 
FIGURA 9: BAY 41-2272 induz a produção de ânion superóxido por PBMC e neutrófilos. 

Avaliação da produção de ânion superóxido pela redução de citocromo c por 
PBMC (A) e neutrófilos (B) tratados com BAY 41-2272 (1 µM ou 3 µM) por 1h ou 
48h. Resultados mostrados em MÉDIA ± SEM de 7 indivíduos, com 6 
experimentos independentes por amostra; a para ANOVA p<0,001 em relação ao 
controle; b para ANOVA p<0,01 em relação aos tempos de estímulo. 
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4.3 EFEITO DO BAY 41-2272 SOBRE A FAGOCITOSE 
 

Continuando os experimentos de ativação celular pelo fármaco, avaliamos a 

fagocitose de zymosan pelas células THP-1, PBMC e neutrófilos. 

 

Avaliamos por microscopia de contraste de fase o número de células que 

fagocitaram ou não, sendo feito também o registro fotográfico. Verificamos que há 

um aumento não só na proporção de células que fagocitaram, mas também quanto 

no número de partículas englobadas por células (Figura 10). 

 

Após as contagens, constatamos que o tratamento com BAY 41-2272 (1 µM ou 

3 µM) aumentou significativamente (ANOVA, P<0,001, n=7) a atividade fagocítica 

em todas as células (Figura 11). No caso das THP-1, o tratamento por um tempo de 

48 horas gerou um aumento maior da fagocitose em comparação ao de uma hora 

(ANOVA, P<0,01, n=7) (Figura 11A), da mesma forma que aos PBMC tratados com 

1 µM do fármaco (Figura 11B). 

 

 
FIGURA 10: BAY 41-2272 induz o aumento da atividade fagocítica de células THP-1, PBMC 

e neutrófilos. Microscopia de contraste de fase da avaliação da fagocitose de 
partículas de Zymozan (1x107/mL) por células THP-1 e PBMC tratadas com BAY 
41-2272 1 µM ou 3 µM por 48h. 
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FIGURA 11: BAY 41-2272 aumenta a atividade fagocítica. Avaliação da porcentagem de 

fagocitose de partículas de Zymozan (1x107/mL) por células THP-1 (A), PBMC 
(B) e neutróilos (C) tratadas com BAY 41-2272 (1µM ou 3µM) por 1h ou 48h. 
Resultados mostrados em MÉDIA ± SEM de 7 indivíduos, com 6 experimentos 
independentes por amostra; a para ANOVA p<0,001 em relação ao controle; b 
para ANOVA p<0,01 em relação aos tempos de estímulo. 
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4.4 EFEITO DO BAY 41-2272 SOBRE A ATIVIDADE MICROBICIDA 
 

A seguir analisamos o comportamento dos fagócitos em relação a patógenos, 

nesse caso E. coli enteropatogênica, após o tratamento com o fármaco, testando as 

atividades fagocítica e microbicida. 

 

Interessantemente, não observamos o aumento significativo da fagocitose 

(tempo de 30’) em nenhum dos tipos celulares (Figura 12). No entanto, o tratamento 

com BAY 41-2272 (1µM ou 3µM) aumentou significativamente (ANOVA, P<0,01, 

n=4) a atividade microbicida (Figura 12 – tempos de 60’, 90’ e 120’). 

 

 
FIGURA 12: BAY 41-2272 aumenta a capacidade microbicida de PBMC e células THP-1. 

Efeito do BAY 41-2272 no potencial microbicida de THP-1 e PBMC co-
cultivados com EPEC opsonizadas (B-D) ou não (A-C). A porcentagem de 
sobrevivência das bactérias representa a razão das CFU formadas nos tempos 
avaliados pelo número inicial de CFU. Resultados mostrados em MÉDIA ± SEM 
de 4 experimentos independentes; a para ANOVA p<0,01 em relação ao 
controle. 
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4.5 EFEITO DO BAY 41-2272 NA PRODUÇÃO DE CITOCINAS 
 

Um dos fatores determinantes para a ativação de fagócitos é a presença e a 

produção de citocinas. Para tanto avaliamos nos sobrenadantes de células THP-1, 

PBMC e neutrófilos, após cultura de 48 ou 1 hora, a produção de IL-12, IFN-γ e 

TNF-α (Tabela 7). 

 

TABELA 7: Valores das citocinas IL-12, IFN-γ e TNF-α no sobrenadante das culturas. 

  TNF-α 
(ng/mL) 

IFN-γ 
(ng/mL) 

IL-12 
(ng/mL) 

 CONTROLE 0,001 <0,016 0,007 
 DMSO 0,001 <0,016 <0,016 

THP-1 IFN-γ 0,932 1,243 <0,016 
 BAY 1µM 0,935 1,241 <0,016 
 BAY 3µM 0,735 <0,016 <0,016 
 CONTROLE 0,001 <0,016 0,009 
 DMSO 0,001 <0,016 <0,016 

PBMC IFN-γ 0,918 1,234 0,010 
 BAY 1µM 0,913 1,255 0,004 
 BAY 3µM 0,733 <0,016 0,001 
 CONTROLE 0,001 0,037 <0,016 
 DMSO 0,001 <0,016 <0,016 

Neutrófilos IFN-γ 0,899 1,278 <0,016 
 BAY 1µM 0,918 1,319 <0,016 
 BAY 3µM 0,708 <0,016 0,002 

Os valores de referência da curva também são utilizados quando os cálculos não resultam 
na quantidade precisa de citocina produzida. Quando a absorbância acusa um valor abaixo 
dos valores da curva utilizamos <0,016 ng/mL. 
 

Podemos constatar que não houve a produção de IL-12 em nenhum dos tipos 

celulares. As células tratadas com IFN-γ (100 U/mL) e BAY 41-2272 na 

concentração de 1 µM foram as que tiveram a produção de IFN-γ observada, tendo 

os demais grupos ficado abaixo do valor mínimo da curva (0,016 ng/mL). Houve um 

aumento significativo apenas na produção de TNF-α em todos os grupos tratados 

com as duas concentrações do fármaco, tendo o tratamento com 1µM alcançado 

valores semelhantes ao do tratamento com IFN-γ. Portanto, o tratamento com o BAY 

41-2272 induziu a produção de TNF-α. 

 



 66 

4.6 EFEITO DO BAY 41-2272 SOBRE A EXPRESSÃO DE GP91PHOX 
 

Para uma segunda etapa de experimentos, avaliamos a expressão gênica de 

componentes do sistema NADPH oxidase, no caso o gene CYBB codificador da 

gp91phox. 

 

Verificamos que o tratamento com o BAY 41-2272 (1 µM ou 3 µM) aumentou 

significativamente (ANOVA, P<0,01, n=3) a expressão do gene CYBB nas THP-1 e 

PBMC (Figura 13). No entanto, os neutrófilos tiveram um aumento na expressão 

gênica apenas com o tratamento com IFN-γ (100 U/mL) (Figura 13C). 

 

 
FIGURA 13: BAY 41-2272 aumenta a expressão do gene CYBB em PBMC e THP-1. 

Avaliação da expressão do gene CYBB em células THP-1 (A), PBMC (B) e 
neutrófilos (C) tratados com BAY 41-2272 (1 µM ou 3 µM) por 1h ou 48h. 
Resultados mostrados em MÉDIA ± SEM de 3 experimentos independentes em 
triplicata; a para ANOVA p<0,01 em relação ao controle. 
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5 DISCUSSÃO 
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Os resultados do presente trabalho mostram que o BAY 41-2272 administrado 

agudamente, tratamento de uma hora, ou por um período de 48 horas, nas 

concentrações de 1 µM ou 3 µM interferiu com a atividade de PBMC e neutrófilos 

circulantes, e células da linhagem THP-1. Mais especificamente observou-se que o 

BAY 41-2272 aumentou o burst oxidativo, a fagocitose, a atividade microbicida, a 

produção de TNF-α e a expressão gênica da gp91phox destas células após o 

tratamento in vitro. 

 

Sendo o BAY 41-2272 um composto que não pode ser diluído em água, não é 

facilmente diluído em álcool, mas possui boa solubilidade em DMSO 

(Dimetilsulfóxido), este último composto foi o solvente usado nos nossos 

experimentos para diluição do fármaco. Estudos mostram que o DMSO pode, em 

concentrações altas, ter ação citotóxica (Da Violante, et al., 2002). Para excluir essa 

possibilidade, fez-se uma avaliação da viabilidade das células tratadas com várias 

concentrações desse solvente orgânico (0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%). Pode-se 

observar que as concentrações de DMSO usadas para diluir o fármaco não 

interferem na viabilidade de nenhum tipo celular usado nos experimentos (ANEXO 

B). 

 

Além da toxicidade em doses excessivamente altas, o DMSO em baixas 

concentrações pode ativar alguns tipos celulares (Lee, et al., 2005). Para eliminar 

esta outra variável, realizou-se um experimento para avaliar a possível ativação das 

células pelo solvente em questão. Após o tratamento com as mesmas 

concentrações de DMSO usadas para avaliar a citotoxicidade, foi avaliada a 

aderência e espraiamento em lâminas de vidro, uma vez que estes são sinais de 

ativação de fagócitos e bons critérios para essa avaliação (Enane, et al., 1993). Os 

resultados mostraram que as concentrações de DMSO usadas para diluir o BAY 41-

2272 não são suficientes para ativar as células (Figura 6). No caso das THP-1, não 

houve um nível basal de ativação registrado (Figura 6A), provavelmente pelo fato 

dessas células estarem num estado precoce de diferenciação e precisarem de 

estímulos mais fortes e/ou específicos para iniciarem sua diferenciação e serem 

ativadas (Auwerx, 1991). Todos esses resultados mostram que o DMSO não 

interferiu nos resultados obtidos. Todos os efeitos observados e analisados são 

relativos ao tratamento com o BAY 41-2272. 
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Em vista desses experimentos com o uso do DMSO puro, achou-se 

conveniente realizar os mesmos protocolos usando várias concentrações de BAY 

41-2272. Verificou-se que o tratamento com BAY 41-2272 não diminui a viabilidade 

das células em cultura em relação aos grupos controle (ANEXO B). Portanto, 

qualquer efeito negativo, não pode ser relacionado ao fato das células estarem 

morrendo. No entanto, com o passar do tempo há uma diminuição na viabilidade em 

todos os grupos tratados, com BAY 41-2272 ou com IFN-γ. Provavelmente, essa 

diminuição na viabilidade é resultado da ativação das células, uma vez que todas 

foram ativadas pelas concentrações testadas (Figura 8). Um dos mecanismos pelo 

qual a ativação celular pode levar à diminuição da viabilidade celular é a indução da 

expressão de moléculas de superfície indutoras de apoptose, como Fas, e ativação 

de caspases. Essas moléculas são expressas, geralmente quando há uma falta de 

estimulação ou quando a célula chega ao limiar máximo de sua ativação (Fukumoto, 

et al., 1999). 

 

Com os resultados de espraiamento, podemos observar que o BAY 41-2272 

mostrou uma ativação celular quanto a motilidade e funções morfolóicas das células. 

Relacionado a isso está a principal função dos fagócitos, que é englobar e eliminar 

microrganismos estranhos e potencialmente danosos ao organismo. Esta eliminação 

depende largamente da ativação do burst oxidativo, caracterizado pela geração de 

ânion superóxido e de espécies reativas de oxigênio. Tendo Oliveira-Junior e 

colaboradores (2007) demonstrado que o BAY 41-2272 aumenta a produção de 

superóxido por células THP-1, avaliou-se a produção desse reativo por neutrófilos e 

PBMC sob o mesmo tratamento. 

 

O BAY 41-2272 aumentou significativamente a produção de superóxido pelos 

dois tipos celulares em relação aos controles não tratados (Figura 9). Como 

esperado os neutrófilos produziram maior quantidade de superóxido (Figura 9B), 

quando comparados aos PBMC (Figura 9A). Essa maior produção ocorre pelo fato 

dos neutrófilos serem células totalmente maduras, tendo uma maior e mais rápida 

resposta aos estímulos. Nos tratamentos de 48 horas o BAY 41-2272 gerou uma 

produção de superóxido menor do que o grupo tratado com IFN-γ, após o tempo de 

48 horas. Essa citocina é conhecidamente ativadora de fagócitos, possuindo 

receptores e vias de sinalização intracelular específicas e naturais (Skorokhod, et al., 
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2007), enquanto o BAY 41-2272 é um fármaco sintético com uma via de ativação 

ampla e generalizada. No entanto no tempo de uma hora o fármaco teve uma 

resposta mais elevada, mostrando que as vias por ele ativadas foram capazes de 

montar o complexo NADPH oxidase de uma forma muito eficiente. 

 

Um aumento de burst oxidativo com conseqüente produção de espécies 

reativas de oxigênio é uma característica de neutrófilos ativados (Yamamoto, et al., 

2002). Têm sido amplamente estudados os sinais que desencadeiam o burst 

oxidativo (Hu, et al., 1999; Thelen, et al., 1993). Sabe-se assim, que este pode ser 

iniciado quer pela ligação de agonistas como fMLP, a anafilatoxina C5a, o fator 

ativador de plaquetas (PAF) e o leucotrieno B4 (LTB4) aos receptores existentes na 

membrana celular, quer pela ativação da PKC pelo PMA. Já se relatou o 

envolvimento da sGC e as vias subseqüentes de transdução de sinais com a  

proteína kinase C (PKC) (Khare, et al., 1994; Aggelidou, et al., 2002). Esta enzima 

promove a fosforilação de proteínas específicas denominadas “PHagocyte 

OXidases" (gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, p67phox) que, conjuntamente, 

montam o complexo NADPH oxidase, gerador das espécies reativas de oxigênio 

(Ueyama, et al., 2007). Portanto, sendo BAY 41-2272 um ativador de sGC, podemos 

sugerir que esse aumento na produção de superóxido pode estar relacionado com a 

ativação da PKC via cGMP. Além disso, a ativação de proteínas kinases explicaria a 

resposta elevada após uma hora apenas de tratamento, uma vez que o aumento da 

expressão gênica com apenas uma hora é inexpressivo para a maioria dos genes, 

inclusive os genes das proteínas da NADPH oxidase (Newburger, et al., 1988). Esse 

aumento seria então semelhante ao resultante pelo tratamento com PMA, ou seja, 

aproveitando as proteínas já disponíveis no citoplasma e membrana, ativando-as e 

promovendo o acoplamento das mesmas. 

 

Os mesmos padrões de ativação celular, ou melhor, de aumento de resposta 

encontrados em relação ao burst oxidativo, foram mostrados em relação à 

fagocitose (Figura 11). A atividade fagocítica é um ponto muito importante a ser 

avaliado nessas células, antes mesmo da produção dos reativos de oxigênio. Sendo 

a fagocitose geralmente o estímulo natural primário para a plena atividade dos 

fagócitos, avaliou-se o potencial dessas células após a incubação com o fármaco. O 

tratamento com o BAY 41-2272 (1 µM e 3 µM) aumentou a atividade fagocítica em 
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relação ao controle normal, mas assim como na produção de superóxido, esse 

parâmetro também foi menor em relação ao tratamento com IFN-γ (Figura 10). 

 

Uma vez que é importante avaliar os efeitos agudo e prolongado do fármaco, 

duas formas de tratamento foram aplicadas para as células THP-1 e PBMC, em 

relação ao tempo. O primeiro de uma hora e o segundo de 48 horas. As células 

THP-1 apresentaram um aumento na atividade fagocítica em relação aos tempos de 

tratamento (Figura 11A). Essa linhagem de células encontra-se em estágio muito 

precoce de diferenciação, portanto necessita de um maior tempo de estímulo (48h) 

para maturarem a ponto de aumentar a capacidade fagocítica (Auwerx, 1991). 

Nesse caso, a capacidade fagocítica é aumentada pela expressão de mais 

receptores de membrana e aumento da motilidade do citoesqueleto na medida em 

que essas células se diferenciam (Ravetch e Aderem, 2007). 

 

No caso dos PBMC, células em maior grau de diferenciação, houve menor 

alteração entre os estímulos por uma ou 48 horas (Figura 11B), quando as células 

foram tratadas com BAY 41-2272. Entretanto, quando tratados com IFN-γ por mais 

tempo, estas células aumentaram sua atividade fagocítica, uma vez que essa 

citocina possui vias de ativação relacionadas diretamente com a alteração 

morfológica de monócitos (Ellis e Beaman, 2004). Todas as contagens de atividade 

fagocítica foram confirmadas com as imagens de microscopia de contraste de fase 

(Figura 10). No caso dos neutrófilos, assim como no ensaio de avaliação da 

produção de ânion superóxido, só foram tratados por 1h, pois sua viabilidade é 

sensivelmente diminuída em períodos maiores de tratamento, o que reduz 

consideravelmente a confiabilidade dos resultados (Scheel-Toellner, et al., 2004). 

 

Alterações no espraiamento e na atividade fagocítica implicam em mudanças 

de expressão de moléculas de membrana e alterações morfológicas semelhantes às 

envolvidas com a migração células. Em experimentos envolvendo migração de 

neutrófilos induzida por azida, sugere-se que essa migração é mediada via cGMP e 

proteína-quinases dependentes de cGMP, pois sua migração é reduzida na 

presença de inibidores de cGMP e de proteína-quinases cGMP-dependentes 

(VanUffelen, et al., 1998a). Portanto, a sinalização ativada pelo BAY 41-2272, 

envolvendo o cGMP, está ligada às essas alterações morfológicas necessárias para 
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migração, fagocitose e espraiamento. Além disso, estudos utilizando Angeli’s salt 

(AS), mostraram aumento dos níveis de cGMP intracelular. O papel do cGMP na 

migração induzido por AS foi investigado usando um número de inibidores da via de 

transdução de sinal do cGMP e novamente a migração de neutrófilos foi reduzida 

por estes inibidores (VanUffelen, et al., 1998b). Estes resultados deixam claro que a 

ativação de GCs, e subseqüente aumento dos níveis de cGMP e ativação das 

proteína-quinases cGMP-dependente, estão envolvidos nos mecanismos de 

alteração morfológica e expressão de moléculas de superfície nos neutrófilos. 

 

Bóran e colaboradores (2008) mostraram recentemente que tanto ANP 

(estimulador de guanilato ciclase solúvel) quanto dibutyryl-cGMP (análogo de cGMP 

permeável), promovem uma rápida liberação e aumento de tamanho de filamentos 

em células microgliais. Essas alterações morfológicas envolvem o aumento e 

redistribuição de f-actina, resultando no aumento da atividade fagocítica. Esses 

rearrajos de actina e fagocitose de partículas inertes são bloqueados por inibidores 

de PKG, mostrando o envolvimento dessa via de sinalização. Todas essas vias de 

de sinalização provavelmente estão sendo ativadas com o tratamento com o BAY 

41-2272, uma vez que este aumentou significativamente a fagocitose e o 

espraiamento. 

 

Todas essas funções dos fagócitos (migração, fagocitose e produção de 

superóxido) são muito importantes para o perfeito funcionamento destas células na 

defesa do organismo. Nesse plano, o maior problema em defeitos imunológicos 

relacionados a fagócitos é a falta de resposta protetora frente às infecções. Portanto 

avaliamos a atividade fagocítica e microbicida das THP-1 e PBMC, quando em 

contato com um microorganismo íntegro e não somente a componentes deste, como 

o Zymozan. 

 

Para o nosso estudo foi utilizado o modelo para avaliação da atividade 

fagocítica/microbicida baseado na co-cultura das células com E. coli 

enteropatogênica (EPEC). Os resultados mostraram que o tratamento com o BAY 

41-2272 não aumentou a fagocitose (Figura 12 – tempo de 30 minutos), mas 

aumentou significativamente o killing das EPEC (Figura 12 – demais tempos), 

opsonizadas ou não. É reconhecido que produtos reativos do oxigênio, como o ânion 



 73 

superóxido e seus derivados, são altamente tóxicos a bactérias como a E. coli 

(Nauseef, 2007). Esse aumento na atividade microbicida, provavelmente está 

relacionado à soma dos parâmetros anteriormente descritos, o burst oxidativo e a 

fagocitose. Uma vez que as células apresentam fagocitose aumentada e encontram-

se produzindo mais superóxido, o fato de aumentar o killing torna-se uma 

conseqüência. No entanto, outros parâmetros, como acidificação do pH do 

fagossomo, transporte de íons e liberação de enzimas lisossomais e de grânulos, 

não foram avaliados até o presente momento. Portanto, não podemos excluir uma 

possível participação destes outros fatores. Além disso, também não foi avaliado o 

aumento da expressão de moléculas de membrana, como receptores de porção Fc 

de imunoglobulinas e receptores de complemento, que deixam mais eficiente a 

fagocitose e geram outros sinais que aumentam o killing. 

 

Esse resultado é extremamente importante, quando levamos em consideração 

o tratamento de infecções. São constantes os esforços para desenvolvimento de 

novas terapias antibióticas, principalmente em pacientes com quadro de 

imunodeficiências. O desenvolvimento de um processo terapêutico envolvendo a 

ativação de células fagocíticas traria novas expectativas para esses pacientes. 

Indivíduos com Doença Granulomatosa Crônica com defeitos de splicing (genes 

completos, mas não expressos corretamente), ou com Síndrome de Hiper IgM ligada 

a deficiência de CD40 ou CD40L, poderiam se beneficiar dessa abordagem 

terapêutica. Principalmente por essas doenças serem tratadas por aplicação de 

antibióticos como profilaxia ou reposição de imunoglobulinas, mas nada que ative as 

células de forma efetiva (Geha, et al., 2007; Dinauer, 2005). 

 

Todos esses efeitos podem estar relacionados à produção de citocinas 

importantes para ativação celular e elevação da resposta. Saber as citocinas 

produzidas pelo estímulo com o fármaco não só podem elucidar as vias ativadas 

pelo BAY 41-2272, mas também definir se a ativação observada nas células é fruto 

direto dos efeitos do fármaco ou secundário à produção de citocinas (Tabela 7). 

 

Não foi observado um aumento na produção de IL-12 pelas células, o que era 

esperado, pois a IL-12 é uma citocina produzida em altos níveis quando da ativação 

de monócitos e macrófagos (Murray, et al., 2006). Semelhante ao resultado da 
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dosagem de IL-12, o IFN-γ também não foi produzido em quantidade significativa em 

relação ao controle, com exceção para os grupos tratados com IFN-γ recombinante 

e BAY 41-2272 com concentração de 1 µM. O valor de produção dessa citocina, no 

grupo que recebeu tratamento com IFN-γ recombinante, pode ter sido um falso 

positivo, uma vez que a citocina exógena pode ter interferido nas medidas de 

citocinas realmente produzidas. O grupo tratado com 1 µM de BAY 41-2272 produziu 

mais IFN-γ que o grupo controle, indicando uma ativação celular importante, pois 

esta citocina está envolvida na imunomodulação de respostas contra bactérias e 

outros patógenos, como fungos (Fenton, et al., 1997). 

 

A produção de IFN-γ pelas células tratadas com BAY na concentração de 1 

µM, mas não de 3 µM, mostra papéis contraditórios na aplicação do fármaco. São 

muitos os estudos que mostram a ativação dose-dependente de células por 

fármacos sintéticos. Em relação ao YC-1, composto com estrutura semelhante a do 

BAY 41-2272, foi evidenciado a participação de vias diferentes relacionadas à 

ativação ou inibição de transcrição (Pan, et al., 2005). Essa diferença encontava-se 

na dose, utilizada. Numa escala cinétca de 0,1 a 30 µM, doses até 15 µM resultavam 

em ativação celular. No entanto, doses acima desta ativaram vias de bloqueio de 

transcrição. O mesmo pode ter acontecido em relação a produçaõ de IFN-γ, ou seja, 

vias de bloqueio de síntese/ativação podem ter sido ativadas em resposta ao 

excesso de estímulo. 

 

A produção de IFN-γ pelos neutrófilos polimorfonucleares após o estímulo com 

o BAY 41-2272 foi um importante diferencial deste tratamento. Yeaman e 

colaboradores (1998) mostraram que neutrófilos polimorfonucleares isolados de 

doadores normais produzem IFN-γ em resposta ao estímulo por LPS, IL-12 e TNF-α. 

Outros estudos com neutrófilos estimulados com IL-12 mostraram a produção de 

IFN-γ por estas células e que esta citocina estava plenamente funcional, resultando 

na produção de TNF-α pelo próprio neutrófilo e também PBMC (Ethuin, et al., 2004). 

Esses resultados mostram novas vias de ativação autócrina e parácrina dos 

neutrófilos, o que poderia ocorrer no estímulo com o BAY 41-2272, ou seja, uma 

ativação secundária a produção de IFN-γ resultante do tratamento. Além disso, 

estudos com animais evidenciaram a produção desta citocina por neutrófilos 

polimorfonucleares alveolares no quadro de infecção pulmonar por Nocardia 
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asteroides (Ellis e Beaman, 2002). A produção dessa citocina resultante do 

tratamento aumenta o potencial de uso desse fármaco, uma vez que Gómez e 

colaboradoes (2008) mostraram recentemente que em infecção por S. pneumoniae 

a produção de IFN-γ apresenta-se reduzida em camundongos gp91PHOX-/-. O 

resultado de Gómez e colaboradores caracteriza a dependência da NADPH oxidase 

para a geração de IFN-γ pelos neutrófilos. Fato importante, visto que nosso 

tratamento induz significativamente a produção de reativos de oxigênio e a 

expressão gênica da gp91PHOX-/-, o que pode ter gerado a sinalização para liberação 

de IFN-γ. 

 

A produção das citocinas IL-12 e IFN-γ é intimamente ligada. A geração de 

uma dessas citocinas implica, geralmente, na liberação da outra. Esse chamado eixo 

IL-12/IFN-γ é muito importante na ativação não só de fagócitos, principalmente os 

monócitos (Serour, etal., 2007). Envolve a participação de linfócitos T e, in vivo, é 

um dos fatores determinantes na resposta adequada à vários patógenos 

(Sahiratmadja, et al., 2007). Uma vez que vimos um aumento dignificativo de IFN-γ e 

TNF-α é estranho não detectarmos auemnto na produção de IL-12. Provavelmente 

essa produção foi abaixo do nível de sensibilidade do kit para dosagem utilizado. No 

entanto, novos procedimentos devem ser aplicados para definir a produção ou não 

dessa citocina.  

 

Houve um aumento na produção de TNF-α em todos os grupos tratados com 

as duas concentrações de BAY 41-2272. Esse resultado mostra que o fármaco em 

questão ativa vias de sinalização envolvidas na transdução de sinal, como MAP 

kinases, induzindo fatores de transcrição como o NF-kB (Igbal e Zaidi, 2008). Essas 

vias e fatores de transcrição fornecem evidências da seqüência de sinalização que é 

gerada pela ação do BAY 41-2272. Além disso, os monócitos expressam em suas 

membranas o receptor de TNF-α (TNF-αR). Em resposta a essa citocinas, é desse 

receptor que parte a cascata de sinalização que estimulará o NF-kB e a síntese de 

várias proteínas envolvidas com a resposta dos fagócitos (Vitale, et al., 2007). 

Portanto, não se deve descartar a possibilidade dessa citocina, por ação autócrina 

nos TNF-αR (Deering e Orange, 2006), resultar ou potencializar a ação do fármaco, 

sendo então muito importante na geração dos resultados que estamos 

apresentando. 
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A produção de TNF-α é um fator de ativação de fagócitos muito importante do 

ponto de vista da resposta à infecções por patógenos. Ghigo e colaboradores (2001) 

mostraram que a replicação de C. burnetii envolve mecanismos de regulação 

negativa da liberação de TNF-α. Dellacasagrande e colaboradores (2002) estudando 

o mesmo parasita evidenciaram uma nova via microbicida induzida pela sinalização 

por IFN-γ. Esse mecanismo compreende a aderência via integrina CD54/β2 

juntamente com o TNF de membrana à células infectadas por C. burnetii, e a 

eliminação destas através da apoptose dependente de contato entre as células). 

Outros estudos mostram a resistência da infecção por Toxoplasma através do 

bloqueio da mobilização do TNF-α para a superfície dos neutrófilos, revelando um 

novo mecanismo imunossupressor desse parasita (Bennouna, et al., 2006). Esses 

mecanismos caracterizam a importância dessa citocina na defesa do organismo 

contra infecções. A produção de TNF-α após estímulo com o BAY 41-2272 é 

aumenta significativamente o potencial desse fármaco no uso em relação às 

infecções, principalmente em alguns casos de imunodeficiência. 

 

Todos esses efeitos celulares resultantes da aplicação do fármaco dependem, 

de forma aguda, das proteínas já disponíveis nas células, como no caso da 

produção de ânion superóxido. No entanto, em tratamentos prolongados (ensaios de 

48 horas) outros fatores são ativados e/ou produzidos, como o caso das citocinas e 

as próprias proteínas do complexo NADPH oxidase. Uma vez que o BAY 41-2272 

ativa vias importantes de sinalização (Guanilato ciclase solúvel/cGMP e Adenilato 

ciclase/cAMP), estudamos suas implicações sobre a expressão de genes 

importantes dentro do funcionamento dos fagócitos. Para tanto avaliamos a 

expressão gênica do CYBB, gene codificador da gp91phox (Figura 13), o principal 

gene do sistema NADPH oxidase, visto que defeitos na sua expressão são 

responsáveis por cerca de 70% dos casos de Doença Granulomatosa Crônica 

(Leuseun, et al., 1998). 

 

O tratamento com o fármaco aumentou significativamente a expressão do gene 

codificador da gp91phox em PBMC e THP-1, mas não em neutrófilos (Figura 13). 

Esse aumento demonstra a indução da expressão gênica do sistema responsável 

pela geração de reativos de oxigênio, portanto o fármaco atua não só nas proteínas 

da NADPH oxidase já disponíveis, mas também na geração destas. O fato dos 
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neutrófilos não responderem ao tratamento com o BAY pode estar relacionado a 

ativação de outras vias, que não as que estão envolvidas no aumento da expressão 

gênica. No entanto, o fato da célula ter sido tratada apenas por uma hora é um 

diferencial muito grande, uma vez que a maior parte de respostas significativas 

relativas à expressão gênica ocorrem com mais de 12 horas (Lopes, et al., 1999). 

Além do pouco tempo de tratamento há o baixo rendimento de RNA obtido dessas 

células, uma vez que estão em um nível de diferenciação muito avançado. Os 

neutrófilos também possuem diversas nucleases que podem degradar facilmente o 

RNA, resultando num rendimento ainda menor de material (Gottlieb, et al., 1995). 

Todos esses aspectos podem ter corroborado para a baixa expressão gênica nessas 

células. 

 

O aumento na expressão do gene CYBB nos PBMC tratados com IFN-γ são 

semelhantes aos resultados de Newburger e colaboradores (1991), que mostraram 

um aumento de até 12 vezes na expressão desse gene após incubação por 24 

horas dos PBMC com a citocina em questão. Da mesma forma essa citocina 

aumentou a expressão do gene CYBB em THP-1 como já demonstrado por 

Condino-Neto e colaboradores (1998). Todos esses dados reforçam os resultados 

relativos ao tratamento com o BAY 41-2272. 

 

Em relação às diferenças entre a expressão dos diferentes tipos celulares 

estudados, podemos observar que o aumento ocorreu de acordo com o estado de 

maturação do fagócito mononuclear, alcançando o estágio mais elevado na fase de 

monócito. Outros grupos já demonstraram esse aumento de expressão da gp91phox 

de acordo com o grau de diferenciação celular, associando o nível aumentado de 

expressão gênica a apresentação de marcadores associados a propriedades 

citotóxicas, como o CD16 e CD23 (Rouzaut, et al., 2000). 

 

Esse aumento na expressão do gene CYBB nos PBMC e THP-1 pode ser 

resultado da ativação de vários fatores de transcrição. Esse gene possui o melhor 

detalhamento sobre a regulação transcricional dentre os genes da NADPH oxidase 

(Lievens, et al., 1995). Análises estruturais de aproximadamente 1,5kb da região 5’-

UTR do gene CYBB revelaram a presença de motivos CCAAT box duplicados entre -

106 e -124nt (numerados crescentemente a partir do início do sítio de transcrição), 
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assim como um motivo TATA box não-consensual em torno de -30nt (Skalnik, et al., 

1991). 

 

Estes estudos envolvendo as análises de regiões promotoras elucidam os 

mecanismos de regulação transcricional dos genes do sistema NADPH oxidase. 

Foram propostos alguns mecanismos repressores e ativadores da região promotora 

do gene CYBB. Este gene possui elementos cis, positivos e negativos, que 

interagem com múltiplos fatores de transcrição, tais como: STAB1, CDP (Eklund, et 

al.,2000; Hawkins, et al., 2001) e Pbx1, expressos constitutivamente em células 

indiferenciadas ou em períodos precoces de diferenciação, como as THP-1 (Eklund, 

et al.,2000; Neufeld, et al., 1992). Recentemente Luengo e colaboradores (2008) 

mostraram que a ligação do fator de transcrição NF-kB ao gene CYBB, assim como 

para o NCF1, é necessária para sua expressão e a atividade da NADPH oxidase. 

Sendo que houve uma marcante produção de TNF-α, sabidamente dependente de 

NF-kB para sua expressão (Ci, et al., 2008), podemos sugerir que o BAY 41-2272 

estaria ativando vias de sinalização envolvidas com a ativação deste fator de 

transcrição. 

 

Além do NF-kB, foi descrito um elemento cis no CYBB necessário para a 

expressão de gp91phox induzida por IFN-γ, referida como sítio de ligação para o fator 

de transcrição HAF1. In vivo, mutações nos sítios de ligação do HAF-1 resultaram 

em quadro característico da Doença Granulomatosa Crônica (Newburger, et al., 

1994; Suzuki, et al., 1998). O aumento da expressão gênica após o tratamento com 

IFN-γ já era esperado, uma vê que este induz a transcrição do NCF2 e CYBB 

durante a diferenciação de precursores mielóides para monócitos e também de 

monócitos maduros para macrófagos (Eklund, et al., 1998). Um ano depois este 

mesmo grupo identificou o recrutamento do fator de transcrição CBP (CREB-biding 

protein) para um grupo de fatores de transcrição envolvidos na expressão gênica de 

componentes do sistema NADPH oxidase. Essa interação, composta por PU.1 / 

IRF1 / ICSBP / CBP, mostrou um novo mecanismo para a ativação dos genes da 

g91phox (Eklund e Kakar, 1999). 

 

Muitas dessas vias de sinalização e transcrição são reconhecidamente 

dependentes de cGMP e cAMP, gerados pelo tratamento com o BAY 41-2272 
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(Oliveira-Junior, et al., 2007). Podemos citar uma série de fatores de transcrição, 

ligados à via de sinalização dependente de cAMP e cGMP, que estão envolvidos 

com alterações nos fagócitos. Dentre estes o CREB-1 (Cyclic AMP response 

element binding protein-1) possui o maior potencial de participação nessa via 

iniciada pelo BAY 41-2272. O CREB-1 liga-se ao CRE, um sítio localizado no DNA 

(geralmente regiões promotoras), podendo se ligar ao ATF-1 e elemento modulador 

responsável pelo AMPc, e também a membros da família AP-1, como c-Jun 

(Montminy, et al., 1986; Hai e Curran, 1991). Múltiplas vias de sinalização envlvendo 

cAMP ou cGMP, incluindo proteínas kinases A e G, AMPc-responsiva, proteína 

kinase C, CaM kinases II e IV dependentes de cálcio/calmodulina, e uma kinase 

RSK2 Ras dependente de serina/tirosina, medeiam a fosforilação e ativação de 

CREB-1 em diferentes tipos celulares (Hagiwara, 1996; Muthusamy e Leiden, 1998; 

Barlow, et al., 2008). Por outro lado, CREB-1 é descrito muitas vezes com papel de 

regulador negativo de alguns genes, como no estudo com macrófagos inibindo 

expressão de Akt e proliferação celular (Chen, et al., 2006). 

 

Apesar de todas as especulações sobre o mecanismo pelo qual o BAY 41-2272 

age, esse ainda permanece obscuro. Estudos para entender melhor a via pela qual 

este fármaco age, em nível citoplasmático e nuclear, ainda são necessários para um 

melhor entendimento não só do seu efeito, mas também do funcionamento dos 

fagócitos. Estes estudos contribuiriam na exploração do potencial do BAY 41-2272 

para o desenvolvimento de novas terapias destinadas ao controle das infecções, 

principalmente no âmbito das imunodeficiências. 
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6 CONCLUSÃO 
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A compreensão do funcionamento do sistema NADPH oxidase, sua regulação 

e defeitos genético-moleculares, além do estudo de mecanismos farmacológicos 

envolvidos na ativação celular dos fagócitos podem contribuir para o surgimento de 

estratégias adequadas para o controle de imunodeficiências, como Doença 

Granulomatosa Crônica. 

 

Em conjunto, este trabalho demonstra até o momento que o BAY 41-2272 

ativou intensamente células THP-1, PBMC e PMN humanos, com destaque para as 

seguintes funções: 

 

• Aumento da liberação de ânion superóxido; 

• Aumento da fagocitose e atividade microbicida; 

• Aumento da produção de TNF-α; 

• Aumento da expressão do gene CYBB (gp91phox) em células THP-1 e PBMC. 
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ANEXO A – FENOTIPAGEM DE CÉLULAS POLIMORFONUCLEARES 
 

 
 
Expressão de CD16 em células polimorfonucleares de sangue periférico. Após a 
separação celular as células foram ajustadas para uma concentração de 1x106/mL e 
marcadas com anticorpo anti-CD16-FITC para análise por citometria de fluxo. (A) Aquisição 
da população de células G1→R1. (B) Controle de células não marcadas. (C) Marcação com 
anticorpos não específicos para humanos (mIgG2a anti-mouse) como controle isotípico. (D) 
Três experimentos evidenciando a marcação das células pela expressão do CD16 e 
granulosidade, mostrando o número de células CD16+ acima de 98%. 
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ANEXO B – AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR APÓS TRATAMENTOS  
 

 
DMSO não possui efeito citotóxico sobre células THP-1, PBMC e PMN. Análise da 
viabilidade das células THP-1 (A), PBMC (B) e PMN (C), tratadas por 1h, 12h, 24h, 48h ou 
72h com DMSO (0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% e 0,5%). Os resultados representam a MÉDIA ± 
SEM de 4 experimentos independentes. a para ANOVA p<0,05 em relação ao controle. 
 

Continua. 
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BAY 41-2272 não possui efeito citotóxico sobre células THP-1, PBMC e PMN. Análise 
da viabilidade das células THP-1 (a), PBMC (b) e PMN (c), tratadas por 1h, 12h, 24h, 48h ou 
72h com BAY 41-2272 (0,1µM, 0,3µM, 1µM, 3µM, 10µM). Os resultados representam a 
MÉDIA ± SEM de 4 experimentos independentes a para ANOVA p<0,05 em relação ao 
controle. 
 

Conclusão. 
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ANEXO C – DOSAGEM DE IMUNOGLOBULINA G E IMUNOGLOBULINA M 

SÉRICAS TOTAIS. 

 

Amostra IgG Total 
(mg/dL) 

IgM Total 
(mg/dL) 

01 1230 332 

02 752 137 

03 945 265 

04 1147 315 

05 1278 78 

06 698 132 

07 747 214 

08 1320 98 

09 1570 102 

10 843 294 

11 1160 117 

12 938 93 

13 1254 159 

14 904 185 

15 890 172 

16 1138 227 

17 1403 265 

18 1372 >378 

19 1508 349 

20 1147 156 

21 1022 84 

22 724 >378 

23 898 >378 

24 1027 <56 

Valores de referência para adultos: IgG: 680 – 1601 
mg/dL; IgM: 56 – 378 mg/dL (Fujimura, 1990). 
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ANEXO D – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE MICROBICIDA POR MICROSCOPIA 

 

 
Microscopia confocal de células THP-1 e PBMC tratadas ou não por 48 horas com BAY 
41-2272 (3 µM), após 120 minutos de incubação com EPEC. Marcação feita com acridine 
orange (AO) e leitura em filtros individuais de comprimento de onda. Quadro à esquerda 
representa as células sem tratamento; quadro ao centro representa células tratadas com 
bactérias fagocitadas; e à direita o quadro mostra a marcação em vermelho, representando 
as bactérias mortas. 
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ANEXO E – ELETROFORESE DA PCR EM TEMPO REAL 

 

 
Corrida eletroforética das amostras de PCR em tempo real. Avaliação da expressão do 
gene CYBB em células THP-1 (1-5), PBMC (6-10) e neutrófilos (11-15) tratados ou não (1, 
2, 6, 7, 11 e 12) com IFN-γ 100 U/mL (3, 8 e 13), BAY 41-2272 1 µM (4, 9 e 14) ou 3 µM (5, 
10 e 15) por 1h (neutrófilos) ou 48 h (THP-1 e PBMC). 
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ANEXO F – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

GRUPO EXPERIMENTAL 

(maiores de 21 anos) 

ESTUDO: BAY 41-2272: uma ferramenta farmacológica potencial para o controle de infecções em 

imunodeficientes. 

Você está sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo 
contém todas as informações necessárias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboração 
neste estudo será de muita importância para nós, mas se desistir a qualquer momento, isso não 
causará nenhum prejuízo a você. 

Eu (nome e profissão), __________________________________________________, residente e 
domiciliado a _________________________________________________ 
___________________________________________________________________, portador da 
cédula de identidade, RG ___________________, e inscrito no 
CPF/MF________________________, nascido (a) em ____/____/_______, abaixo assinado (a), 
concordo de livre e espontânea vontade em participar como voluntário (a) do estudo “Efeito do BAY 
41-2272 e doadores de óxido nítrico sobre o desenvolvimento e regulação do sistema NADPH 
oxidase na linhagem mielomonocítica humana.”, declaro que obtive todas as informações 
necessárias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto às dúvidas por mim 
apresentadas.  

O principal objetivo deste estudo é avaliar o efeito do fármaco em questão, o BAY 41-2272, e de 
doadores de óxido nítrico na expressão dos componentes da NADPH oxidase (defeituosa nos 
pacientes com Doença Granulomatosa Crônica) e na atividade microbicida, ou seja, na capacidade 
de eliminar patógenos como bactérias e fungos. 

Estou ciente que: 

I) O estudo é necessário para que possamos descobrir novos mecanismos de tratamento para 
a “Doença Granulomatosa Crônica”; 

II) Serão realizados: 
a) exame de sangue que consistirá de uma extração de no máximo 20 mL de sangue, num 

período de 1 mês. Os riscos da retirada de sangue são: hematoma local (rouxidão), 
algum desconforto e, raramente, tontura. 

III) Essa(s) coleta(s) será(ão) feita(s) apenas para este estudo e, para os pacientes com doença 
granulomatosa crônica, em nada influenciará(ão) o meu tratamento; não vai(vão) me curar; 
não vai(vão) me causar nenhum problema, exceto o pequeno incômodo de dor no momento 
da coleta (introdução da agulha para retirada do sangue).  

IV) A participação neste projeto não tem objetivo de me submeter a um tratamento e não será 
cobrado nenhum valor com relação aos procedimentos médico-clínico-terapêuticos efetuados 
com o estudo; 

V) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboração neste estudo no momento em 
que desejar, sem necessidade de qualquer explicação;  

VI) A desistência não causará nenhum prejuízo à minha saúde ou bem estar físico. Não virá 
interferir no atendimento ou tratamento médico; 

VII) Os resultados obtidos durante este projeto serão mantidos em sigilo, mas concordo que 
sejam divulgados em publicações científicas, desde que meus dados pessoais não sejam 
mencionados; 

VIII) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta 
pesquisa: 

 

Obs.: Assinalar com X.  (    )  Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

(    )  Não desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 
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IX) Poderei contatar a Secretaria da Comissão de Ética em Pesquisa com Seres Humanos – 
ICB/Usp, no telefone (11) 3091-7733 ou telefone do pesquisador Paulo Vítor Soeiro Pereira 
ou Dr. Antonio Condino Neto, (11) 3091-7435 para tirar qualquer dúvida ou fazer qualquer 
reclamação em relação ao presente estudo. 

 

Estes estudos podem melhorar o entendimento da doença levando à formas mais eficazes de 
diagnóstico e tratamento no futuro. É provável que o voluntário em questão não possa aproveitar 
diretamente estes avanços. 

 
São Paulo,____de_____________de   20__. 

 
 

Paciente: ____________________________________________________________ 
Nome / RG / Telefone 

 
Testemunha 1: _______________________________________________________ 

Nome / RG / Telefone 
 

Testemunha 2: ________________________________________________________ 
Nome / RG / Telefone 

 

Responsável pelo Projeto: ______________________________________________ 
PAULO VÍTOR SOEIRO PEREIRA 

 


