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Resumo

Introdug&o: O LPS induz a ativacéo celular apos ligacdo com4C®TLR4. A forma R de LPS
(sem o polissacarideo O) pode ativar de forma imddgnte de CD14. Neutréfilos e mondcitos
diferem de forma expressiva em sua expressédo del @BIsuperficieObjetivos: Comparar a
acao biologica de formas R e S de LPS em neutsdBlanondcitos do sangue periférico de
humanosMétodos: A modulagéo de receptores de superficie celulastfservada em mondcitos

e neutrofilos, e producdo de espécies reativaxig@rmios (EROs) e de Oxido nitrico (NO), além
de ativacédo de p38 e NB foram avaliadas em neutroéfilos por citometrigfldgo, apds incubacéo
com r e sLPSResultados: Houve uma pequena alteracdo de TLR4 em mondéocios & h de
incubacgdo, enquanto nenhuma modulagéo foi vista PaR2 em ambas as células. A modulagéo
de CD14 na superficie de mondcitos mostrou-seibi#abavendo incremento inicial na primeira
hora seguida de queda com 6 h. Nao foi observaddulagio de CD14 na superficie de
neutréfilos. Ambas as formas de LPS levaram a i@dwe CD66b na superficie de neutrofilos,
efeito que permanece pelo menos até 24 h de ingab&pP11b foi aumentado em neutréfilos e
monacitos por r e SLPS, chegando até 4 vezes assdw depois de 3h, enquanto que a expressao
CXCR2 cai em poucos minutos e permanece reduzidaeemnéfilos. A expressao de HLADR foi
aumentada nos monadcitos no tempo de 3h. O efeitslLB& na expressdo de CD11b, CD66b e
CXCR2 em neutréfilos mostrou-se um pouco mais mecémbas as formas de LPS induziram
pequena producdo de NO e de EROs, quando comparaaasutros estimulos, assim como a
translocacao de NdB p65 e p50 e ativacdo de pEonclusbes:as formas R e S de LPS ativam
similarmente os neutrdfilos, apesar de sua baibmesszdo de CD14 na superficie. Enquanto
proteinas do soro podem otimizar a acdo do LPS @l4(ode suprir a falta de CD14 em
neutrofilos, e interagcbes com mondcitos podemedaerpapel na resposta dessas células ao LPS, é
provavel que outros receptores estejam envolvidosimalizacdo ao LPS em neutrofilos. Uma
modulacdo complexa de receptores de superficieista em ambas as células com aumento ou

decréscimo dependendo do receptor avaliado.
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1.1 Sepse

A sepse pode ser definida como a repercussao gistéia infeccdo. Manifestando-se
como diferentes estadios clinicos de um mesmo gsocksiopatoldgico, €, para o médico, um de
seus maiores desafios, uma emergéncia médica adaaxielevada morbidade e mortalidade. O
processo comeca com uma infeccdo, com ou sem taspdkmatoéria sistémica, podendo
progredir a resposta sistémica com sepse graveegsEgsociada a uma disfuncdo organica) ou
choque séptico (sepse grave com hipotensao rédfratéeposicao volémicd)

A importancia da sepse pode ser inferida pela $esada morbidade e mortalidade.
Avaliando incidéncia e mortalidade associadas f@s¢des de corrente sanguinea no Hospital S&o
Paulo, hospital de ensino da Universidade Feder&ab Paulo, entre 1985 e 1986, encontrou-se
incidéncia de 21,7 episédios por 1000 admissoes, mmrtalidade de 33,49, Um estudo
brasileiro multicéntrico observacional (BASES Brazilian Sgpsis Epidemiological Sudy),
conduzido em cinco unidades de terapia intensivastnou incidéncia de sepse de 61,4; sepse
grave 35,6 e choque séptico 30,0 para cada 1000npes-dia. As taxas de mortalidade para os
pacientes em sepse, sepse grave e choque séptiam fde 34,7%; 47,3% e 52,2%;
respectivament8. Em revisdo recente da literatura sobre epidemimlde sepse, o autor sugere
gue a frequéncia e mortalidade devido a sepse & sgave podem ser piores nos paises da

América Latina do que em paises desenvol{itios

1.2 Lipopolissacarideo e resposta inflamatoria

Embora a interacdo do hospedeiro com bactériascegj@am, a ocorréncia de infeccao e
suas complicacfes sistémicas sdo relativamentg tata porque ha um equilibrio entre os fatores
de defesa do hospedeiro e os de viruléncia darEct® desequilibrio entre estes, frequente no
ambiente hospitalar devido a doencas de base,deramsiva e uso de antimicrobianos, pode

resultar em infeccao.

Consideram-se caracteristicas do sistema imunemais avancados aos primitivos, que
ele seja capaz de reconhecer uma grande diversidagatégenos, matar tais patdgenos e poupar
o tecido do hospedeiro. Os sistemas imunes inaftaptativo possuem respostas entrelad®das
sendo os principais componentes da imunidade os&lementos celulares e humorais, cada um
com suas armas aferentes e eferentes. No presgatd.efocamos em respostas celulares a um
dos padr6es moleculares associados a patdogenosR®ANRRiIs bem estudados: a endotoxina ou

lipopolissacarideo (LPS).
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A similaridade entre os efeitos fisiopatoldgicosudas induzidos pelo LPS e as
manifestacfes da sepse por gram-negativos levquotebe de que o LPS, liberado da bactéria
vivo, é responsével pela inducdo dos sintomas da sep#t. O LPS esta presente na membrana
externa das bactérias gram-negativas e desempapbatéante funcdo na viabilidade bacteriana e
na interacdo com o hospedéit¢figura 1.1B).

A. Célula bacteriand( coli | B. Organizacao da parede celular
' : ' ' " - Lipopolis-
| e - f'-'. T sacarideo
I:".i 15. :
[
5 ; ! Membrana
) : T externa
; Peptideogli-
828 canc
mx_,-.?.-rsr.ca. wfmo, —— Membrana
' interna
D. Estrutura do lipideo A
tH
0=p-0H

o N

|/HD f%;i e (L e

Cadeia especifica O Lipideo A

Figura 1.1: Uma bactéria gram-negativa. Micrografia eletrande umaEscherichia coli (A),
junto com uma representacdo esquematica da log@tizao lipopolissacarideo (LPS) na parede
bacterianaB) e sua estruturaC). Também é mostrada a estrutura primaria do ceakico do
LPS, o lipideo A D). GIcN, c-glucosamina; Hep, L-glicero-D-mano-hesgto Kdo, 2—queto-
desoxioctonato; P, fosfato (adaptado de Beutleiggsehef).

Apds a morte e lise bacteriana, e também quandatara se multiplica, o LPS é liberado
de sua superficie. A molécula do LPS, sintetizaglasgpbactérias selvagens (LPS de forma S),
pode ser dividida, estrutural e funcionalmente, te@s sub-regifes: polissacarideo O, regido
central €ore) e lipideo A (figura 1.1C e 1.2). O lipideo A repenta a estrutura mais conservada
do LPS e retém a toxicidade da molé&jl@ que foi confirmado quando se demonstrou que o
lipideo A sintético tinha atividade biolégica idi&at ao lipideo A e ao LPS bacteriafids Por
intermédio do lipideo A, o LPS interage com vatipss celulares, como células mononucleares,

células endoteliais, polimorfonucleares e, de paldr importancia, os mondcitos e macrofagos.
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Cadeia especifica O

& Lipideo A §

A A

Figura 1.2 Representa¢cdo esquemaética do LPSatieonella, mostrando a cadeia especifica O, o
core e o lipideo A

1.2.1 Diferentes formas de LPS

A morfologia da col6nia gnooth — lisa ourough — rugosa) indica sestatus de O-
glicosilacédo. Variantes microbianas com longas ieadao polissacarideo O formam colénias
lisas, enquanto as com curtas cadeias formam eslénigosas, de onde surge a designacéo de
LPS de tipo S (de colbnias lisas) e de tipo R (dérdas rugosas) (figura 1.3). A forma R,
sintetizada pelas mutantes rugosas de bactériasmgggativas, ndo possui a cadeia O especifica.
Além disso, ocore pode apresentar diferentes nimeros de polissacaridependendo da classe
(Ra a Re) a qual o mutante pertéhcd (figura 1.3). O LPS obtido de bactérias selvagéns
sempre uma mistura heterogénea de moléculas de f8tntontendo de 1 a 50 repeticbes de
unidades de oligossacarideos, e contém uma poey@vel de moléculas de forma R. Muitas
bactérias de relevancia clinica sintetizam este kipterogénico de LPS. Em adicdo, bactérias
gram-negativas selvagens, co@blamydia e Neisseria, sintetizam LPS nos quais o numero de
residuos de acucar € reduzido e assim se assemallfiamma R, pelo menos nas propriedades

fisico-quimica&®.

As moléculas de LPS sao anfipaticas e sua hidrmiftdde diminui com o0 aumento no
nimero de residuos de acdtal”. Baseadas nestas diferencas, as formas R e Sertares
periodos diferentes de degradacdo no sangue e€&aptalas células, além de diferente habilidade
de induzir o metabolismo oxidativo em granulécitbsimanoS® e ativar o sistema
complement8”. Em estudo utilizando alguns fenétipos Bieicella foi mostrada diferenca de
trafego intracelular e producdo de citocinas/quainias por monécitos humai§ denotando
diferentes respostas do hospedeiro ao rLPS e A R&A0 bioldgica do LPS é mais bem discutida

no préximo item.
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Figura 1.3: Representacao esquematica das diferentes formaB31eO LPS possui o lipideo A,
o core e o polissacarideo O (antigeno O). Dependendaude gompleta € a molécula de LPS,
diferentes formas de LPS R, RS e S podem ser dda@as (Kdo, 2—queto-desoxioctonato; Hep,
L-glicero-D-mano-heptose; Glc, glicose; Gal, gataet GlcNac, N-acetil-glucosamifiad)

1.2.2 Ac¢éao biologica do LPS

Os lipopolissacarideos de formas R e S ativam rfegwd, que liberam mediadores como
o fator de necrose tumoral-alfa (TN#; interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e IL-10. Estes
mediadores tém atividade bioativa potente e podear @m sinergismo ou ter efeito antagonico a
endotoxind®. Assim, eles sdo potentes geradores de respofitanamoria. In vivo, estas
moléculas podem ter acado local ou serem liberad@&srculacdo, através da qual séo transportadas

para diferentes células e érgaos, resultando reaegsdo sistémica da infeceﬁo

A acédo biolégica do LPS é modulada por proteinasgmtes no soro, como a proteina
ligante de lipopolissacarideo (LBP) e a proteinady&cida por aumento de permeabilidade (BPI).
A LBP, com alta afinidade pela endotoxina bacterjaforma o complexo LPS-LBP 2% e

facilita a ligacdo do LPS ao CD14, potencializaadativacdo do macréfago induzida pelo LPS, e
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subseqiientemente a producdo de citocinas pro-iaftaias, como o TNE?> ??) Desta forma
aumenta a capacidade do hospedeiro na deteccad®Slerh fase inicial da infeccdo, podendo ser
importante para o controle da me&ha®. Entretanto, a presenca da LBP pode ser deletéria
estagios avancados de infeccdo, exacerbando airads a@n resposta inflamatéfid Altas
concentracfes de LBP presentes durante a fase dgudieccgao inibem a resposta inflamatoria a
produtos patogénic88, enquanto que em baixas concentracdes age comeaeptor soldvel

para o LPS e amplifica os efeitos da endotoxinacéhgas alv§® 2"

O CD14, caracterizado inicialmente como 0 mais ingme receptor de LPS, apresenta-se
em duas formas: o CD14 solivel (sCD14) e o CD14dligd membrana celular (mCD%%) O
receptor CD14 é composto de glicoproteina ancoeada@&mbrana por glicosilfosfatidilinositol
(GPI) de 55 kDa e é encontrado na membrana de ntosomacrofagos e em menor proporcao
em granulécitdd®. O sCD14 é encontrado no plasma, soro e sobreteadarcultura celular e tem
afinidade pelo LPS-LBP circulante, formando entamomplexo LPS-LBP-sCD14, que facilita a
interacdo com as células que ndo possuem o mCbiiv Bo caso das células endotef&ig”

1.2.3 Integrinas, receptores envolvidos em respostlamatoria e acdo bactericida

As células efetoras mais importantes da imunidad&isédo os neutrofilos e macréfagos,
0s guais sao capazes de fagocitar e englobar paggsecretar um amplo espectro de citocinas e
guimiocinas, e assim coordenar mecanismos adidalmresposta. Os macréfagos, derivados dos
monocitos do sangue, sdo células apresentadorastidenos, interligando a imunidade inata e
adaptativa. Estdo presentes em varios tecidos dwo,csendo capazes de fagocitar e matar
microbios, mas sua principal funcdo é recrutarasutrélulas para o sitio da infeccdo, como as
polimorfonucleares, e apresentar os antigenos. a@écitos polimorfonucleares (neutrofilos,
basdfilos e eosindfilos) sdo de funcdo chave pardgec a infecgcdo. Neutréfilos sdo células
matadoras profissionais, embora tenham vida cuatecirculacdo (apenas 6 h), tendo armas
efetoras importantes. A exposicado de neutrofildmetéria ou a produtos bacterianos ativa essas
células, desencadeando a resposta inflamatoriaggquita na eliminacéo do patégeno.

Antes que o0s microbios sejam fagocitados e desui@ucocitos presentes na periferia
precisam alcanca-los, um complexo processo quewangoatracao por quimiocinas, rolamento e
adesdo sobre a superficie dos vasos, seguida dacangcelular para 0 meio extra-vascUigr
(figura 1.4).

A resposta de leucdcitos a citocinas quimioatratgmimiocinas) € um evento central em

respostas inflamatorias. A IL-8 pertence as quimex CXC e tem um papel central no
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recrutamento de polimorfonucleares (PMN) aos sities infeccdo, causado por produtos
bacterianos ou injiria tecid(#l ®2 A IL-8 atrai e ativa 0s PMN via receptores CXCRllg se
ligam seletivamente ao IL-8 com alta afinidade, XXCR2, que se ligam a uma grande variedade
de quimiocinas CXC, incluindo IL& *2)

As integrinas formam heterodimeros através da essor das subunidades (CD11a),
aw (CD11b),ax (CD11c) edap (CD11d) com a subunidads (CD18f*Y, e sdo importantes na
interacdo dos leucdcitos com as moléculas de adkséodotélio para posterior migragéo celular,
mesmo na auséncia de infeccdo. Entretanto, a efurelestas moléculas de superficie pode estar
aumentada na presenca de agentes patogénicogsati@Viberacdo de mediadores inflamatorios
pelas células endoteliais, como quimiocinas e itites; 0 que por um lado € importante para a
migragéo para o foco infeccioso e por outro poddritmuir para lesédo e disfungéo orgafita
Além do papel na migracao de leucdcitos, € imptetsmbrar que o CD11b/CD18 ja chegou a
ser sugerido como receptor do LPS em macréfagosiho$i?. Em estudo de Pereenal.®” foi
indicado que CD11b/CD18 pode nado ser necessarogsrespostas induzidas por LPS, como a
producdo de citocinas, mas que tem um papel signie na producdo étima dos genes COX-2,
IL-12 p35 e IL-12 p40 em resposta a tal antigeno meatrofagos de origem murina. Uma
associacdo transiente entre CD14 e CD11b/CD18 tamioé reportada em neutréfilos em
resposta a LP®.

CD66b é outra glicoproteina que parece envolvidativacd®® e migracéo de neutréfilos,
através da regulacéo da adesividade do CD11b/¢Y)E8na adesao destas células a fibronectina,
uma glicoproteina presente no endotélio e na makiracelular, que participa de migracdo de
células™. Assim, apresenta papel crucial na diapedese.

Depois de atravessar o endotélio, os fagdcitos modslizar sua funcdo e matar os
parasitas invasores. Patdgenos invasores sao tadeie mortos através de um arsenal potente de
enzimas, proteinas catidnicas, espécies reativasxignio (ERO<Y?, espécies reativas de
nitrogénio, e outras, liberadas pelos fagosséthd¥d A geracdo de EROs em fagécitos é
dependente principalmente de NADPH-oxidase, um texopenzimatico presente na membrana
citoplasmatica, que uma vez ativado atua como dadlelétrons e converte o oxigénio molecular
em seu produto reduzido, o anion superoxidg) (@ anion superoxido é convertido em peroxido
de hidrogénio (HO,) através de uma reacdo catalisada pela enzimadsige dismutase. Em
conseqiiéncia, 048, é substrato para a geracdo de oxidantes pofefite§)

Parte dos sintomas produzidos pela endotoxemia pederesultado de aumento de
liberacdo de 6xido nitrico (NO) e, de fato, varmmggos mostraram que ha aumento consideravel

de metabdlitos de NO no plasma durante a endotekéni?. Leucécitos podem representar um
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importante gerador deste mediador. A inducdo desi@se (INOS) em fagdcitos mononucleares
€ dependenten vivo ein vitro, de ativacao por citocinas que agem sinergicanwnteprodutos
bacteriano$® *°) E bem estabelecido que o LPS leva & inducéo @Sibm granuldcitd® ** *Ve
mondcito§® humanos. O NO produzido pelos leucécitos participaatividade de morte de
diferentes patogen3% % além de ser um mecanismo autécrino que podeaegubtivacdo e

migracéo de neutréfilos durante varias condicesfigamldgicasin vivo®?.

Rolamento
Neutrofilo -
ﬁ Adesio
Migracéo
Selectinas CD11/CD18

Sangue

S Y ][AMiﬂ[v r =
e ) o

Figura 1.4: Mecanismo de rolamento e migracdo de neutréfilea pdoco infeccioso (adaptado
de Falcact al.®*®; Abbaset al.®®).

1.3 Sinalizag&o desencadeada pelo LPS

O mecanismo pelo qual o CD14 transmite um sinadzaje causar ativacdo celular era
incerto, uma vez que sua molécula ndo possui ung@@ontracelular. Entdo foi postulado que
uma molécula transmembrana interagisse com o CDMLES para fazer a sinalizagﬁb
Poltoraket al.®” elucidaram o mecanismo de ativacéo através défidapéo do receptor tiptll
(Toll-like receptor 4 - TLR4) estudando linhagens de camundongos qudipaoresponsivos ou
resistentes aos efeitos do LPS. O gené&ldbtem mutacdo pontual no C3H/HeJ e sofreu delecao
no C57BI10/ScCR permitindo a estes camundongos amatipo de resisténcia ao LPS. Desta
forma, € possivel que mutaces no géiné em humanos possam influenciar na suscetibilidade e

evolucdo a infecgdo por bactérias gram-negatRlas
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O TLR4 necessita da proteina de diferenciacdo mel®d (MD-2) que se encontra
acoplada a parte extracelular do TLR4, conferindmaumaior sensibilidade ao LPS,
provavelmente através da estabilizacdo dos dinderds. R4>°.

Os mond@citos e macrofagos expressam outros reesptie superficie envolvidos no
reconhecimento e sinalizacdo do LPS. Sdo as makdad familia das integrinas, ja citadas no
item 1.2.30s receptores CD11b/CD18 e CD11c/CD18 estariamh@des no reconhecimento do
LPS®Y). H4 indicios que CD11/CD18 e CD14 utilizam um a#mi comum de ativacéo celular
induzida pelo LPS, o TLR4. Entretanto devido a haficiéncia do complexo CD11/CD18-TLR4
em comparacdo com CD14-TLR4, sua relevancia bicédgiovavelmente é limitadd.

O reconhecimento precoce da presenca de microrgasié imperativo para o hospedeiro
controlar o processo infeccioso. Os patdgenos &mtaras moleculares conservadas, chamadas
de PAMPs, como, por exemplo, LPS, peptidoglicamidcalipoteicdico, lipoproteinas e DNA
bacteriano, que séo identificadas através dos t@esp de reconhecimento padrdo (PRRS)
presentes nas ceélulas de imunidade inata do haspedesta forma se inicia uma resposta imune
imediata a invasao microbiana. Os TLRs, conservamtutivamente, sdo um exemplo dos
primeiros sensores da imunidade iffta

Os TLRs sédo compostos por proteinas transmembrnaces em leucina com porgcao
citoplasmatica muito similar ao receptor de intgclea-1, consequentemente funcionam como
transdutor de sinalizacdo. Esta porgcédo é conhean® dominio homdlogo ao receptor Toll/IL-1
(TIR)®,

Os TLR2 e TLR4 sédo essenciais no reconhecimentiifdeentes componentes da parede
bacteriana. Este reconhecimento € feito atravésfodaacdo de dimeros, que podem ser
heterodimeros, como no caso do TLR2 (com o TLRLRG), ou homodimeros, como no caso do
TLRA4. Isto explicaria porque estes receptores sfpazes de identificar uma variedade maior de
ligantes do que o TLRY.

A sinalizacédo por TLRs pode ocorrer através de misows dependentes de MyD88 e
independentes de MyD88 (também conhecidos comondeptes de molécula adaptadora de
interferonf (TRIF)). A sinalizacdo dependente de MyD88 envobtdra molécula chamada
proteina adaptadora contendo o dominio TIR (TIRAB& recruta a quinase 1 associada ao IL-1R
(IRAK-1), e o fator associado ao receptor de nextasoral 6 (TRAF6), levando a ativagéo de
proteinas quinase ativadoras de mitose (MAPKs}epeentes a trés familias principais: p38, N-
terminal c-Jun quinase (JNK) e quinase reguladasipai extracelular (ERKYY, ou translocacao
do fator de transcricdo MB. A sinalizacdo dependente de MyD88 é crucial papsaoducao de

citocinas inflamatdrias como o TNE-A sinalizacdo dependente de TRIF (ou independeéate
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MyD88) envolve a molécula adaptadora relacionadeR& (TRAM), levando a ativacdo dos
fatores de transcricdo IRF-3 e IRF-7, promovendsiraese de interferon (IFNB-e IFN-,
respectivamente. Translocacdo do fator de tra@scidkB também pode ocorrer, embora seja
mais tardiament® (figura 1.5). Ambas as vias estdo envolvidas malyréo de éxido nitrico
sintase induzivel, levando a producdo de NO, atemtlen visto como importante mediador
inflamatério e mecanismo efetor na morte de patdgef®.

O fator de transcricdo MB consiste de homo ou heterodimeros de um grupé de
proteinas, chamadas KB1 (p50 e seu precursores pl05),kBE (p52 e seu precursor p100),
p65/RelA, c-Rel e Rel8”. No estado repouso, KB se encontra preso no citoplasma da célula
por uma forte associacdo com proteinas inibit@imnadas dexBs. Com a estimulacao celular,
as proteinaskBs sao rapidamente fosforiladas e degradadas ptegssomas, e o KB liberto
transloca para o niicleo para regular a expressénitiiplos gendé®.

TLR1 TLR2 TLR4

ou

TLR6 MD-2

TIRAP TIRAP

TRAM
@ MyD88
MyD88 TRIF
ENDOSSOMO ENDOSSOMO
TLR7 %Q \ / .

MyD88
TLR9 TRIF

IRAK I
TRAF6

[TaBi{TAB2

NEMOJIKK; ‘// l \

N\
NF-«<B @

TRl
(0

IKKo:
IKKB

l
IRF-3

MKK3/6
-

O~E
®

Figura 1.5: Vias de sinalizacdo dos TLRs (adaptado de Taketlkira®® %¥e Liewet al.®9).
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1.4 Justificativa

Importante progresso na compreensao da sinalizégdiesposta celular por formas R e S
de LPS foi alcancado recentemente. Demonstrou-geri@r de camundongos geneticamente
modificados, que a forma R de LPS poderia indunalzacao celular de forma independente de
CD14. Esta sinalizagéo ocorreria pela via deperdéatMyD88. A forma R de LPS, assim como
o0 sLPS, também pode se acoplar a CD14/MD2/TLR4 zimdio sinalizacdo por via MyD88
dependente e independente. Em contraste, a fornde $PS dependeria do CD14 para
efetivamente induzir sinalizacdo cel&r" (figura 1.6). Lipideo A e rLPS sdo capazes deaativ
TLR4/MD-2 sem CD14, enquanto a forma S de LPS neGDe 4™,

CD14-independente CD14-dependente
ILPS .~ \sLPSourlPS

i T s33sts
£ - ot

CD14

NF-kB
! IRF-3
Respostas\'ﬂ-:- . “'/ \"‘ ~ Respostas
dependentes ¢ i iIndependentes
de MyD88 de MyD88

TNF ~+ IFN

Iqwrff JOPA

Figura 1.6: Sinalizacdo dependente e independente de CD14n(lexo TLR4-MD2 pode se
ligar & forma R, mas ndo a forma S de LPS sem essi&lade de CD14. A sinalizagéo por este
complexo é limitada a via dependente de MyD88, dsars adaptadores Mal e MyD88 para
ativar N/KB. O complexo TLR4-MD2 pode se ligara ambas as ésrfn e sSLPS) em um processo
dependente de CD14. Adicionando-se aos sinais depts de MyD88, este complexo também
pode ativar respostas independentes de MyD88 viaM'R TRIF, levando a ativacdo de IRF-3
(adaptado de Godowsky).

Para sinalizacdo através de via independente de8BlyBntretanto, CD14 é necessario

tanto para r quanto para sL'®5 Estes estudos ajudam a compreender a respostar éetiuzida
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por LPS em células desprovidas de CD14 na superftsite € o caso de células como mastécitos,
onde a forma R induziu maior atividade que a foSita. Obviamente, deve-se considerar que
preparacoes de forma S de LPS s&o heterogéneasserstpm conteudo de estruturas de forma R,
como é classicamente demonstrada em eletroforesgepde agarose.

Outro estudo mostrou que quanto maior a quantidigdearboidratos retirada do sLPS,
maior o decaimento da sensibilidade de macréfagasathundongos CDI24 (em até 500 vezes).
Em contraste, macréfagos CD'1480 incapazes de distinguir entre SLPS e suaasvéstruturas
parciais, além de serem muito menos sensiveis &85 sfjuando comparados aqueles que
expressam o CDi%4.

Ha enorme interesse na melhor compreensao da tegpmseutrofilos ao LPS. Como se
sabe, estas células expressam muito menos CDldaBuperficie que os mondcitos, todavia sdo
extremamente sensiveis a acéo do ®PE de grande importancia entdo estudar a dinaddca
expressdo de CD14 nesta célula, ao mesmo tempaersegcompara a acao de forma R e S de
LPS em mondécitos e neutrofilos do sangue periférico

Neste estudo avaliamos a expressao de CXCR2, ueptogcenvolvido no processo de
guimiotaxia de neutrofilos, TLR2 e TLR4, os PRRsbdetérias gram-positivas e gram-negativas,
CD66b, uma selectina com funcgdes de sinaliZ&dse CD11b e CD11c, integrinas envolvidas em
adesdo a células endoteliais, assim como na sindbza LPS". A atividade de neutréfilos
também foi avaliada pela geracdo de EROs e de N®Datvacdo de proteinae sinalizagéo.
Também analisamos 0s mesmos receptores em monadedisndo o CD14 e HLADR, além do

metabolismo oxidativo, producao de NO e ativacaprdeeinas de sinalizacéo.
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ApoOs explanacao inicial, os objetivos do presenatieatiho foram:

* Objetivo geral:

Comparar a acdo biolégica de formas R e S de LPSaurofilos e mondcitos do sangue

periférico de humanos sadios.

» Os objetivos especificos foram avaliar a respastd a S de LPS quanto a:

1. Dindmica da expressao dos receptores CD14, COa6t2, TLR4, CXCR2, HLADR, CD11b

e CD11c na superficie de mondcitos e granulécitos.

2. Inducao de producéo de espécies reativas déromigm neutrofilos.

3. Producéo de Oxido nitrico em mondcitos e neilsof

4. Inducgédo de ativagdo de p38 em monacitos e rféas.o

5. Inducéo de translocacao de p65 e p50 em ndagofi



3. Materiais
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3.1 Anticorpos
Tabela 3.1:Lista de anticorpos utilizados no estudo.
Anticorpo Quantidade Clone Isotipo Fabricante
(1)
CD66b FITC 5 G10F5 migM BD Bioscience Pharmingen
CD11c APC 2 S-HCL-3 mIgGp BD Bioscience
CD11b APC 2 D12 mig& BD Bioscience
CD14 PerCP 6 M@P9 mIgGzp BD Bioscience
CXCR2 APC 3 6C6 mlgG BD Bioscience Pharmingen
HLA-DR PE' 2 27-35 mlgGy BD Bioscience Pharmingen
TLR2 PE 10 TL2.1 mlgG eBioscience
TLR4 PE 20 HTA125 mlg& eBioscience
TNF-o APC 50 uL (1:100)* MADb11 mlge BD Bioscience Pharmingen
IL10 APC 50 uL (1:50)* JES3-19F1 rige BD Bioscience Pharmingen
IL8 PE 15uL AS14 mlg@ BD Bioscience
IL6 PE 10 uL AS12 mlg& BD Bioscience
CD14 PE 5uL M5E2 mlg& BD Bioscience Pharmingen
CD15 APC 4uL HIO98 migM BD Bioscience Pharmingen
p50 PE 10 uL sc-8414 lgG1 Santa Cruz Biotechnology
p65 PE 10 uL sc-8008 IgG1 Santa Cruz Biotechnology

FITC: fluoresceina isotiocianato

APC: aloficocianina

PerCP: clorofila peridinina

PE: ficoeritrina

* anticorpos diluidos em tampé&o de permeabilizacéo.

pPonNE

3.2 Aparelhos e Softwares

» BD FACSCalibur (BD Bioscences)
» BD FACSCanto (BD Bioscences)
« Cell Quest" Software versdo 3.3 (BD Biosciences)

 Centrifuga 5403 (Eppendorf)

Centrifuga citolégica modelo 248 (Fanem)

FACSDiva Software versédo 4.1 (BD Bioscences)

FCAP Array Software versao 1.0.1 (BD Bioscences)
HP Workstation XW4200 (Microsoft)

Image Pro 6.0 (Microsoft)

* Leitor Multiscan EX (Labsystems)

» Macintosh Power PC, modelo G4 (Apple Computer Inc.)
» Microcentrifuga 5415R (Eppendorf)
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» Microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 equipadon mddulo de epifluorescéncia e
régua de filtros para DAPI, FITC e Texas Red. Camnaeoplada DP71 (Olympus)

» Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft)

* Sistema de captura de imagem AxioVision Rel.4.2kcp ao microscopio AxioLab Standart
2.0 (Carl Zeiss)

» Sonicador VC 130 (Sonics & Materials Inc.)

» Vortex MS1 Minishaker (IKA)

3.3 Reagentes e estimulos

» 7-AAD (BD Bioscience Pharmingen)

* DAPI | (Abbott Molecular Inc)

 Entellan (Merck)

 Faloidina-FITC, gentiimente doada pelo laboratode Parasitologia da Disciplina de
MicrolmunoParasito da Universidade Federal de SaoP

* Ficoll-paque plus (Amersham Bioscience)

» Fosfo-ERK1/2 (T202/Y204klex Set (BD Bioscences)

Padrdo, Reagente de detecc®earl de captura (posicdo C4) para a referida proteina

» Fosfo-p38 (T180/Y182lex Set (BD Bioscences)

Padrdo, Reagente de detecc®Bear de captura (posi¢cdo B5) para a referida proteina

» Fosfo-JNK1/2 (T183/Y185lex Set (BD Bioscences)

Padrdo, Reagente de detecc®ear de captura (posi¢cdo B6) para a referida proteina

» LPS deSalmonella abortus equi (LPS forma S) &almonella minnesota (LPS forma Re)
Obtidos pelo método do fenol-agua e purificado éemol, cloroférmio e éter de petréleo,
gentilmente cedidos pelo Dr Chris Galanos, Insiitdax-Planck de Imunobiologia, Freiburg,
Alemanh&™,

* PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) (Sigma)

» Reagente de Bradfor@ipRad)

* Reagentes do kiell Sgnaling Master Buffer Kit (BD Bioscences)

tampdao de denaturacdo; tampao de lavagem C; dildenénsaio; diluente de particulas de
captura; diluente de reagente de deteccéo; pasidd calibracdo do citbmetro (Al, F1, PE-F1,
A9 e F9)

» Saphylococcus aureus, gentilmente doado por Dra. Aparecida Dalboni, dacpiina de

Nefrologia da Universidade Federal de S&o Paulo
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« Solucio fisiologica de NaCl a 0,9% estéril (Aster)
* Solucéao de inibidor de tripsina 1x (Sigma)
« Solucéo de lise BBY (BD Bioscences)

» Soro AB humano (Valley Biomedical, Inc.)

3.4 Solugbes e meio de cultura

 Corantetrypan blue

Trypan blue (Sigma) 0,1% em PBS

* DAF-FM DA (Invitrogen): Solugdo estoque: 5 mM (dda em Dimetilsulfoxido (DMSO)
(Calbiochem)); Solucéo de uso: 0,05 mM (1 uL daest+99 uL de PBS); Concentracéo final
no tubo: 10 uM

« DCFH-DA (Sigma): Solucdo estoque: 25 mM (diluida Btanol (Merck)); Solucdo de uso:
0,3 mM (100 uL da estoque+8,2 mL de PBS); Concedatrdinal no tubo: 60 uM

* Dextran 3%

Dextran 3% (Amershan) diluido em PBS estéril

« EDTA3mM

EDTA 3 mM (Sigma) diluido em PBS

» Eosina

Eosina (Merck) 2 g em 20 mL de etanol (Merck). Bioato de potassio (Merck) 1 g em 160 mL
de &gua. SolugBes misturadas e adicionados 20 mbldegdo aquosa saturada de acido picrico.
» Hematoxilina de Carazzi

Alimen de potassio (Merck) 25 g em 350 mL de agestildda quente; parar o aquecimento,
adicionar 0,5 g de Hematoxilina (Merck) a soludadeto de potassio (Merck) 0,1 g em 50 mL
de agua destilada. Solucdes juntas e 100 mL derigiec(Merck). Para conservar colocar cristais
de Timol.

* Meio de cultura RPMI 1640 pH 7,0

Meio RPMI 1640 autoclavavel (Sigma), Penicilina GlU/mL (Gibco), Estreptomicina

sulfatada 10 ug/mL (Gibco), L-glutamina 200 mM (8&)

* Monensina 1 mM (Sigma)

Monensina 1 mM diluida em DMSO

» Paraformaldeido 1% pH 7,6

Paraformaldeido 1% (Polysciences, Inc) diluido 688 P

» Paraformaldeido 4% pH 7,6 ou Tamp&o de fixacdo@H’,6)
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Paraformaldeido 4% diluido em PBS

« PBS 0,15 M pH 7,2

NaCl 0,286 M (Merck), KHPO, 2,95 mM (LabSynth), N&IPO, 16,4 mM (LabSynth), KCI

5,56 mM (LabSynth)

* PBS 1% azida sodica

Azida sédica 1% (Sigma) diluido em PBS

 Solucéo de Cloreto de Aménio pH 7,4

NH4CI 296,1 mM (LabSynth), KHC¢20 mM (LabSynth), EDTA 0,102 mM (Sigma)

» Solucéo estoque de albumina bovina sérica (BSA)m&) 100 mg/mL

10 mg de BSA em agua milliQ g.s.p. 100 mL

» Tampao Citrato pH 7,6

Sacarose 250 mM (Sigma), Citrato trissédico 40 rBiMrha), DMSO 5% em agua milliQ

» Tampéao de lavagem A

Soro bovino fetal 2% (Gibco), Azida sddica 0,01%idios em PBS

* Tampéao de lavagem B

BSA 0,5%, Tween-20 (Casa Americana de Artigos pakmratério) 0,05% diluidos em PBS

» Tampao de lise ApH 7,6

Acido Etanosulfénico 4-2 Hidroxietil Piperazina-HEPES) 20 mM (Sigma), Glicerol 10%
(Merck), NaCl 150 mM, Triton X-100 1% (Sigma), MgCl,5 mM (Sigma), EGTA 1 mM
(Amresco, Inc.), diluidos em agua milliQ.

Imediatamente antes do uso, adicionar ao tampamtiAma 1 ug/mL(Sigma); Leupeptina 1
ug/mL (Sigma); PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonili mM (Amresco, Inc.); Ortovanadato de
sédio 2 mM (Sigma) (feito no momento do uso, néaar 8slucao estoque); Fluoreto de sodio 50
mM (Sigma) e Pirofosfato de sodio tetrabasico M (8Bigma).

» Tampao de lise B pH 7,6

Citrato trissodico 3,4 mM, Nonidet P-40 0,1% (ICMmBedicals), Tripsina 0,2% (Sigma),
Tetraclorido de espermina 1,5 mM (Sigma), TrisrfQM (Invitrogen) gsp 100 mL

* Tampéao de marcacao pH 7,4-7,6

Soro bovino fetal 1%, Azida sédica 0,1% diluidosRBS

» Tampéao de permeabilizagao pH 7,4-7,6

Soro bovino fetal 1%, Saponina 0,1% (Sigma), Azddica 0,1% diluidos em PBS

e Triton X-100 0,1% em paraformaldeido 4%
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Os voluntarios sadios foram incluidos no estuds &s8inatura do consentimento livre e
esclarecido (vide Apéndice 2). O estudo teve indgos aprovacao (n°. 1304/05) pelo Comité de
Etica do Hospital Sdo Paulo/UNIFESP (Apéndice 18spertenciam a diferentes faixas etérias,
nao estavam em uso de medicacao e participaramtaspamente do estudo.

Todos os reagentes, estimulos, anticorpos e s@ugéacionadas nesta se¢cao encontram-

se descritos na secdo Materiais.

4.1. Analise da expressao de receptores na supedide leucécitos apés estimulacdo comr e

SLPS
4.1.1 Coleta de sangue

Para os estudos de dinamica de receptores na isigeds células, de cada individuo
sadio foram coletados de 20 mL a 40 mL de sanguéubm a vacuo contendo heparina. As

coletas e o0s ensaios de cada teste foram realiradd#erentes momentos.

4.1.2 Estimulacéan vitro de sangue total para estudo da dinamica de recepés da

superficie de mondcitos e neutrofilos

Foram feitas curvas de dose-resposta e cinéticaeexgmessdo de receptores apoés

estimulacdo com diferentes concentracoes e tengms e sLPS, respectivamente.

A relacdo de anticorpos monoclonais de superfjeeeforam utilizados para identificacédo
das populacbes de leucacitos, verificacdo da esfoede receptores e volumes utilizados estao

contidos na secao Materiais (item 3.1).

4.1.2.1 Dose-Resposta

Quinhentos microlitros de sangue heparinizado fordistribuidos em tubos de
polipropileno de 5 mL que posteriormente recebetam estimulo cada (rLPS ou sSLPS nas
concentracdes de 0; 1; 10; 100 ou 1000 ng/mL).rRdmtos estimulos por 30 e 180 min, em
estufa a 37°C de temperatura com saturacdo de 5% AJOs a incubacdo, 100 uL foram
transferidos para tubos de citometria. Foram aergados 2 mL de PBS seguido de
centrifugacéo a 2500 x g por 5 min a 4°C. Apésscaee do sobrenadante os tubos receberam 2

mL de solucéo de lise BY, sendo incubados durante 15 min em temperaturéeatetpara lise
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das hemacias. Em seguida, os tubos foram centrifisga os sobrenadantes descartados. Foi feita
nova lavagem com 2 mL de PBS. Os tubos receberamtm®rpos como descrito na tabela 4.1 e
foram incubados por 15 min no escuro.

Tabela 4.1 Painel de anticorpos utilizados em cada tubo ose-dlesposta para estudo de
dindmica de expressao de receptores em sangue total

Tubo FITC PE PerCP APC
1 CD66b HLA-DR CD14 CD11b
*As quantidades dos anticorpos encontram-se na $dageriais.

Posteriormente, foram acrescentados aos tubos 2denlPBS, sendo o0s mesmos
novamente centrifugados. Apds descarte dos solartes] as amostras foram suspensas em 0,3
mL de PBS com 1% azida de sédio.

A imunofenotipagem foi lida em citdbmetro de fluxanto descrito no item 4.1.5.

4.1.2.2 Cinética

Quinhentos microlitros de sangue heparinizado fordistribuidos em tubos de
polipropileno de 5 mL que posteriormente recebemamestimulo cada (meio, rLPS 100 ng/mL
ou sLPS 100 ng/mL). Foram feitos estimulos por%,3D, 60, 180 e 360 min, em estufa a 37°C
com 5% CQ. Apos dados os tempos de incubacao, cem micmlitmam transferidos para tubos
de citometria. O protocolo de lavagem, lise de leéasée marcacdo da superficie foi 0 mesmo do

item 4.1.2.1, excetuando-se o painel de anticongibzados (tabela 4.2).

Tabela 4.2 Painel de anticorpos utilizados em cada tubamgtica para estudo de dinamica de
expressao de receptores em sangue total*.

Tubo FITC PE PerCP APC
1 CD66b TLR4 CD14 CD11b
2 CD66b TLR2 CD14 CD11c
3 CD66b HLA-DR CD14 CXCR2

*As quantidades dos anticorpos encontram-se na $dageriais.

4.1.2.3 Cinética tardia

Quinhentos microlitros de sangue heparinizado fordistribuidos em tubos de
polipropileno de 5 mL que posteriormente recebemamestimulo cada (meio, rLPS 100 ng/mL
ou sLPS 100 ng/mL). Foram feitos estimulos por@Ge 124 h, em estufa a 37°C com 5%,CO
Apés dados os tempos de incubacdo, 100 uL foransfeados para tubos de citometria. O
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protocolo de lavagem, lise de hemacias e marcag&uplerficie foi 0 mesmo do item 4.1.2.1,
excetuando-se o painel de anticorpos utilizaddee(gad.3).
Tabela 4.3 Painel de anticorpos utilizados em cada tubo inética tardia para estudo de
dindmica de expressao de receptores em sangue total

Tubo FITC PE PerCP APC
1 CD66b TLR4 CD14 CD11b
*As quantidades dos anticorpos encontram-se na ddageriais.

4.1.3 Estudo da influéncia da presenca de plasma erapressao de receptores de

superficie de neutréfilos e mondcitos apos estimgao com r e sLPS

Os tubos de sangue foram centrifugados a 500 x @(ponin em temperatura ambiente.
Apos a centrifugacdo, o plasma foi retirado de $ode tubos e substituido por diferentes
condicdes em mesmo volume: plasma puro (100%)m@ladiluido em meio de cultura RPMI
(nas proporcbes de 50% e 30%) e meio de culturalRB¥). Apls inversdo e agitacdo dos
tubos, quinhentos microlitros de sangue foram ibisttlos em tubos de polipropileno de 5 mL
gue posteriormente receberam um estimulo cada (md*& 100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL).
Foram feitos estimulos por 3 h, em estufa a 37t 5% CQ. Apds dado o tempo de incubacéo,
cem microlitros foram transferidos para tubos dencetria. O protocolo de lavagem, lise de
hemacias e marcacdo da superficie foi 0 mesmoeto #4.1.2.1, excetuando-se o painel de

anticorpos utilizados (tabela 4.4).

Tabela 4.4 Painel de anticorpos utilizados em cada tubostade de influéncia do plasma na
dindmica de expressao de receptores*.

Tubo FITC PE PerCP APC
1 CD66b - CD14 CD11b
3 CD66b - CD14 CXCR2

*As quantidades dos anticorpos encontram-se na ddageriais.
4.1.4 Estimulagéoin vitro de polimorfonucleares e células mononucleares dargjue

periférico para estudo da dindmica de receptores deuperficie

4.1.4.1 Separacado de células mononucleares do samqueriférico (CMSP) e

polimorfonucleares (PMN)

O sangue heparinizado foi diluido 1:1 em solucémlfigica de NaCl a 0,9% estéril. O

sangue diluido foi adicionado sobre ficoll-paqueaspt centrifugado a 800 x g durante 20 min a
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temperatura ambiente. Durante a centrifugacdo asSFECNbram separadas através de uma
diferenca de gradiente de densidade formando umeern’ de células acima da camada de
ficoll-paque plus. Esta foi coletada e lavada duemes em 30 mL de solugéo fisiolégica. As

células foram deixadas por 2min em solugcéo de tdate amonio para lise de hemécias, sendo
adicionado 10 mL de meio RPMI suplementado com 8%aito AB (concentracao determinada

em experimentos preliminares) para estabilizacBot@ nova centrifugacédo. O botdo de células
foi suspenso em 5 mL de meio de cultura RPMI. ANidade e contagem da suspenséo de
células foram feitas através do coratrigran blue e cdmara de Neubauer, respectivamente. A

suspensao de células foi corrigida para concertrdesejada.

Para isolamento dos PMN a camada de células dagasgobre as hemacias foi
submetida a gradiente de 3% dextran em PBS porn30Bm seguida o sobrenadante foi colhido
e lavado em 20 mL de PBS gelado, com centrifugdeds00 x g por 5 min a 4°C. Foi realizada
lise hipotbnica das hemacias, adicionando ao bdéioélulas 20 mL de solucdo 0,2% NacCl,
seguido por homogeneizacao, 20 mL de 1,6% NaClidegle homogeneizacdo e 10 mL de
PBS, sendo entdo centrifugado. O passo de lisdhelagicias foi repetido por 2 a 3 vezes. O
botédo de células livre de hemacias foi suspensmein de cultura RPMI suplementado com 5%
de soro AB. A viabilidade e contagem da suspengioétllas foram feitas através do corante
trypan blue e camara de Neubauer, respectivamente. A suspdaséulas foi corrigida para a

concentragdo de células desejada.

Ao final das separacdes as células estavam prpatasserem utilizadas como descrito

Nnos proximos itens.

4.1.4.2 Estudo da expressao de receptores na supad das células separadas e

em co-cultura

As suspensdes de CMSP e de PMN foram distribuida®locadas em co-culturas (com
as seguintes diferentes percentagens de CMSP;%);282e 50%) em tubos de polipropileno de
5 mL e deixadas por 45 min em estufa a 5% €Q7C para estabilizacdo. Cada tubo recebeu
um tratamento: meio, rLPS ou sLPS (na concentragi00 ng/1x1Dcélulas), por 1 ou 6 h.
Dados os tempos de incubacdo, as amostras forammfugedas, os tubos receberam os

anticorpos como descrito na tabela 4.5 e forambadas por 15 min no escuro.
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Tabela 4.5 Painel de anticorpos utilizados em cada tubo patado da dinadmica de expressao
de receptores em células separadas ou co-cultfvadas

Tubo FITC PE PerCP APC

CMSP . - CD14 CD11b

PMN CD66b - - CD11b

CMSP+PM CD66b - CD14 CD11b
N

*As quantidades dos anticorpos encontram-se na ddageriais.

Posteriormente, foram acrescentados aos tubos 2denlPBS, sendo novamente
centrifugados. Apos descarte dos sobrenadantesp@stras foram suspensas em 0,3 mL de PBS

a 1% azida de sédio.

A imunofenotipagem foi lida em citdbmetro de fluxanto descrito no item 4.1.5.

4.1.5 Citometria de fluxo

A leitura das amostras foi realizada em citomegdldxo FACSCalibur equipado com
dois lasers, um de argbnio e outro de diodo, coms&m de comprimentos de onda de 488 nm e
633 nm, respectivamente. O laser de argonio pdissibiexcitacdo de trés fluorocromos, FITC,
PE e PerCP, e o de diodo excita o fluorocromo A®@eteccdo das fluorescéncias foi feita em
escala logaritmica. As dispersdes frontal e latdealuz detectam, sem auxilio de fluorescéncia,
tamanho e complexidade celular, respectivamenteraen observadas em escala linear. Desta
forma foi possivel detectar até seis parametras aala evento adquirido, sendo que cada evento
foi considerado como uma célula. A deteccdo de padametro e compensacao entre 0s canais
de fluorescéncias foram acertados para aperfeigoaguisicdo de eventos. O citbmetro €&
acoplado a unidade constituida por um microcomputithcintosh Power PC, modelo G4, que

permite controle sobre o citbmetro e armazenanswgalados em arquivo.

4.1.5.1 Aquisicao e analise de eventos em sangualte co-cultura

Durante a aquisicdo dos dados, dois gréficos déopdnram utilizados (figura 4.1). O
primeiro, de dispersdes frontal (FSIGrward scatter) e lateral de luz (SSGde scatter), foi
utilizado para determinar uma regidao R1 de morfalog@ mondcitos. Utilizando-se outro gréafico
de SSC versus expressdo de CD14 foi delimitada neigido R2 para eventos positivos para
CD14 (marcador de mondcitos) (figura 4.1). Atradss combinacdo de R1 com R2, foram
adquiridos 5000 eventos, os quais possuiam, portamirfologia de mondcitos e positividade
para CD14. Todos os eventos foram salvos. Tantusigdo dos eventos quanto a analise dos

resultados foram realizadas através do program@@ast.
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Figura 4.1: Estratégia de aquisicdo de mondcitos em sangueototzo-cultura. O grafico da esquerda
mostra FSC versus SSC. A regido 1 (R1) separa @lgg@o caracteristica de mondcitos. O grafico da
direita mostra a expressdo de CD14 e SSC. A re®)ifiR2) separa os eventos CD14+. Durante a
aquisicao foram armazenados 5000 eventos combireskgides R1 e R2.
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Figura 4.2. Estratégia de andlise da expressdo de receptomesangue totalA. A esquerda:
dispersao frontal e lateral de luz. A regido 1 (Rdpara a populacdo caracteristica de mondcitos e
neutrofilos. A direita: regido 2 (R2) mostra asut# CD14+ (mondcitos) e regido 3 (R3) as células
CD66b positivas (neutréfilos)B. A estratégia de andlise proporciona uma boa définigas
populac6es de mondcito (R1xR2) e neutrofilos (R)xR3
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Como mostrado na figura 4.2A, durante a analiseddmos foi utilizado grafico FSC
versus SSC definindo-se uma regidao na morfologiandadcitos/neutréfilos (R1). Em outro
grafico mostrando expressao de CD66b (neutrofil@s$us expressdao de CD14 (mondcitos),
desenharam-se as regides R2 nas células CD14+ mafk8€lulas CD66b+. Combinando os
eventos contidos nas janelas R1 e R2 foi possiegitificar os mondcitos de maior tamanho e
excluir a contaminacdo de neutrofilos (figura 4.2Ba combinacdo de R1 e R3 fornece a
identificacdo dos neutréfilos. Para analise da esgiio dos receptores TLR2, TLR4, CD11b,
CD11c, CXCR2 e HLA-DR na superficie de neutrofimgnonocitos foram obtidas as médias

geométricas da intensidade de fluorescéncia (M&iayés de histogramas (figura 4.3).
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Figura 4.3: Andlise dos receptores CXCR2 e CD11b na superieiaeutrofilos. llustrando os
histogramas dos diversos receptores, na populagaweuatrofilos, foi analisada a expressao de
receptores CXCR2A() e CD11b B) em diferentes condi¢cbes de estimulo, de ondenfatatidas
as MGIFs para cada condicéo.

Para andlise da expressdo de CD14 em mondcitos6@kCem neutrdéfilos utilizou-se
estratégia similar, separando a regido da morfalalgi monadcitos/neutréfilos (R1) e células
CD66b negativas (R2) ou CD14 negativas (R3), corastrado na figura 4.4. A combinacéo dos

eventos contidos nas regides R1 e R2 foi analisaddistograma para CD14 e R1 e R3 em
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histograma para CD66b, sendo a MGIF deste recgptdicada dentro da marcacédo M1 (figura
4.4).
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Figura 4.4: Estratégia de andlise da intensidade de expredsaeceptor CD14 em
mondcitos e CD66b em neutréfilos populacdo de mondcitos foi identificada combirasd as
regioes R1 e a negatividade para CD66b (R2) e aealdréfilos combinando-se R1 e a
negatividade para CD14 (R3). Os histogramas mostaamalise da expressdo de CD14 na
populacado de mondcitos e de CD66b na populacdewtedfilos, ambas dentro da marcacédo M1,
gue delimita as células positivas.

4.1.5.2 Aquisicdo e analise de eventos em sisteneaecélulas separadas

Durante a aquisicdo dos dados, dois graficos déopdoram utilizados (figura 4.5). O
primeiro, de FSC versus SSC, foi utilizado paraemeinar uma regido R1 de morfologia da
célula em estudo. Utilizando-se outro gréafico d€ $8rsus expressdo do marcador (CD14 para
mondcitos e CD66b para neutrofilos), foi delimitag@aa regido R2 para eventos positivos.
Através da combinacdo de R1 com R2, para os tub@&MISP foram adquiridos 5000 eventos,
0S quais possuiam, portanto, morfologia de mon®a@t@ositividade para CD14 (figura 4.5A).

Para aquisicao de PMN, foram adquiridos 50000 egetia combinac&do de R1 com R2, os quais
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possuiam morfologia de neutrofilos e positividadeapCD66b (figura 4.5B). Todos os eventos
foram salvos. Tanto a aquisicdo dos eventos quardnalise dos resultados foram realizadas

através do programa CellQuest.
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Figura 4.5: Estratégia de aquisicdo de mondcitA$ € neutréfilos B) em células separadas. O
gréfico da esquerda mostra FSC versus SSC. A r&giRd) separa a populacdo caracteristica de
monocitos A) ou neutrofilos B). O grafico da direita mostra a expressdo de C@04ou
CD66b B) versus SSC. Aregiao 2 (R2) separa os eventogl€X) ou CD66b+ B). Durante a
aquisicao foram armazenados 5000 eventos combinamdegides R1 e R2 para mondcitos e
50000 eventos combinando as regides R1 e R2 patafies.

Durante a analise dos dados, de forma semelhaatgiiaicéo, foi utilizado grafico de
FSC versus SSC definindo-se uma regido de mor#ldgi mondcitos ou neutréfilos (R1),
dependendo do tubo. Em outro grafico mostrandoessgio do marcador (CD66b ou CD14,
guando o tubo era de CMSP ou PMN, respectivamegatsys SSC, desenhou-se a regido R2 nas
células de interesse. Combinando os eventos cemia® janelas R1 e R2 foi possivel identificar
0s mondcitos ou neutrofilos, excluindo a contaméieage outras células ou restos celulares. Para
analise da expresséo dos receptores CD11b, CDDE6Ka superficie celular obtiveram-se as

MGIFs através de histogramas.



30
Métodos

4.2 Estimulag&oin vitro de sangue total para estudo da producao intracelat de espécies

reativas de oxigénio

Para a mensuracdo do metabolismo oxidativo, fdisalaaa producdo de EROs utilizando
o fluorocromo 2'7'-diclorofluoresceina diacetataCfEH-DA). O DCFH-DA tem a propriedade
de penetrar rapidamente nas células por meio desé&iif Uma vez no espaco intracelular, é
hidrolisado por esterases intracelulares transfodmase em 2'7'-diclorofluoresceina (DCFH),
um composto nao fluorescente e impermeavel a memlwelular. Este, por sua vez, reage com
as EROs, em particular com o peroxido de hidrogésairendo oxidacdo, resultando em
compostos altamente fluorescentes, diclorofluoieacéDCF), cuja luz é captada no canal FL-1

do citometro de fluxo (figura 4.6).

DCFH DA DCFH

—_| | esterase
EROs

Oxidagéo

Membrana celular
2',7’-diclorofluoresceina . .
diacetato 2, 7’-diclorofluoresceina Fluorescente
(ndo fluorescente) (n&o fluorescente)
Figura 4.6: Esquema representativo da reacdo do DCFH-DA.
Antes da realizacdo dos ensaios abaixo descracanfrealizados testes em sistema de

sangue nao diluido (Anexo 1) e padronizacdo do awéiduido (Anexo 2).

4.2.1 Coleta de sangue

Para cada individuo foram coletados 10 mL de samgueubo contendo heparina a

Vacuo.

4.2.2 Dose-resposta

Cem microlitros de sangue heparinizado foram thigidos em tubos de polipropileno de
5 mL e posteriormente receberam um estimulo cadS(ou sLPS nas doses de 0; 100; 250; 500
e 1000 ng/mL, owtaphilococcus aureus 2x10° células/mL). Foram acrescentados 200 ulL de
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DCFH-DA 0,3 mM por tubo e os volumes acertados &B%® para 1 mL. Os tubos entédo foram
incubados em banho-maria a 37°C sob agitacdo pairg0

Dado o tempo de incubacgao, foram adicionados Zd;mEDTA 3 mM. Os tubos foram
centrifugados a 250 x g por 5 min a 4°C e os s@ul@ntes desprezados. As hemécias foram
lisadas com adicdo de 2 mL de NaCl 0,2% por 2@gyido de adicdo de 2 mL de NaCl 1,6%
por 20 s. ApoOs centrifugacdo, os sobrenadantesnfal@scartados e adicionaram-se 2 mL de
tampé&o de lavagem A. Os tubos foram centrifugados gobrenadantes descartados. Os botGes
celulares foram incubados com 6 uL de CD14 PerCéeigados por 15 min no escuro.
Posteriormente, foram acrescentados aos tubos @arthmpao de lavagem, sendo novamente
centrifugados. Apds descarte dos sobrenadantemmastras foram suspensas em 0,25 mL de
EDTA 3 mM por tubo e estas foram mantidas em g&adeitura em citdmetro de fluxo, como
descrito no item 4.2.4.

4.2.3 Cinética

Cem microlitros de sangue heparinizado foram thigtdos em tubos de polipropileno de
5 mL e posteriormente receberam um estimulo cada(mLPS 500 ng/mL, sLPS 500 ng/mL ou
S aureus 2x10 células/mL). Foram acrescentados 200 uL de DCFHO[BAMM por tubo e os
volumes acertados com PBS para 1 mL. Os tubos én@m incubados em banho-maria a 37°C
sob agitacéo por 5, 15, 30, 60, 180 e 360 min.stanée do protocolo foi 0 mesmo utilizado no
item de dose-resposta descrito acima (item 4.2.2).

4.2.4 Citometria de fluxo
Foi utilizado um citbmetro BD FACSCalibur de quatares como ja descrito no item
4.1.5.
4.2.4.1 Aquisicao
A estratégia de aquisicdo foi a mesma do item 4.1excetuando-se que o parametro de
dispersao lateral de luz estava em escala logadtmi
4.2.4.2 Analise

Para a anadlise, utilizamos o grafico de FSC ve88G para identificacdo das populacdes
leucocitarias, estabelecendo-se assim a regidceRteatrofilos e mondcitos. Em outro grafico,
foram criadas as regibes R2 e R3, baseadas navijlesle e negatividade para CD14,

respectivamente (figura 4.7). Os eventos contidas duas combinacdes, isto é, R1xR2
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(mondcitos) e R1xR3 (neutrdfilos) foram analisa@dos graficos do tipo histograma, sendo a
intensidade de expressao relacionada a deteccB&CHgou seja, a producdo de EROs que foi

expressa em MGIF em FL-1 (figura 4.8).
A. B.
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Figura 4.7: Estratégia de analise da producdo de EROs em stotglieO grafico A mostra FSC
versus SSC. A regido 1 (R1) separa as populacoe®décitos e neutrofilos. O grafico B mostra
expressdo de CD14 e SSC. A combinacdo R1xR3 comdsepaos neutréfilos, enquanto a
combinacdo R1xR2 evidencia 0s monacitos.
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Figura 4.8: Histogramas de DCF de mondcitds) & de neutréfilosg), mostrando a analise da
intensidade de fluorescéncia de DCF nestas cadutediferentes condi¢cdes de estimulo.

4.3 Estimulacaoin vitro de sangue total para estudo da producédo de éxiddtmco

Para mensuracdo da producdo de NO foi utilizadaniha5-metilamino- 2',7'-
difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA). Este nquosto atravessa passivamente as
membranas celulares. Uma vez no interior das &lutée é deacetilado pelas esterases
intracelulares, que o transformam em DAF-FM. Nasenga de NO, a fluorescéncia do DAF-
FM aumenta cerca de 160 vezes, quando é formaderigado benzotiazdlic6’, cuja luz é

detectada no canal FL-1 de citbmetro de fluxo.
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Figura 4.9: Reacao esquematica para detecgdo de 6xido rpoiddAF-FM diacetato.

Antes da realizacao dos ensaios descritos abdikmamos um protocolo da literatura

como basé® e a técnica foi padronizada (Anexo 3).

4.3.1 Coleta de sangue

Foram coletados 10 mL de sangue em tubo contermhriha sddica a vacuo de cada
individuo sadio.

4.3.2 Dose-resposta

Oitenta microlitros de sangue heparinizado forastrithuidos em tubos de poliestireno de
5 mL e posteriormente receberam um estimulo ca@#o(mL.PS ou sLPS nas concentracdes de
1; 10; 100 ou 1000 ng/mL, ou PMA 1,35 ug/mL). Foraonescentados 24 uL de DAF-FM DA
0,05 mM por tubo e os volumes acertados com PB& pad ulL. Os tubos entdo foram
incubados em banho-maria a 37°C sob agitacéo porir30ODado o tempo de incubacao, foram
adicionados 2 mL de PBS. Os tubos foram centrifogaal 250 x g por 5 min a 4°C e os
sobrenadantes desprezados. As hemacias foramslisaneadicdo de 2 mL de NaCl 0,2% por 20
segundos, seguido de adicdo de 2 mL de NaCl 1,662p0s. Apds centrifugacdo, os
sobrenadantes foram descartados e adicionaranméed2 PBS. Os tubos foram centrifugados e
0s sobrenadantes descartados. Os botdes celwssasihcubados com 5 uL de CD14 PE e 5uL
de CD15 APC e deixados por 15 min no escuro. Rostente, foram acrescentados aos tubos 2
mL de PBS, sendo novamente centrifugados. Aposadesdos sobrenadantes, as amostras
foram suspensas em 0,25 mL de PBS por tubo e festas mantidos em geladeira até a leitura

em citbmetro de fluxo, como descrito no item 4.3.4.
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4.3.3 Cinética

Oitenta microlitros de sangue heparinizado forastrithuidos em tubos de poliestireno
de 5 mL e posteriormente receberam um estimulo @adm, rLPS ou sLPS nas doses de 100
ng/mL, ou PMA 1,35 ug/mL). Foram acrescentados 2deiDAF-FM DA 0,05 mM por tubo e
os volumes acertados com PBS para 120 uL. Os tirtés foram incubados em banho-maria a
37°C sob agitacdo por 15, 30, 60 ou 120 min. Gaméstdo protocolo foi realizado de maneira

idéntica a do item 4.3.2.

4.3.4 Citometria de fluxo

Foi utilizado um citbmetro BD FACSCalibur de quatares como ja descrito no item
4.1.5.

4.3.4.1 Aquisicao

A estratégia de aquisicao foi a mesma do item 4.1.5

4.3.4.2 Analise

Para a andlise, utilizamos o gréafico de FSC ve8&(S para identificacdo das populacdes
leucocitarias, estabelecendo-se assim a regidceRteuatrofilos e mondcitos. Em outro grafico,
foram criadas as regides R2 e R3, baseadas na/jasle para CD14 (mondcitos) e para CD15
(neutrdfilos) (figura 4.10A). Os eventos contidoasnduas combinacdes, isto é, R1xR2
(mondcitos) e R1xXR3 (neutrdfilos) foram analisaéos graficos do tipo histograma, sendo a
intensidade de fluorescéncia relacionada a detebe@AF-FM, ou seja, a producéo de NO, que

foi expressa em MGIF com FL-1 (figura 4.10B).
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Figura 4.10: Andlise da producdo de NO por neutréfilos e moondci@d) O grafico a esquerda
mostra FSC versus SSC, para selecdo da area aordespe a mondcitos e neutrofilos (R1), e o
da direita amostra a expressao de CD14 e CD15psen@gido 3 (R3) correspondente aos
neutroéfilos, enquanto a regido 2 (R2) evidencianmmocitos. B) Histogramas de neutroéfilos
(esquerda) e de mondcitos (direita), mostrando &isenda intensidade de fluorescéncia do
derivado benzotriazdlico nestas células em difeseabndicées de estimulo.

4.4 Deteccao da ativacdo de ERK1/2, p38 e JNK p@Qitometric Bead Array Flex Set apos
estimulacao de leucécitos comr e sSLPS

O sistemeCitometric Bead Array (CBA) usa a amplificacdo da deteccédo de fluoresaeénci
por citometria de fluxo para mensurar proteinasivai$. Cada particulao CBA proporciona
uma superficie de captura para uma proteina eg@ecsemelhante a placa &ezyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA), permitindo analisar um pequeno volumedestra.

O sistema usa uma Unica populacdo de particulasjedeno tamanho e complexidade,
mas com intensidade de fluorescéncia distinta est&las com anticorpos de captura especificos
para proteinas soluveis (Figura 4.11). A cada @m@d de particul@ dada uma designada
posicéo alfa-numérica, de acordo com a intensidad&uorescéncia para os canais APC e APC-
Cy7 no citbmetro BD FACSCanto. Particutasn diferentes posicfes podem ser combinadas em
ensaios para criar um ensamltiplex. Para cada experimento foram utilizados & Sets, ou
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seja, particulas revestidas de anticorpos antofB$tK, anti-fosfo-p38 e anti-fosfo-JNK, nas

posicdes C4, B6 e B5, respectivamente (figura 4.12B

A B C D
<+
) yavs [ B4 X X
@
Ve
+ L =G
Bead de captura, Bead incubada com Bead com a proteina, Bead com a proteina e
contendo os proteinas incubada com o anticorpos de
anticorpos para uma citoplasmaticas, anticorpos de detec¢do deteccdo, a qual serd
determinada proteina reagindo com a adquirida no citdmetro
proteina a qual é
especifica

Figura 4.11 Esquema representativo da reacdo existente no. ¢BAParticulas(beads) de
captura possuem anticorpos especificos para unsamtateina solavel, e possuem fluorescéncia
para APC e APC-Cy7, podendo ser posicionadas difesmente. B) Particulas para diferentes
proteinas podem ser incubadas juntas na presenci@ogtasma das células em estudd) Os
anticorpos de deteccdo, que também sdo espegiicasms proteinas captadas pelas particulas do
ensaio, sdo conjugados com o fluorocromo PE.Apos lavagem, o que € lido no citbmetro de
fluxo é o sanduiche formado pelo anticorpo acopla@garticula, a proteina e o anticorpo de
deteccao e as particulas que nao reagiram.

A deteccéo é feita com anticorpos também espesitioajugados com PE (Figura 4.12C
e D, sendo C contendo amostra menos positiva e @steanmais positiva), possibilitando a
identificacdo de complexos sanduiches (figura 4)112pois da aquisicdo das amostras, 0s

resultados foram analisados em formato grafictelaa utilizando-se o programa FCAP Array.
4.4.1 Coleta de sangue

Para cada individuo sadio foram coletados 70 méatgue para separacdo de células e

estimulacao dos leucdcitos.

4.4.2 Separacdo de CMSP e PMN

A separacéo foi feita como no item 4.1.4.1. TankdSP quanto PMN foram ajustados
para a concentracdo de 5%16élulas/mL, sendo distribuidos 1 mL para cada taeo

polipropileno de 5 mL.
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Figura 4.12 Graficos observados durante a aquisicdo das essaft CBA. A) Grafico de pontos da
FSC versus SSC, mostrando a populacdo de parttmiasim tamanho Unico (regido denominada de
BEADS). B) Grafico de pontos de APC versus APC-Cy7, mostraagiposi¢cles alfa-numeéricas das
particulas usadas no estudo (1-C4, 2-B5 e 3-B&spondem a fosfo-ERK, fosfo-JNK e fosfo-p38,
respectivamente)( e D) Histogramas de PE, mostrando a intensidade deefiaéncia dos eventos
contidos na regido BEADS na amostra 0 unidades@)le @mostra 1000 unidades/nih)(

4.4.3 Estimulagéo das CMSP e PMN

Resultados de ensaios anteriores duestern Blot mostraram que o melhor modelo para
ativacdo de MAPKs apos estimulacdo de CMSP e PMN c@ sLPS seria com 30 min de

incubacéo na auséncia de soro bovino fetal (da@losnostrados).

Os PMNs e CMSP isolados foram estimulados comUP& shas concentragdes de 0; 25;
250 ou 2500 ng/mL por 30 min. Na tentativa de olmemelhor ativacdo de JNK e ERK, tais
células também foram estimuladas com r e sLPSarantracdes de 0; 25 e 250 ng/mL por 60

min. As amostras foram processadas como nos ieedsidt a 4.4.6 para teste utilizando CBA.



39
Métodos

4.4.4 Lavagem e lise das CMSP e PMN

Dados os tempos de incubacéo, foram adicionadok darsoro fisioldgico gelado por
tubo. Os tubos foram centrifugados a 1200 x g poirba 4°C. Apos desprezar os sobrenadantes,
os botbes celulares foram transferidos para mibostuos quais foram centrifugados a 2300 x g
por 5 min a 4°C.

A lise dos leucécitos foi feita adicionando-se 200de tampéo de lise A gelado, sendo os
microtubos deixados durante toda a noite a -80°€.dM seguinte, as amostras de CMSP
permaneceram no gelo por 20 min e foram sonicadasl® s com 15% de poténcia; e as
amostras de PMN sofreram trés ciclos de 10 s deasgiio com intervalos de 30 s de repouso no
gelo entre um ciclo e outro. As amostras foramrdagadas a 2300 x g por 15 min a 4°C e os
sobrenadantes (citoplasmas) foram transferidos gatras microtubos (separando uma aliquota
para a dosagem protéica). Foi adicionada uma glzalgiapropriada de tampao de denaturagéo 5
X (previamente aquecido a 37°C e agitado em vopasg que sua concentragdo ficasse 1 x, ou
seja, uma parte de tampdao para 4 partes de amaptia.denaturacdo das amostras (colocando-
as em agua fervente por 5 min), foram feitas atmpi@ue foram armazenadas a -80°C e

utilizadas antes de 2 meses de estocagem.

4.4.5 Determinacdo da concentracéo protéica

Para a realizacéo do ensaio de CHAx Set, o fabricante indica que as amostras devem
ter mais de 1 ug/mL de proteina. Assim, foi feitdogsagem protéica utilizando-se o Método de
Bradford, a seguir brevemente descrito.

As aliquotas para dosagem protéica foram descatagelka as amostras diluidas 1:50 em
agua destilada. Foi utilizada curva padréo de albairhovina sérica, com as concentracdes de
1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8; 3,9uglnL. Apos diluicdo do reagente de Bradford
1:5 em agua, foram adicionados 200 uL do reagemtd@uL de padrdo ou amostra distribuidos
em placa de 96 pocos. A leitura foi feita em filti® 595 nm. Foi utilizado o programa Excel para
calcular a concentracdo protéica das amostraygata equacao da reta obtida no grafico onde
y=valores de densidade o¢ptica e x=concentracfesuda padrdo. O resultado foi dado em

ug/mL.
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4.4.6 Realizagédo do ensaio de CBAdx Set para deteccao de fosfo-ERK, fosfo-p38 e
fosfo-JNK
4.4.6.1 Preparacao das amostras

As amostras de citoplasma foram descongeladasu@lakl v.v em diluente de ensaio.
Antes de transferi-las para os tubos contendo agerdges de captura e deteccéo, elas foram

agitadas.
4.4.6.2 Preparacao dos padrdes do ensaio

Para cada ensaio realizado foi feita uma diluigdawurva padrdo. Apés aquecimento a
37°C dos padrdes de fosfo-ERK, fosfo-p38 e fosf-J¥ovidos pelo kit, foram diluidos em
diluente de ensaio para a obtencdo da seguinta pardo: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,6; 7,8 e 3,9 unidades/mL. Um tubo contendo aperdiluente foi mantido para obtencéo do O

unidades/mL.

4.4.6.3 Preparacédo das particulas de captura

Para cada ensaio foi determinado o numero destesteerem utilizados (amostras e
padrdes). ApoOs agitar todas as particulas de @pduvolume necessario de cada uma delas (1
uL por teste) foi pipetado em um tubo de poliestrde 15 mL contendo o volume adequado de
diluente de particulas de captura para volume fea0 uL por teste.

4.4.6.4 Preparacao dos reagentes de deteccéo

Para cada ensaio foi determinado o numero de testeyem utilizados (amostras e
padrdes). O volume necessério de cada reagentetefscdo (1 uL por teste) foi pipetado em um
tubo de poliestireno de 15 mL contendo o volumeyaddo de diluente de reagente de detecgéo

para volume final de 50 uL por teste.

4.4.6.5 Procedimento para ensaio

Foram adicionados 50 uL das particulascaptura diluidas (ap6s agitacdo por pelo menos
5 s) e 50 uL dos reagentes de deteccdo diluidoscada tubo do teste. Também foram
acrescentados 50 uL do padrdo ou amostra em Seectes tubo. Apos agitar gentilmente os
tubos, os mesmos foram deixados por 4 h em temparambiente protegidos da luz. Dado o
tempo, foi adicionado 1 mL de tampé&o de lavagenc@da tubo, seguido de centrifugacéo a 200
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X g por 5 min. Apos descarte cuidadoso dos sobeasties, foram adicionados 300 uL de tampéao

de lavagem C a cada tubo, que foram entdo margitageladeira até aquisicdo no citbmetro.
4.4.6.6 Aquisicao das amostras

A leitura das amostras foi realizada em citbmdadluxo FACSCanto equipado com dois
lasers, com emissao de comprimentos de onda dem8&83nm. O primeiro laser possibilita a
excitacdo de quatro fluorocromos, FITC, PE, Per@PPerCP-Cy5.5 e PE-Cy7, e 0 segundo
excita dois fluorocromos, APC e APC-Cy7. A detecdas fluorescéncias foi feita em escala
logaritmica, assim como FSC e SSC. A deteccdo da parametro e compensacao entre 0s
canais de fluorescéncias foram acertados de aamapo manual do kit para aperfeicoar a
aquisicdo de eventos. O citbmetro € acoplado adeidonstituida por um microcomputador HP
Workstation XW4200, que permite controle sobre témetro e armazenamento dos dados em

arquivo. A aquisicao foi feita utilizando-se o pragna BD FACSDiva™ .

Foram adquiridos 900 eventos na regiigma para delimitar as particulas por tamanho e

complexidade (BEADS da figura 4.12A), sendo somestmesmos salvos.

4.4.6.7 Analise de dados utilizando FCAP Array

A andlise e obtencédo dos valores de unidades/mlpadeinas fosforiladas por amostra
foram feitas utilizando-se o programa FCAP Arragrédo 1.0.1) seguindo as instru¢gbes do
fabricante. Brevemente, o programa usa as médasédgacas de fluorescéncia obtidas na curva
padrdo e as concentracdes conhecidas das protEimagsma curva, e com o auxilio de uma
formula logistica de quatro parametros (abaixo)cuwtal os valores das amostras em
unidades/mL. Foi feita entdo uma razdo entre osreslobtidos (em unidades/mL) e a
concentracdo protéica (em ug/mL), sendo expresaamatades/ug de proteina.

A-D
1+(X/C)B

y=D+

Os resultados obtidos para fosfo-ERK e fosfo-JNkKarin considerados inconsistentes

(n&o reprodutiveis), assim ndo serdo mostrados.



42
Métodos

4.5 Deteccdo da translocagdo das subunidades deK8-p65 e p50 para o nucleo de PMN
apos estimulagdo comr e sLPS

4.5.1 Coleta de sangue

Para cada individuo sadio foram coletados 40mLatgge para separacédo de células e

estimulacao dos neutrofilos.

4.5.2 Separacao de PMN

A separacao foi feita como no item 4.1.4.1. As Pididm ajustadas para a concentracao

de 1x16 células/mL, sendo distribuidos 1mL para cada tiépolipropileno de 5 mL.

4.5.3 Estimulagéo das PMN

O protocolo usado para fixagdo das células e iss@ondos ndcleos foi uma adaptacéo
do protocolo de Nakamoet al."” e de Garcia-Garcia & Rosalé’s

- Cinética

Foi feita uma curva de cinética de resposta de RMNe sLPS nas concentracfes de
100ng/2x16 células por 30, 60 e 120 min. As amostras foratficeprocessadas como nos itens

que se seguem.

4.5.4 Fixacéo das amostras

Dado o tempo de incubacdo, foram adicionados 2 mlPBS e as amostras foram
centrifugadas a 600 x g por 5 min a 4 °C. Apés atésao sobrenadante, foram adicionados 2
mL de paraformaldeido 1%, e apds 2 min acrescestadol de PBS. Apdés centrifugacdo, os
sobrenadantes foram descartados. Foi realizadgdavaom 2 mL de PBS. Apds descarte dos
sobrenadantes, foram adicionados 3 mL de tampé&ataitEm seguida as amostras foram

centrifugadas e os sobrenadantes descartados.

4 5.5 Lise das células

Os botdes celulares foram tratados com 100 ulacpdo de lise B por 10 min a 32°C.

Foram entdo adicionados 80 uL de inibidor de tnipslX para parar a proteolise e 2 mL de
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paraformaldeido 4%, e os tubos foram deixados lzlgiea por 20 min para fixar o nucleo. As
amostras foram centrifugadas a 800 x g por 10 miPCae os sobrenadantes descartados. Para
confirmagéo da obtencdo dos nucleos foram feitasostopia de fluorescéncia e coloragdo com
hematoxilina/eosina (descricdo no Anexo 5).

4.5.6 Marcacao de p65 e p50 nos nucleos isolados

Depois de fixados, foram adicionados 100 uL dertrX-100 0,1% em paraformaldeido
4% e deixados por 10 min em geladeira, para peritieabos nicleos. Dado o tempo, foi
adicionado 1 mL de PBS e as amostras foram cegdwiias. Foram adicionados 2 mL de tampéao
de lavagem aos botdes. Estes foram distribuidogibas de citometria (1 mL em cada antes de
centrifugar). As amostras foram centrifugadas a 8@ por 10 min a 4°C e os sobrenadantes
descartados. Foram adicionados 5 uL de 7-AAD (d¢erda DNA que é fluorescente no FL-3 do
citometro de fluxo) e 10 uL de anticorpo anti-p5 6u anti-p50 PE/1xf0células, e os tubos
incubados por 30 min a temperatura ambiente. Datlempo, foram acrescentados 2 mL de
tampdo de lavagem. Apoés centrifugacdo, os sobrategldoram descartados e os botbes
suspensos em 0,3 mL de PBS 1% paraformaldeido.

4.5.7 Aquisicao das amostras

4.5.7.1 Aquisicao

A aquisicao foi feita em citbmetro FACSCalibur. stratégia de aquisicao foi similar a
do item 4.1.5.1, excetuando-se que os parametr8seFSC estavam em escala logaritmica, e a
contagem dos eventos foi 10000 na combinacdo R2,eséhdo R1 a regido que delimita a

populacao de nucleos e R2 a populacédo positivamarsD (figura 4.13).

4.5.7.2 Analise

Para a andlise, utilizamos o grafico de FSC ve88( para identificacdo da populacéo de
nucleos, estabelecendo-se assim a regido R1. Bm gndifico, foi criada a regido R2, baseadas
na positividade para 7-AAD (figura 4.13). Os eventontidos nas duas combinacdes, isto €, em
R1 e R2, foram analisados em graficos do tipo bisima, sendo a intensidade de expressao
relacionada a deteccéo da translocacédo de p50 pgpé® nucleo. Esta translocacao foi expressa

em razao em relacdo ao controle.
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Figura 4.13: Aquisicdo e analise da translocacdo de p65 e pEdD gaucleo. A) O gréfico
mostra FSC versus SSC, onde R1 correspondenteaad@senucleos isolados de PMN,B) (
mostra a expressao de 7-AAD obtida da populacddiigtogramas das detec¢bOes de pGpg
p65 O), mostram a andlise da intensidade de fluoresaédei p50 e p65 nos nucleos de
neutréfilos em diferentes condigfes de estimulo.

4.6 Andlise Estatistica
- Andlise Descritiva

As variaveis do presente trabalho se encontranifabewlas e descritas na tabela 4.6.
Para a idade dos individuos foram feitas média svidepadrdo, para descricdo da
populacdo em estudo, ndo sendo aplicado nenhuenestsitistico.

Os dados de expressao dos receptores, de prodacBB@ds e de NO, de fosforilacdo
protéica e de translocacdo de p50 e p65, obtidos qgada individuo em cada condicdo de
estimulo e tempo, foram empregados para o calcalonédias respectivas a cada condicao
experimental. Os valores utilizados nos gréaficosarfo as médias e a medida de dispersao
utilizada foi o erro padréo. Portanto, os valomasticlos nos graficos que seguem correspondem

a meédia e ao erro padréo.
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Tabela 4.6:Identificacéo e classificacdo das variaveis.

Nome da Descrigédo Tipo de medida
variavel
IDADE Idade do voluntario Quantitativa continua (em anos)
TEMPO Tempo de estimulo Categorica ordinal (emmin)
ESTIMULO Os estimulos utilizados foram meio, rLPS e Catego6rica nominal
SLPS
CD14 Expressédo de CD14 na superficie de Quantitativa continua (em razéo em relagédo ao
mondacitos controle ou MGIF)
CD11b Expressédo de CD11b na superficie de Quantitativa continua (em MGIF)
monacitos e neutrdfilos
TLR4 Expresséo de TLR4 na superficie de Quantitativa continua (em MGIF)
mondcitos e neutréfilos
CD66b Expressédo de CD66b na superficie de Quantitativa continua (em MGIF)
neutrdéfilos
CD11c Expressao de CD11c na superficie de Quantitativa continua (em MGIF)
monacitos e neutrdfilos
TLR2 Expressédo de TLR2 na superficie de Quantitativa continua (em MGIF)
mondcitos e neutréfilos
CXCR2 Expressédo de CXCR2 na superficie de Quantitativa continua (em MGIF)
neutrofilos
HLA-DR Expressao de HLADR na superficie de Quantitativa continua (em MGIF)
monacitos
EROs Producédo de EROs por mondcitos e Quantitativa continua (em MGIF)
neutrdfilos
NO Producao de NO por monécitos e neutréfilos Qtaivia continua (em MGIF)
Fosfo-ERK1/2 ERKZ1/2 fosforiladas em citoplasma de Quantitativa continua (em unidades/ug de
mondcitos e neutrdfilos proteina)
Fosfo-p38 p38 fosforilada em citoplasma de monéato Quantitativa continua (em unidades/ug de
neutrofilos proteina)
Fosfo-JNK JNK fosforilada em citoplasma de mond&c#o Quantitativa continua (em unidades/ug de
neutrofilos proteina)
p50 p50 presente no nucleo de neutrofilos Quantitabntinua (em razdo em relagéo ao
controle)
p65 p65 presente no nucleo de neutrdfilos Quarttabntinua (em razdo em relagéo ao
controle)

* foi considerada categdrica ordinal porque os wsrfpram reunidos em faixas.

- Testes estatisticos

Para os estudos de cinética, fixando o tempoefdizada a comparacéo entre as médias

dos diferentes grupos (controle, rLPS e sLPS) datde a expressdo das diferentes variaveis

analisadas naquele dado tempo, através de andlisgridncia (ANOVA). As comparacdes com

valor de p menor ou igual a 0,05 foram consideradasficantes, e com p menor ou igual a 0,1

foram submetidas ao pds-teste de TuRekey honestly significant difference (HSD) test).

1 O software utilizado para fazer as anélises etité foi 0SPSS 13.0 for Windows.
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5.1. Andlise da expresséao de receptores na supedide leucdcitos com r e SLPS

5.1.1. Estimulagaan vitro de sangue total para estudo da dinamica de recepés na

superficie de mondcitos e neutrofilos

O estudo foi feito com 13 individuos sadios, cogdia de idade de 29,5 (+8,3) anos.

5.1.1.1 Dose-Resposta:

A curva de dose-resposta de LPS para modulacérpassao de receptores na superficie

de mondcitos e neutrdéfilos foi realizada com cotreges crescentes de LPS em sangue total

nos tempos de 30 min e 180 min. A expressao de BDhlsuperficie de mondcitos e de

neutrofilos de quatro individuos sadios, represntiomo MGIF, é apresentada nas figuras 5.1 e

5.2. Analisando os resultados obtidos para os tkmspos de incubacéo utilizados, foi

determinado que a dose de 100 ng/mL seria adeqpadaser utilizada no ensaio de cinética,

para ambas as formas de LPS.
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Figura 5.1: Curva dose-resposta da expressao de CD11b naisigodd mondcitos induzida por
r e sLPS. O sangue periférico foi incubado comreifees concentracdes de r e sLPS (0; 1; 10;
100 e 1000 ng/mL) por 30 ou 180 min. Nos graficesvalores sdo mostrados em MGIF. Estédo
representadas as meédias e erros padrao de caddedestimulo obtidas de 4 voluntérios sadios.
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Figura 5.2: Curva dose-resposta da expressdo de CD11b naisiged neutrofilos induzida
por r e SLPS. O sangue periférico foi incubado diierentes concentracfes de r e sLPS (0; 1;
10; 100 e 1000 ng/mL) por 3 por 180 minNos graficos os valores sdo mostrados em MGIF.
Estéo representadas as meédias e erros padréo alelasel de estimulo obtidas de 4 voluntarios
sadios.

5.1.1.2 Cinética:

O estudo de cinética da modulacao da expressaecdptores na superficie de mondcitos
e neutrofilos foi realizada com concentracbes den@OnL de r e sSLPS em sangue total nos
tempos de 5, 15, 30, 60, 180 e 360 min. Algunspteces também foram estudados em tempos
mais tardios (10 e 24 h).

- CD14 na superficie de mondcitos e neutrofilos

A modulacdo da expressdo de CD14 na superficraal@citos foi avaliada pela razéo
entre a expressao do receptor com cada estimulexprassao na situacdo controle, para cada
individuo e tempo de incubacdo, como € mostradayuea 5.3. Houve diferenca entre 0s grupos
estudados nos tempos de 15, 30 e 360 min (p=0:EBOH e p<0,01; respectivamente). O pds-
teste mostrou que a diferencga vista em 15 minrfoeecontrole e sLPS (p=0,04), de 30 min entre
controle e rLPS (p=0,06) e em 360 min tanto entr&role e rLPS (p<0,01) como controle e

sLPS (p<0,01). Como pode ser observado, houve daonmenexpressdao de CD14 nos tempos
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iniciais de incubacéo, chegando a incremento de, 3@%uido de queda da expressao de até 40%
no tempo de 6 h, porém a modulacéo por r e sLPSnu&traram diferencas entre si, segundo o
teste de Tukey. Foram feitas incubagcdes por tempass longos para verificar se o
comportamento de queda de expressao se mantintevee resultados mostrando tendéncia de
gueda até 60%, como mostra a figura 5.4 (p<0,0hdpu@omparados 0s grupos controle, r e
SLPS nos tempos de 6, 10 e 24 h). Quando realizadasomparacdes multiplas, foram
observadas diferencas entre os grupos control®$ d_controle e SLPS nos trés tempos tardios

(p<0,01e em todos os casos citados).
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Figura 5.3: Razao da expressao de CD14 na superficie de nios@stimulados com r ou sLPS
(ambos em concentragfes de 100ng/mL) em relac@ordmle (sem estimulo), nos tempos de
incubacédo de 5, 15, 30, 60, 180 ou 360 min. Enga@iados com 10 individuos. A linha no
grafico mostra os valores onde a expressado do tarceps células estimuladas seria igual a
expressao no controle respectivo.® 05 comparando os grupos controle, r e SLPS nusmme
tempo (ANOVA), <0,05 quando feitas as comparagBes multiplas eomegale e rLPS (*) e
controle e sSLPS4), por pos-teste de Tukey.
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Figura 5.4: Razao da expressao de CD14 na superficie de nios@stimulados com r ou sLPS
(ambos em concentragfes de 100ng/mL) em relac@ordmle (sem estimulo), nos tempos de
incubacédo de 6, 10 ou 24 h. Ensaios realizadosXamividuos. A linha no grafico mostra os
valores onde a expressado do receptor nas céldlasikslas seria igual a expressao no controle
respectivo. #90,05 quando comparados os grupos controle comLP& $ANOVA), p<0,05
guando feitas as compara¢des multiplas entre dergrd_PS (*) e controle e SLPSt|), por pos-
teste de Tukey.

A expressao de CD14 na superficie de neutréfilbastante reduzida (com MGIF entre
30 e 40, figura 5.5), quando comparada com a esfoena superficie de mondcitos (MGIF
sempre superior a 120), confirmando que tais celegressam pouco ou nao expressam CD14
em sua superficie. Também observamos que tal es§mresio foi modulada pela presenca de
LPS.
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Figura 5.5: Expressdo de CD14 na superficie de neutréfilos apéubacdo com diferentes
estimulos (meio, rLPS 100 ng/mL e sLPS 100 ng/mir) % 15, 30, 60, 180 ou 360 min. Nos
graficos os valores sdo mostrados em MGIF. Estaesentadas as médias e erros padrao de
cada tempo de estimulo, obtidas de 4 individuomsad

- Expressao de TLR4 e TLR2 na superficie de mondos e de neutroéfilos

A cinética de expressdo de TLR4 em mondcitos n@&tnou significancia estatistica entre
0s grupos em nenhum dos periodos de incubacacasapem tendéncia de aumento com 30 min
de estimulo (p=0,06) (figura 5.6). Foi feito um exmento com incubac¢des mais longas (6, 10 e
24 h), onde foi possivel observar diferenca com(p0,04) e tendéncia com 10 h de incubacéo
(p=0,06), e aumento de expressdo basal acompantmaagoéscimo em 24 h. A andlise dos
grupos dois a dois mostrou que a diferenca comdé Imcubacao foi entre controle e rLPS
(p=0,04).
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Figura 5.6: Cinética da expressao de TLR4 na superficie de ommsanduzida por r e sSLPS. O
sangue periférico foi incubado sem estimulo, coRS1100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL p#&)(
5, 15, 30, 60, 180 ou 360 min oB)(6, 10 ou 24 h. Nos graficos os valores sdo massram
MGIF. Estao representadas as médias e erros pdédréada tempo de estimulo, obtidasAle4

e B) 3 individuos sadios. #0,05 comparando 0s grupos controle, r e SLPS nusmméempo
(ANOVA), *p<0,05 quando comparados 0s grupos controle e rL&Stgste de Tukey)
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Nos neutrdfilos, é possivel observar que a exgceds TLR4 nas células estimuladas se
comporta similarmente ou ligeiramente menor em¢églaao controle em todos os tempos de

incubacéo utilizados (figura 5.7), incluindo os pers tardios de 10 e 24 h (dado ndo mostrado).
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Figura 5.7: Cinética da expressao de TLR4 na superficie dedfdas induzida por r e sLPS. O
sangue periférico foi incubado sem estimulo, coRS1100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL por 5,
15, 30, 60, 180 e 360 min. Nos graficos os vale&@smostrados em MGIF. Estdo representadas
as médias e erros padréo de cada tempo de estihtittas de 4 individuos sadios.

A expressao de TLR2 também néo foi modulada nogpderastudados na superficie de

monacitos e neutréfilos (dado ndo mostrado).

- Expressdo de CXCR2 na superficie de neutrofilos

As modula¢gBes de CXCR2 provocadas nos neutrofilms r e sLPS se mostraram
negativas (figura 5.8), chegando a reduzir maisG% no tempo de 360 min. Foi vista diferenca
estatistica entre os grupos nos tempos de 15 an6((p=0,03; p=0,02; p<0,01; p<0,01 e
p<0,01, nos tempos de 15, 30, 60, 180 e 360 nepertivamente). O sLPS tem acdo um pouco
mais precoce, o que foi confirmado pelo pds-testdeca significancia aparece com 15 min
(p=0,03; p=0,02; p<0,01; p<0,01; p<0,01; para oxpies de 15 a 360 min), mas entre controle e
rLPS somente apos 60 min (p=0,02; p<0,01; p<0,8f ps tempos de 60 a 360 min).
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Figura 5.8: Cinética da expressédo de CXCR2 na superficie dedifibas induzida por r e sLPS.

O sangue periférico foi incubado sem estimulo, doRS 100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL por 5,
15, 30, 60, 180 e 360 min. Nos graficos os vale&Esmostrados em MGIF. Estdo representadas
as médias e erros padréo de cada tempo de estiomtidos de 6 individuos sadios. #0p05
comparando 0s grupos controle, r e sLPS num mesmpa (ANOVA), 0,05 quando
comparados os grupos controle e rLPS (*) e cont@ePS W) (teste de Tukey).

- CD66b na superficie de neutrofilos

O aumento de expressao de CD66b na superficieukedfilos ao longo do tempo de
exposicao a r e sLPS mostrou significancia estaiguando comparados 0s grupos controle, r e
SLPS nos tempos de 180 e 360 min (p=0,02 e p<feBfiectivamente, figura 5.6). Tal expressao
foi aumentada em até 2 vezes no tempo de 180 Biveees em 360 min, em relacdo ao controle
(figura 5.9). Durante as compara¢fes multiplas,ofiservada que a resposta ao rLPS é mais
tardia (p=0,02 na comparacdo com o controle no ¢edg360 min), enquanto o SLPS mostrou
significancia ou tendéncia mais precocemente, desd#) min de incubacao (p=0,06; p=0,08;

p=0,04 e p<0,01; nos tempos de 30, 60, 180 e 360raBpectivamente).

Quando realizada a estimulacdo por tempos mago$oide 10 e 24 h), foi possivel

observar que a expressdo de CD66b nas célulasukslas se manteve elevada em relacédo a
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expressdo nas ceélulas ndo estimuladas, como visto6 eh de incubacédo, permanecendo
significante a diferenca entre os trés grupos coadus entre si e entre controle e rLPS e

controle e sLPS (dado nado mostrado).
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Figura 5.9: Expressdo de CD66b na superficie de neutrofilds apcubacdo com diferentes
estimulos (meio, rLPS 100 ng/mL e sLPS 100 ng/mi) B 15, 30, 60, 180 ou 360 min. No
gréafico os valores sdo mostrados em MGIF. Esta@septadas as médias e erros padrdo de cada
tempo de estimulo, obtidas de 9 individuos sadigs:0,05 comparando os grupos controle, r e
SLPS num mesmo tempo (ANOVAXP,05 quando comparados os grupos controle e rLP& (*
controle e sSLPS4) separadamente (pos-teste de Tukey).

- Expressédo de CD11b e CD11c na superficie de moitds e de neutrofilos

Os estimulos de r e sLPS levaram a aumento da&ssgn de CD11b na superficie de
mondcitos em todas as incubacgdes, até 6 h (p<@@bmparacdo entre controle, r e SLPS nos
tempos de 5, 15, 30, 60, 180 e 360 min), com umeatonde 2 vezes em 5 min e proximo a
guase 4 vezes em 6 h (figura 5.10A), ambos osamiggatuando de maneira semelhante. Nos
tempos de 10 e 24 h, ndo foi observado aumentamtasséo de CD11b nas células estimuladas
em comparacao aos controles (figura 5.10B).
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Figura 5.10: Cinética da expressao de CD11b na superficie d@aitos induzida por r e SLPS.
O sangue periférico foi incubado sem estimulo, cbRS 100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL por
(A) 5, 15, 30, 60, 180 ou 360 min d)(6, 10 ou 24 h. Nos graficos os valores sdo miaesram
MGIF. Estao representadas as médias e erros pderéada tempo de estimulo, obtidasAleY

e B) 3 individuos sadios. #40,05 comparando os grupos controle, r e SLPS nusmméempo
(ANOVA).
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Ja na superficie de neutrofilos, a expressaouiiesmtada a partir de 15 min de estimulo,
onde nas células estimuladas a expressdo foi dercd vezes maior em relacdo ao controle
(figura 5.11), e se manteve alta, chegando a queizes nos tempos de 3 e 6 h (p<0,01 na
comparacao entre controle, r e SLPS nos tempo$,de@0] 60, 180 e 360 min). A expressao nas
células estimuladas se manteve nesta mesma magniudom diferenca estatisticamente
significante nos tempos de 10 e 24 h (dado ndoradmgt Nestas células, o SLPS levou a
aumento da expressao do receptor mais precocermergee o rLPS (quando comparados no
pos-teste, os dados obtidos com estimulacdo coi® pa8saram a tex,05 a partir de 30 min,
enquanto que com sLPS a partir de 15 min), send® abos estimularam em niveis

semelhantes a partir de 180 min.
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Figura 5.11: Cinética da expressédo de CD11b na superficie ateafiéos induzida por r e sLPS.
O sangue periférico foi incubado sem estimulo, doRS 100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL por 5,
15, 30, 60, 180 ou 360 min. Nos graficos os valosd® mostrados em MGIF. Estéo
representadas as médias e erros padrdo de cada tEmestimulo, obtidas de 4 individuos
sadios. # 0,05 comparando os grupos controle, r e sSLPS nusmméempo (ANOVA), 0,05
guando comparados os grupos controle e rLPS (&heae e SLPS4) (pos-teste de Tukey)

Na superficie de mondcitos parece haver aumenexpiessédo de CD11c na presenca de
r e sLPS (figura 5.12), porém né&o significante. Cb8® min de incubacdo é possivel ver a
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expressdo dos estimulados 2 vezes maior que ootmniorém, esta regulacdo positiva de
CDl11c, nédo se manteve ao longo do tempo e, aléso,dismenos intensa que o aumento visto
em CD11b, tendo mais expressdo cerca de 2 vezesr mes controles e 4 vezes menor nos
estimulados. Ja4 no tempo de 360 min, houve aumeéetexpressdo basal, o que pode ser

responsavel pelo aumento de expressao visto.

Na superficie dos neutrofilos, como mostrado garél 5.13, a intensidade de expressao
de CD11c é bem menor que a de CD11b (cerca deeS weznor nos controles e 10 vezes menor
nos estimulados com maior expressao). Apesar dener@o nao ter sido significante, ele foi
visto nos tempos de 30, 60 e 180 min, estabilizd@ vezes a expressao do controle. No tempo

de 360 min, como na superficie de mondcitos, hais@eto aumento na expressao basal.
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Figura 5.12: Cinética da expressdo de CD11c na superficie aeaitos induzida por r e sSLPS.

O sangue periférico foi incubado sem estimulo, doRS 100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL por 5,
15, 30, 60, 180 ou 360 min. Nos graficos os valosd® mostrados em MGIF. Estéo
representadas as médias e erros padrdo de cada tEmestimulo, obtidas de 4 individuos
sadios.
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Figura 5.13: Cinética da expressédo de CD11c na superficie aedfidos induzida por r e sLPS.
O sangue periférico foi incubado sem estimulo, doRS 100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL por 5,
15, 30, 60, 180 ou 360 min. Nos graficos os valosd® mostrados em MGIF. Estéo
representadas as médias e erros padrdo de cada tEmestimulo, obtidas de 4 individuos
sadios.

- Expresséo de HLADR na superficie de mondcitos

O aumento na expressdo de HLADR na superficie oleonitos evidencia a ativacao
celular. No presente estudo, a comparacédo entgrup®ds mostrou diferenca estatisticamente
significante na incubac&o por 180 min (p<0,01),eomtiegou a ser mais de 50% maior nos
estimulados em relacéo ao controle. O pés-testéronogue a diferenca vista foi entre controle e
rLPS (p<0,01) e entre controle e sLPS (p<0,01), ndasfoi vista diferenca entre os estimulos de
r e sLPS (figura 5.14).
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Figura 5.14: Cinética da expressao de HLADR na superficie deduitws induzida por r e
sLPS. O sangue periférico foi incubado sem estiymam rLPS 100 ng/mL ou sLPS 100 ng/mL
por 5, 15, 30, 60, 180 e 360 min. Nos gréaficos a®res sdo mostrados em MGIF. Estédo
representadas as médias e erros padrédo de cada tEmestimulo, obtidos de 4 individuos
sadios. # 0,05 comparando os grupos controle, r e sSLPS nusmméempo (ANOVA), 0,05
guando comparados os grupos controle e rLPS (heae e SLPSH) (pos-teste de Tukey).

5.1.2 Estudo da influéncia da presenca de plasma rexpressédo de receptores de

superficie de neutréfilos e mondcitos apds estimgao com r e sLPS

Uma série de experimentos foi conduzida tentandmrelar a influéncia do plasma (e
consequentemente da presenca de sCD14 e outrasnpsotjue interagem com o LPS) no
modelo de sangue total e da interacdo entre asaséduexpressdo em modelo de células

separadas.

O estudo de influéncia do plasma na expressaoedeptores em resposta aos estimulos
de r e sLPS foi feito com estimulos controle, rLF® ng/mL e sLPS 100 ng/mL por 3h de

incubacgdo, com o sangue de 4 individuos sadiosneédia de idade de 32 (+10,9) anos.

Foi possivel observar que o aumento da porcentagemplasma autdlogo foi

acompanhado de forma proporcional pelo aumentxpeegsédo dos receptores CD14 e CD11b
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na superficie de mondcitos (figuras 5.15). A mochibada expressdo de CD11lb parece se

apresentar melhor na condicdo com 100% de plasma.
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Figura 5.15: Expressdo de&€D14 (A) e CD11b B) na superficie de mondcitos em modelo

utilizando diferentes concentrages de plasma @58 e 100%). O sangue periférico com as
concentracdes de plasma mencionadas foi incubadestémulo, com rLPS 100 ng/mL ou sLPS

100 ng/mL por 3 h. Nos graficos os valores sao radess em MGIF. Estdo representadas as
médias e erros padrao de cada condicdo de estiabildps de 4 individuos sadios.

Similar influéncia do plasma foi observada tambéwms neutréfilos (figura 5.16), e a
melhor condicéo para modulacao dos receptores CBTINCR2 foi a de 100% de plasma.
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Figura 5.16: Expressao d€D66b @), CD11b B) e CXCR2 () na superficie de neutréfilos em
modelo utilizando diferentes concentracdes de @an30; 50 e 100%). O sangue periférico
com as concentracdes de plasma mencionadas faiadousem estimulo, com rLPS 100 ng/mL
ou sLPS 100 ng/mL por 3 h. Nos graficos os valsée mostrados em MGIF. Estédo
representadas as médias e erros padrdo de cadgaoodéd estimulo, obtidos de 4 individuos
sadios.
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5.1.3 Estimulacéoin vitro de PMN e CMSP para estudo da dinamica de recept®e

de superficie

O estudo de expressao de receptores na supemicreoddcitos e neutréfilos em células
separadas foi realizado com concentracdes de 10R1tf células de r e SLPS, nos tempos de 1
e 6 h. Foram estudadas CMSP e PMN de 8 individadiss com média de idade de 28,5 (£3,5)

anos.

- Monécitos e neutrofilos isolados:

Os mondcitos presentes nas CMSP separadas comapoiar como 0S mongcitos em
sangue total nos dois tempos estudados para aoe€dpl4. Nao houve diferenca na expressao
do receptor com 1 h, mas com 6 h a mesma reduzpresenca dos antigenos (p=0,02), sem
diferenca entre as duas formas de LPS (p=0,89 €9p=6om 1 e 6 h de incubacéo,
respectivamente) (figura 5.17A). Porém, os dadmaiadiversos dos anteriores para a expressao
de CD11b, pois nas células separadas ndo vimoslagadufigura 5.17B).

Os neutrdfilos presentes nas PMN separadas comgrorse de forma completamente
diversa da anterior quando em sangue total. Osa@sts ndo levaram a inducédo de expressao
nem de CD66b (figura 5.18A), nem de CD11b (figuiBB).

O comportamento ndo conclusivo visto na tentatieantbdulagdo de receptores em

células separadas nos levou a um novo experimemiie, as CMSP e PMN foram co-cultivadas.

- Co-culturas:

O estudo de expressao de receptores na supesicieutrofilos em células co-cultivadas
foi realizado com concentra¢cdes de 100 ng/ixclulas de r e sLPS, nos tempos de 1 e 6 h.
Foram estudadas PMN de 2 individuos sadios, conandéddade de 27 (+2) anos.

Quando foi realizada a co-cultura, em busca destigas se a possivel interacdo entre
PMN e CMSP poderia alterar a resposta de neutspfilnostrou-se que as alteragbes na
expressdo de CD66b e CD11b na superficie de ngogrégio foram significativas (figuras 5.19
e 5.20, respectivamente). Porém, observando ogagahota-se que a medida que aumentamos
a proporcédo de CMSP, pode-se diferenciar melhooduiacédo na expressao de CD66b causada

pelos estimulos.



Expresséo de CD66b na

Expresséo de CD14 na
superficie de mondcitos

64
Resultados

B controle
m rLPS
m sLPS

(MGIF)
Expressédo de CD11b na
superficie de mondcitos

tempo (horas) tempo (horas)

Figura 5.17: Expressédo d€D14 (A) e CD11b B) na superficie de mondcitos de CMSP. As
CMSP foram incubadas sem estimulo, com rLPS 10Dxa€f células ou sLPS 100 ng/110
células por 1 ou 6 h. Nos graficos os valores séastnr@mdos em MGIF. Estdo representadas as
médias e erros padrdo de cada condicdo de estiohildps de 8 individuos sadios. #0p05
comparando os grupos controle, r e SLPS num mesmoa (ANOVA).
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Figura 5.18: Expressao d€D66b @) e CD11b B) na superficie de neutréfilos de PMN. As
PMN foram incubadas sem estimulo, com rLPS 100xigflcélulas ou sLPS 100 ng/1¥10
células por 1 ou 6 h. Nos graficos os valores sastrmdos em MGIF. Estdo representadas as
médias e erros padréo de cada condi¢éo de estiofidos de 8 individuos sadios.
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Figura 5.19: Expressao d€D66b na superficie de neutréfilos co-cultivadosi€c@MSP, com as
porcentagens de 0; 12,5; 25 e 50% de CMSP. Asaséforam incubadas sem estimulo, com
rLPS ou sLPS a 100 ng/1x16élulas por 1 ou 6 h. Estdo representadas as snédiaos padréo
de cada condicao de estimulo, obtidos de 2 indoddadios.
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Figura 5.20: Expressao d€D11b na superficie de neutréfilos co-cultivadosic@MSP, com as
porcentagens de 0; 12,5; 25 e 50% de CMSP. Asaséforam incubadas sem estimulo, com
rLPS ou sLPS a 100 ng/1x16élulas por 1 ou 6 h. Estdo representadas as snédigos padréo
de cada condicao de estimulo, obtidos de 2 indoddadios.
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5.2 Estimulacaoin vitro de sangue total para estudo da producéo intracelait de espécies
reativas de oxigénio

O estudo foi feito com o sangue total de 9 indivgjlcom média de idade de 29 (+7,8)

anos.

-Dose-resposta:
A curva de dose-resposta de LPS para producdo @es BBr mondcitos e neutrdéfilos foi

realizada com concentracdes crescentes de LPSngmestotal no tempo de 30 min.

A observacao das respostas de mondcitos de casiaimamostra haver estimulacéo por
ambas as formas de LPS (figura 5.21), de formacents em relagédo com a dose, chegando a

maior resposta com a dose de 500 ng/mL.

Na curva dose-resposta de producdo de EROs paofilst (figura 5.22), os niveis de
producéo de cada individuo, assim como nos morg)@ém distintos, com valores de incremento
de até 80% em relacdo ao controle (dado ndo mojtriadrém, observando as médias podemos
mostrar que houve incremento crescente acompantmeadmento da dose, chegando a um platd
com 250 ng/mL. E interessante destacar que em sespo estimulo corB. aureus, controle
positivo do experimento, os mondcitos produzem meunantidade de EROs que os neutroéfilos
(dados n&o mostrados).

100 — ———LPS

—sLPS
90—

7 /:/\"

60— —_

50—

Producéo de EROs por mondcitos
(MGIF)

40 —

0 100 250 500 1000
doses (ng/mL)

Figura 5.21: Curva da dose-resposta de producdo EROs por mosdeituzida por r e sLPS. O
sangue periférico foi incubado com diferentes cotragbes de r e sLPS (0; 100; 250; 500 e
1000 ng/mL) por 30 min. S&o representadas as méda®s padréo para cada dose, dados de 3
individuos sadios.
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Figura 5.22: Curva da dose-resposta de producdo de EROs pabfilestinduzida por r e sLPS.

O sangue periférico foi incubado diferentes conegdes de r e sLPS (0; 100; 250; 500 e 1000
ng/mL) por 30 min. Nos gréficos os valores sao daiono MGIF de DCF. S&o representadas as
meédias e erros padrdo para cada dose, dados digluos sadios.

O ponto de 500 ng/mL foi considerado mais apropripdra a realizacdo do ensaio de
cinética, para melhor compreenséo da dindmica atupéo de EROs na presenca de s e rLPS,
apesar da auséncia de padrdo de estimulacdo snimdividuos e entre as diferentes formas de

LPS em cada individuo.

- Cinética:

O estudo de cinética da producéo de EROs por ridogrém resposta a r e sLPS foi feito
com concentracdo de 500 ng/mL, incubados em saogale A producao individual foi muito
varidvel (dado ndo mostrado), mas quando os danlasmfagrupados pode ser vista inducéo da

producdo de EROs por neutrofilos nos tempos de3®rain (figura 5.23). Porém, nao foi vista

diferenca quando foi feita a analise estatistica.
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Figura 5.23: Cinética da producdo de EROs por neutréfilos deuntarios sadios, apoés
diferentes estimulos (meio, rLPS 500 ng/mL e sLBS8 Bg/mL). Os valores sdo dados em
MGIF de DCF. Sdo mostrados médias e erros padradifdeenca entre cada estimulo e a
producdo basal (do controle), dados de 6 individdodinha representa os valores onde a
producédo pelo estimulo foi igual a do controle.

5.3 Estimulacéoin vitro de sangue total para estudo da producgéo de Oxiddtrico

O estudo de producdo de NO em sangue total emstaspos estimulos de r e sLPS foi

feito com 8 individuos sadios, com média de idasl@@1 (+9,1) anos.

- Dose-resposta:

A curva de dose-resposta de LPS para producdao dedd@ondcitos e neutroéfilos foi
realizada com concentracdes crescentes de LPSrgumestotal no tempo de 30 min, com sangue
de 2 individuos sadios. O grafico de producao depOmondcitos (figura 5.24) indica aumento
de producdo de NO por mondcitos em resposta aiosudss nas doses de 100 e 1000 ng/mL. A
producdo em resposta ao PMA foi bem maior que &ahdrole, de 4 a 5 vezes (dado né&o

mostrado).
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Figura 5.24: Curva da dose-resposta de producdo de NO por ntoadeduzida por r e sSLPS. O
sangue periférico foi incubado com diferentes cotregdes de r e sLPS (0; 1; 10; 100 e 1000
ng/mL) por 30 min. Nos graficos os valores sdo dadomo MGIF de derivado benzotriazodlico.
Séo representadas as médias e erros padrao pardass) dados de 2 individuos sadios.

O aumento nas doses de estimulos levou a aumermmdacdo de NO por neutrofilos,
como pode ser observado na figura 5.25. A prodabéida pelo PMA foi elevada em relagao ao

controle , de 8 e 9 vezes (dado ndo mostrado).
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Figura 5.25: Curva da dose-resposta de producdo de oxido n{td€) por neutrdéfilos induzida
por r e SLPS. O sangue periférico foi incubadordifees concentragcbes de r e sLPS (0; 1; 10;
100 e 1000 ng/mL) por 30 min. Nos graficos os edosdo dados como MGIF de derivado
benzotriazdlico. Sdo representadas as médias s padrdo para cada dose, dados de 2
individuos sadios.

Apos realizacdo da dose-resposta foi escolhidasa de 100 ng/mL para o estudo da

cinética da producédo de NO por mondcitos e neldsddm resposta a r e SLPS.
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- Cinética

O estudo de cinética da producao de NO por mameitneutrofilos em resposta a r e
sLPS foi feito com concentracdo de 100 ng/mL, ilaclds em sangue total. Houve reducéo
expressiva do controle, acompanhada dos estimuboslUPS, ao longo do tempo. Porém, é
possivel ver que nos tempos de 15 e 30 min, tamtquanto o sSLPS foram capazes de induzir

resposta em monacitos (figura 5.26) e neutrofifagifa 5.27), embora seja bem reduzida em

relacdo a producao em resposta ao PMA (dado nairadokx
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Figura 5.26: Cinética de producdo de NO por mondcitos induzidarpe sLPS. O sangue
periférico foi incubado sem estimulo, com rLPS ©@0mL ou sLPS 100 ng/mL por 15, 30, 60
ou 120 min. No gréfico os valores sdo dados emmatif@ da producdo em relacdo ao controle (a
linha de referencia equivale a producgdo igual aurole), em MGIF. Sdo representadas as
meédias e erros padrdo para cada dose, dados di2lios sadios.

- Producédo de NO com 30 min e r e sSLPS 100ng/mL

Para melhor compreensdo do efeito de r e sLPS odugiio de NO, foram feitos
experimentos com 30 min de estimulacdo em difesectadicbes de estimulo (sem estimulo,
rLPS 100 ng/mL, sLPS 100 ng/mL ou PMA 1,35 ug/mgufa 5.28). Foi possivel observar
diferenca estatisticamente significante quandouagrqg grupos foram comparados entre si, tanto
em mondcitos (p<0,01) como em neutréfilos (p<0,@ljigura 5.28 mostra que a producéo de
NO foi estimulada por ambas as formas de LPS, litvdiferenca na comparacao entre os trés
grupos em mondcitos (p=0,02), onde o poés-testecandidiferenca entre controle e rLPS
(p=0,024) e entre controle e sLPS (p=0,04), porém m& diferenca entre r e sLPS (p=0,93).
Contudo, os estimulos r e sLPS nédo foram bons danglsitdesta resposta em neutrofilos, néo
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havendo diferenca quando comparamos a producaoOdentfe os grupos controle, r e sLPS
(p=0,32).
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Figura 5.27: Cinética de producdo de NO por neutréfilos induzide r e sLPS. O sangue
periférico foi incubado sem estimulo, com rLPS ©@0mL ou sLPS 100 ng/mL por 15, 30, 60
ou 120 min. No grafico os valores sdo dados emmadif@ da producédo em relacdo ao controle (a
linha de referéncia equivale a producao igual ecaldrole), em MGIF. Sdo representadas as
médias e erros padrao para cada dose, dados di2liros sadios.
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Figura 5.28: Producdo de NO por mondcitad)(e neutréfilos B) em diferentes condicfes de
estimulo (sem estimulo (CT), rLPS 100 ng/mL ou siiB8 ng/mL) por 30 min. Nos gréficos os
valores sdo dados como MGIF de derivado benzotitaz&ao representadas as médias e erros
padrdo para cada estimulo, dados de 4 individud®ssa# p0,05 comparando 0S Qgrupos
controle, r e sLPS (ANOVA), 10,05 quando comparados os grupos controle e rLpPS (*
controle e sLPS4) (teste de Tukey).
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5.4 Ativacdo de p38 detectada poCitometric Bead Array (CBA) Flex Set apds estimulagéo
de leucdcitos comr e sLPS

O estudo de ativacdo de p38 em resposta aos essirdalr e sLPS foi feito com 5

individuos sadios, com média de idade de 27 ()85.

Foram feitas curvas de dose-resposta da produgdostb-p38 por CMSP e PMN com
concentracbes crescentes de LPS, com estimulosOde 80 min (figuras 5.29 e 5.30,
respectivamente). Pode ser observado aumentcsfaifacido de p38 em ambas as células, nos
dois tempos estudados, porém a dose-resposta no®files com 30 min de incubacao foi

considerada melhor do que com 60 min.
tempo (minutos)
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Figura 5.29: Curva dose-resposta da mensuracao de fosfo-p3Baptasma de CMSP induzida
por r e sLPS. As CMSP foram incubadas com difesect@centracdes de r e sLPS (0; 25; 250;
2500 ng/mL) por 30 ou 60 min. Nos gréficos os vedmao dados como unidades/ug de proteina.
Sao representados médias e erros padrdo paraaratiedo, obtidos de 4 individuos sadios.
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Figura 5.30: Curva dose-resposta da mensuracéao de fosfo-p38apasma de PMN induzida
por r e sSLPS. As PMN foram incubadas com diferentescentracdes de r e sLPS (0; 25; 250;
2500 ng/mL) por 30 e 60 min. Nos graficos os va@& dados como unidades/ug de proteina.
Sao representados médias e erros padrdo paraaratieédo, obtidos de 4 individuos sadios.

5.5 Translocacdo das subunidades de KB p50 e p65 para o nucleo apés estimulacdo de
PMN comr e SLPS

O estudo de ativacdo de AB-em resposta aos estimulos de r e sLPS foi feito 8

individuos sadios, com média de idade de 27 (xd$.an

Foram feitos ensaios para a observacdo dos nuplmomicroscopia de fluorescéncia
(figura 5.31 e 5.32) e coloragcdo por hematoxiliositea (HE) (figura 5.33). Para maiores

detalhes das coloragdes ver o item 5 da se¢ao Anexo
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Figura 5.31: Fotos de células integra&)(e nucleos separaddB)(apds marcacéo de actina em
verde e DNA em azulA() Ap6s o cultivo, as PMN foram lavadas, permeabies e marcadas
com faloidina-FITC. Entdo, foram feitas laminasaaés de centrifugacdo em centrifuga
citologica e coloracdo com DAPIB{ Os nucleos foram isolados de acordo com o praioco
descrito na secdo Métodos e incubados com falokin@. Depois, foram feitas laminas e
coloragcio com DAPI. E possivel observar que a eitifugacio parece prejudicar a integridade
dos nucleos, porém, podemos notar que os mesmar® figolados com sucesso. Fotos tiradas
por Dr. Ricardo Bertolla, Laboratorio de Reprodutionana, UNIFESP.

A.

Figura 5.32: Fotos com maior aumento de célula integkq € nucleos separadoB)(apoés
marcacdo de actina em verde e DNA em azl) Apos o cultivo, as PMN foram lavadas,
permeabilizadas e marcadas com faloidina-FITC. dnfaram feitas laminas através de
gotejamento da suspensédo de células e coloracad®édth (B.) Os nucleos foram isolados de
acordo com o protocolo descrito na secdo Métodosuados com faloidina-FITC. Depois,
foram feitas laminas e coloragdo com DAPI. E padsibservar a integridade dos ntcleos e seu
isolamento com sucesso. Fotos tiradas por Dr. &ic@ertolla, Laboratério de Reproducao
Humana, UNIFESP.
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Figura 5.33: Fotos de células integras € B) e nucleos separaddoS € D) apOs coloragdo com
hematoxilina/eosina (HE)A(e B.) Apoés o cultivo, as PMN foram lavadas e foramaeiiminas
através de centrifugagdo em centrifugas citolégicasloracdo com HE. A primeira imagem €
com objetiva de 40 e a segunda com objetiva de @ D) Os nucleos foram isolados de
acordo com o protocolo descrito na se¢do Métodosaen feitas laminas e coloragéo com HE. E
possivel observar seu isolamento com sucesso. Roamkas por Pedro L. A. Scherholz,
Disciplina de Histologia, UNIFESP.

Foram feitas curvas de cinética de transloca¢gmbfes p65 para o nicleo em PMNs com
concentracéo de 100 ng/2X1d¥lulas de LPS, e incubacées de 30, 60 e 120figimds 5.34 e
5.35, respectivamente). A observacao do graficanm@stimulacdo, tanto por r como sLPS, da
translocacao de p50 e p65 para o nucleo dos niesgrab tempo de 30 min, com decaimento do

estimulo nos tempos posteriores.
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Figura 5.34: Curva cinética de translocacao de p50 para o nagd@MN induzida por r e sLPS.
As PMN foram incubadas com 100 ng/2%X@&lulas de r e sLPS por 30, 60 e 120 min. Nos
graficos os valores sdo dados em razdo da expressgwoteina no ndcleo em relacdo ao
controle. S&o representados médias e erros padraocpda condicdo, obtidos de 3 individuos
sadios.
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Figura 5.35: Curva cinética de translocacao de p65 para o nagd@MN induzida por r e SLPS.
As PMN foram incubadas com 100 ng/2%I&lulas de r e sLPS por 30, 60 e 120 min. Nos
gréficos os valores sdo dados em razdo da expressdwoteina no nudcleo em relagdo ao
controle. S&o representados médias e erros padraocpda condicdo, obtidos de 3 individuos
sadios.
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Trabalhos recent€8 "® mostraram que as formas R e S de LPS podem levar a
sinalizacao via TLR4, dependente ou independenteib4. Enquanto a sinalizacdo a sLPS se
restringe a TLR4 e CD14, foi demonstrado que anéR pode sinalizar por via dependente ou
independente da presenca de CD14. Como muitassélal hospedeiro ndo possuem CD14 em
sua superficie, o rLPS presente em bactérias nastant na mistura de sLPS obtida de bactérias

lisas, poderia representar um componente bactecamaatividade bioldgica ampla.

Considerando a discrepancia na expressdao de CDlduperficie de mondcitos e
neutrofilos, nds avaliamos se a bioatividade de HRSe entre ambas as formas de LPS nestas
células. Nossos resultados mostram que as forneaS Be LPS induzem respostas similares nos

neutrofilos humanos.

Para isso, avaliamos a modulacao induzida por L& amplo espectro de receptores
de superficie em mondcitos e neutrdfilos, envolsidno reconhecimento bacteriano,
quimiotaxia, e interacfes entre células, em satmaE assim preservando o microambiente das
interac6esn vivo entre LPS e células. Neste mesmo modelo de sdatplevimos a producao
de EROs e NO por neutréfilos. Também analisamogeesséo de alguns receptores e ativagédo
de proteinas sinalizadoras em ambiente de célefmsadas.

A ativacdo das células em resposta a antigenosrizacis depende de reconhecimento
por diferentes receptores, como o TLR2 e TLR4, allmmportante papel ja mencionado do
CD14.

A modulacdo de CD14, importante receptor na siagfia desencadeada pelo LPS,
mostrou-se bifasica na superficie de mondcitos,.et@de aumento inicial até 30 min de
incubacao e tendéncia de equilibrio aos 180 mguida de queda de até 60% nos tempos de 6 a
24 h. Outros autores observaram perfis difereneesnddulacdo, como Flet a."®, onde a
expressdo de CD14 em mondcitos humanos, obtid@MP, apos 120 min de estimulo com
sLPS permaneceu inalterada. Diferente também dmsakdos, Molleet al.®® mostraram que
a expressao de CD14 foi modulada positivamente Uit8 de E. coli de maneira dose
dependente, sendo que com 4 h de incubacdo, caseaded 10ng/mL (menor que a de nosso
estudo), houve aumento da expressdo deste receptomondcitos de sangue total. Estas
diferencas podem ser explicadas pelo modelo dagesubu mesmo pela diferente origem de
LPS. Em estudo de Landmaetral.®?, feito com monécitos humanos isolados de CMSPydiou
um padrdo bifasico, com reducéo inicial (com temgdes3 e 6 h de incubacéo, resultados
similares ao do presente estudo) e um subsequemnée dumento (tempos de 24 e 44 h), na
expressdo de CD14 na superficie celular e mMRNADRBICEmM nosso estudo, ambas as formas
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de LPS levam ao mesmo comportamento de modulagddpsjue o proprio LPS, ao levar a
essas alteracdes, pode modular a resposta dagscalale mesmo e a outros produtos que usam

0 CD14 como padrao de reconhecimento.

Na superficie de neutrdfilos a expressédo de CDduasde inexistente, e ndo foi modulada
pela presenca de nenhuma das formas de LPS. Adgiioiees afirmam que o CD14 esta presente
na membrana de 20 a 40% dos polimorfonucleares tsffa®®) o que é contestado por nosso
grupo, pois os valores de MGIF sd0 muito baixosasesélulas. Kurt-Joness al.®? relataram
expressao de CD14 em PMN obtido de sangue totalis@nos sadios, mas mencionam que em
quantidade bem inferior que a vista em mondcitoaghtéret al.®> mostram que a exposicdo de
PMN humano em sangue total a baixas doses de LRSa(Qug) resulta em aumento de
expressdo de CD14 na superficie de neutréfilosneobagdes de 20 min a 24 h. Outros autores
mostraram modulacdo positiva de CD14 na superdieiaeutréfilos por LP€ ) porém nem

todos os estudos mostram aumento de expré¥sao

Dados anteriores na literatura sdo contraditorigsspeito da modulacdo da expresséo de
TLR4 por sLPS. Nossos dados mostram que a expreksald R4 foi modulada apenas no
tempo de 6 h de incubacédo por rLPS, na superfeecimahdcitos, sendo que nos demais tempos
estudados e nos neutréfilos a modulagdo néo f. wairt-Jonest al.®® observaram expresséo
diminuida de TLR4 na superficie de mondcitos issdade sangue total de individuos sadios
apos 2 h de estimulo com sLPS, e expressao menondetectavel em neutréfilos isolados antes
e apos o tratamento com sLPS. Estes dados contrastarelagdo ao por nds obtidos em
mondcito, mas é condizente com os dados de ndagdflusebyeet al.®® descreveram que na
superficie de mondocitos humanos separados de sdegu@untarios sadios, durante os periodos
iniciais de incubacdo com sLPS, houve queda gratuaxpressao de TLR4, acompanhada da
formacao de estruturas similares a endossomosrminte®S marcado. Foi vista co-localizag&o
de sLPS e TLR4 em microdominios nas membranas dieseomos apos 1 h de estimulacéo.
Porém, em nosso modelo de sangue total, a expres@d.R4 se mantém inalterada em
neutroéfilos e s € estimulada com 6 h de incubagdmondcitos. Estas diferencas vistas podem

ser devido as técnicas de observacéo das célulaamgue total versus separadas.

A expressdo de TLR2 nao foi modulada pela presdngaestimulos em mondcitos ou
neutréfilos em sangue total. Além disso, a expreskdi TLR2 é menor que a de TLR4 em
neutroéfilos controles e estimulados (dado ndo rads); o que difere do relatado anteriormente
em modelo de neutréfilos separddBsNeste mesmo estudo foi vista modulacdo negatva d
TLR2 em resposta ao LPS apoés 1 h de estimulac§oe @ diferente do visto por Feoal."?,
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em que a modulacdo ocorreu apenas em tempos magissi¢20 h). Muzicet al.®? mostraram

que LPS aumenta mRNA de TLR4, mas ndo de TLR2 endaitws humanos.

A discreta modulagdo da expressédo de TLR4 em mimsoeiauséncia de modulacdo de
TLR2 em mondcitos e neutrofilos por nés observaelassangue total, além dos diferentes
resultados relatados na literatura, ilustram queodulacdo de TLR2 e TLR4 em mondcitos e
neutréfilos do sangue periférico por LPS ndo sedeé&orma consistente. Diferentemente, a
modulacdo na expressdo de outros receptores co@®lal, CD66b, CD11l e CXCR2 é

consistente.

Os receptores CXCR1 e CXCR2 tém um importante pageelrecrutamento de
granuldcitos e mondcitos para o sitio de infeccamtisacdo de mecanismos efetores
antimicrobicidas destas célufds Nossos dados mostram queda de expresséo estinoiad
ambas as formas de LPS, com agdo mais precoceRf®. €Lorroborando com nossos dados,
estudos da literatura mostraram que sLPS leva dagde expressdao de CXCR1 e CXCR2 na
superficie de neutréfilos separados. Khandaket.®” mostram queda maior que 50% em 30
min em neutréfilos separados e queda menos acentads 1 h de estimulo, porém com
reducdo nao explicada pela presenca de concerdrdedi-8, TNFe, ou IL-18. Juffermanset
al.® relataram que administrac@imvivo de baixas doses de LPS induz a queda de ambos os
receptores em granuldcitos circulantes em sangaé de individuos sadios. Essa reducdo na
expressdo pode ser devido a uma tentativa de @tieisp limitar inflamacao excessiva induzida
por granulécitos no sitio de infeccdo. Porém, etndesrecente de Sabreeal.®®, embora o
tratamento de neutrofilos com agonistas de TLR aerdduzido a expressdao de CXCR1 e
CXCR2, os receptores que permaneceram ainda eraniofialmente competentes.

Ambas as formas de LPS levaram a grande induca®@cb na superficie de
neutrofilos, sendo que a forma S foi um pouco mpagxoce nesta indugdo. A modulacdo de
CD66b, molécula de selectina, € muito importante pnacesso de adesdo das células ao
endotélio, para sua posterior migracao para ogldeciNao encontramos estudos na literatura
que tenham feito modulacédo deste receptor na dcigede neutréfilos em resposta a LPS. A
acao induzida pelo LPS de regulacdo positiva de@bDfiostra que as células estudadas ao
serem ativadas por tal antigeno podem migrar pargados, onde poderdo desempenhar seu
papel de defesa na imunidade inata. A forma S d& @strou atividade mais precoce neste
aumento de expressao de CD66b.

As B2 integrinas medeiam a adesdo firme a membranalacetlp endotélio,
possibilitando a passagem dos leucécitos atravpamae vasculgf, além de possuirem outras
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funcdes como, por exemplo, de receptor (ligandgnientos de fatores de complemento e de
coagulacio), aumento de atividade fagocitica entemmmento e ligacdo de certos antig€fios
%) A expressdo de CD11b foi regulada positivamenter®ndcitos e neutréfilos por ambas as
formas de LPS, e novamente a forma S mostrou agd® pnecoce em neutrofilos. A queda
vista na superficie de mondcitos nos tempos postsria 6 h de incubacdo pode ser devido a
clivagem ou internalizacao do receptor. Estudazatido neutréfilos de camundongos TLR4-/-
mostraram um papel crucial da ligagdo de LPS a Th&4nediacdo do aumento de CD11b e
assim na regulacdo da atividade microbicida derofios®, e que este processo requer
transcricdo de CD11b. Os mesmos autores sugeremldrie € capaz de amplificar a resposta
ao LPS através de aumento de CD11b. Estudos aetemeostraram que mondcitos humanos
expressam tanto CD1la quanto CD11b em respost® 3, stnquanto que PMNs aumentam
CD11b, mas ndo CD11a, em resposta ao mesmo estithul) Marsik et al.**? também
observaram aumento de expressdo de CD11b em nmsé@cheutrofilos até pelo menos 6 h
apds a injecdo endovenosa de sLPS em voluntaritisssaHaugenet al.*®® estudaram a
expressdo de CD1la, CD1lb e CD11lc em resposta a(1B®g/mL) em mondcitos e
neutrofilos do sangue periférico, e viram que aumenicial de CD11b proximo a 1 h de
estimulo, seguido de decréscimo até 6 e 24 h dewdst Nossos dados diferem deste, pois

vimos o maior aumento com 6 h, e entdo queda da&sdo deste receptor.

As moléculas de CD11c sdo mais expressas em mosdeitparecem importantes na
mediacéo de varios tipos de interacdo adesivasieétalaS®®, apesar de o receptor CD11b, em
heterodimero com CD18, ser mais expresso nestalmsélal molécula possui um papel bem
menos expressivo neste tipo de funcdo em neusofifmssos dados indicam aumento néo
significante de expressdo de CD11c na superficiendedcitos e neutréfilos em resposta a
ambas as formas de LPS, mais evidenciado no teen@h de incubagéo. Citando novamente o
estudo de Haugen at“%® a expresséo de CD11c se mostrou maxima em raspodtPS com
6 h de incubacdo, com queda posteriormente. Haugha'®® mostraram maxima expresséo
de CD11c depois de 6 h de incubacédo com sLPS,dsedaiqueda.

A modulagéo de CD11b, assim como a de CD66b e CDédcpapel central na adesao
das células ao endotélio e migracdo. Assim, adasekstudadas ao serem ativadas pelo LPS
podem migrar para os tecidos, onde desempenhampapell de defesa na imunidade inata. A
ativacdo de moléculas utilizadas na adeséo e ndigrde leucocitos por LPS evidencia que tal
antigeno é muito importante no processo inflamatéausado pela infeccdo bacteriana. E
interessante notar que a modulagcdo positiva de Cidb#npanha a modulagcdo positiva de



82

Discussdo

CD11b e CD11c até 60 min de incubacéo, e deposapaser negativa. No inicio da resposta o
reconhecimento e adesdo parecem ter a mesma imgarta@ apos 60 min o foco da resposta

celular parece estar na adeséo.

As discrepancias entre os dados encontrados péieerdes autores em relagdo a
expressao de receptores de superficie podem sdodediferencas nas condi¢des de incubacao,

selecéo de anticorpo e metodologia de dosagempitesséo aplicada por cada grupo.

A presenca de r e sLPS levaram a inducdo da e&weks HLADR na superficie de
mondcitos. Molécula pertencente a classe Il do Mhi@nano estda presente nas células
profissionais de apresentacdo de antigenos ad&citmg T auxiliadores, desencadeando a
resposta adaptativa e proliferal&d % McLeishet al.*°”’ mostraram que o nivel de HLADR
na superficie de mondcitos reflete o status deagdiv dos mesmos e aumenta com uma
variedade de estimulos, incluindo o LPS. A ativggdioambas as formas de LPS mostra que as
duas conseguem levar a ativacdo destas célulasrda gimilar, no tempo de 180 min, e eliciar
a resposta adaptativa.

Nossos dados de receptores em mondcitos de saotlesé encontram similares a
estudos anteriores de nosso laboratério deseneslvmm sangue de pacientes seépticos.
Brunialti et al.*°® mostraram que néo foi observada diferenca de sx@ivede TLR2, TLR4 e
CD11c em mondcitos entre os grupos de pacientsdes, sendo que também ndo observamos
diferenca estatistica destes mesmos receptore® ewtr mondécitos ndo estimulados e
estimulados. Os mesmos autores viram reducdo deessgo de CD14 nos mondcitos de
individuos sépticos, e aumento de expressao de IEDblgrupo de sepse em relacdo aos
voluntarios sadios. Nossos dados indicam queda xmegsdo de CD14 por mondcitos
estimulados com r ou sLPS ap6s 180 min de incubagém de mostrarem clara inducdo da
expressao de CD11b por estes estimulos. Assimppmxieonsiderar que o modelo de resposta
de mondcitos em sangue total a LPS reproduziu bgoedoi visto em respostas de individuos
sépticos. Em neutréfilos, Martirgt al.*°® n&o viram modulacdo de CD11c, mas mostraram
aumento de CD66b no grupo de pacientes em relagiicsadios. Porém, mostraram que a
expressdo de TLR2 em neutréfilos de pacientes emuehséptico estava diminuida em relacéo
aos sadios e nao viram diferenca entre os grupos @&11lb. Assim, nossos dados em
neutroéfilos diferiram parcialmente do que foi obselo modulado em neutréfilos de sépticos,
pois ndo vimos modulacdo de TLR2, e observamos r@tontkee CD11b. Esta discrepancia pode
ser resultado de interacdes mais complexas queeocaro individuo séptico, assim como de

maior heterogeneidade do tempo que as célulassdesiigiduos estejam sendo estimulabas
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vivo, ja que os critérios de inclusdo de pacientes ls®eados em repercussdes clinicas,

presentes por até 48h.

Outras respostas a LPS podem ser estudadas alémodiglacdo de receptores de
superficie, entre as quais a producdo de citociB&)s e NO e estimulagdo de proteinas
sinalizadoras. Fizemos tentativas de deteccaadaras produzidas por neutréfilos, porém, néo

conseguimos detecta-las (observar Anexo 4).

Os mondcitos e neutrofilos apresentaram ensai@osie-resposta com boa producdo de
EROs em sangue total, sendo que a melhor prodo¢c&isfa em neutréfilos. J& nos ensaios de
cinética, os resultados apresentaram pouca camsgtéNa maioria dos tempos a ativacao
esperada néo foi vista ou foi fraca em resposfarasas de LPS, porém vimos estimulo Sor
aureus (dado ndo apresentado), indicando que o testeaefstacionando. Nos tempos de 15 e 30
min pudemos observar certo aumento de producadoRi@sEpor neutrdfilos, representando
razoavel reprodutividade em relacdo ao ensaio ce-tksposta, porém, sem diferenca de
ativacdo entre as formas de LPS. Myaral.“*® sugerem que o DCFH é sensivel & oxidagao
por ONOO, H,O, (em combinacdo com peroxidases celulares), peseic ion hidroxila,
enquanto ndo é bom para a mensuracdo de NO, HOGh@uperoxido em sistemas bioldgicos.
Também afirmam que o ion hidroxila e ONO@dem ser os unicos a oxidar DCFH em
segundos ou minutos, em pequenas quantidades, reogos outros oxidantes precisam de
concentragcbes e tempos maiores, sugerindo quesvar&odos precisam ser utilizados para
identificacdo das EROs produzidas em sistemasdimlé. Liaudetet al.**") mostraram que o
LPS deSalmonella enterica senovar induziu pequeno estresse oxidativo, enquanto Matagk
al.**? mostraram producao de superéxido por neutréfilms EPS deE. coli na concentracgéo de
1ng/mL. Kappet al.*® viram que o rLPS (e n&o o sLPS) foi capaz de msigmificantemente os
neutréfilos, utilizando deteccdo de superdxido. HRwd-Sparaganet al.**® observaram que
tanto r quanto sLPS induziram a liberacdo de suxmwdpor neutrofilos com 15 e 30 min de
incubacdo. Assim, a pequena resposta por nos @asepode ser devido ao método utilizado
para mensuracao indireta da producao de EROs, emgue o DCFH néo detecta superéxido. O
mesmo foi observado por Chandelal.*'?, que n&o viram producdo de EROs em resposta a
LPS utilizando DCFH. Além disso, ndo observamosrdiica entre a producgéo estimulada por r
ou SLPS.

A producédo de NO foi observada através de um reéagéiamado DAF-FM, que é capaz
de detectar NO e NO(produzido por oxidagao espontanea de NO). O §ygersamos foi uma

curva dose-resposta bem razoavel para neutréfilommocitos e cinética com producdo em



84

Discussdo

resposta a sLPS com estimulacdes de 15 e 30 mboranestas producdes tenham sido bem
menores que a em resposta ao PMA (dado ndo mostiaddo em mondcitos quanto em
neutrofilos. Quando foi feita a analise estatistal@servamos inducdo na producdo de NO por
mondcitos com 30 min de estimulacdo, enquanto §oefai vista diferenca em neutrofilos em
sangue total. Observamos que em alguns experiméitpsssivel ver producao clara de NO
por neutrofilos, enquanto outros ndo permitiam, trmaoslo que a variacdo de resposta foi
responsavel pela auséncia de significancia estatigtim & Kim®® mostraram que 1 ug/mL de
LPS levou a expressdo de iNOS e producdo de NOirdragem de células fagociticas com
estimulacdo de 2, 5 ou 10 h. Gagnenal.*'® mostraram producdo de peroxinitrito em
granuldcitos e mondécitos em tempos tardios (4 &)2depois da adicdo de LPS a sangue total.
Klink et al.**® nao viram estimulacéo da producéo de NO por nilosdumanos em resposta
a nenhuma das formas de LPS estudadas (S, Ra ed&pendente da dose ou tempo de cultura
utilizados. Assim, nossos dados diferem parcialmeéits citados, pois vimos producdo de NO
apenas nos tempos inferiores a 30 min, e esta gfodndo foi em nivel elevado como era

esperado.

Quando observamos a fosforilagdo de p38 e tramgocde p50 e p65 para o nucleo,
vimos que as formas R e S de LPS levaram a ativd@sicélulas, porem sem diferenca entre si.
Foram vistas melhores ativacdes em tempos prectecestimulacédo, até 30 min. Percebemos
também que nos neutrofilos a translocacdo basg68eé mais alta, e consequentemente a
estimulada também. A ativacéo de p38 leva a véeEsostas, como a producéo de citoéthas
reducdo da expressdo de CXER? ativacdo e translocacdo de wBFpara o nicled™®
producdo de ERMS?, entre outras importantes funcdes. Assim, esperésajue a ativacéo de
p38 ocorresse em resposta ao LPS. A translocacddFdB para o nucleo ndo € menos
importante, uma vez que a via de resposta do TlLEpertle em grande parte deste fator de
transcricdo. A ativacdo de NFkB leva a producdocitecina$'®), de NO e ERG¥?, e
basicamente todas as respostas apresentadas pklEs @pos estimulo do TLR4. Outros
autores mostraram a ativacdo dexRFpor neutrofilos em resposta a sLPS, de formasioiéa
com ativacdo com picos em torno de 30it*> e 9h de incubac&8”, e ativacéo de p38 em
resposta a sLPS com resposta maxima entre 20 erf%°ncorroborando com a ativacéo apés
30 min vista em nosso estudo. Nossos dados saamsines a demonstrar esta ativacdo em
neutroéfilos em resposta a r e SLPS.

Apesar de os neutréfilos serem células largameargponsaveis pela fagocitose, o que
geraria uma grande producdo de EROs, estudos angiam que a funcdo dos EROs
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produzidas por tais células em resposta ao LPSnpdde funcdo sinalizadora, ndo apenas
efetord*?”), o que pode explicar também a pouca/falta de gémlobservada no presente estudo.
Uma sugestéo é a de que as EROs produzidas intezoeénte levam a ativacado de quinases e
entdo de NEB™? 29 Chandelet al.™* porém, mostram que o LPS n&o aumentou a
sinalizacado oxidativa em um periodo de 2h, queasersuficiente para eliciar a resposta de
NFkB, em um sistema que nao permitia 0 acumuloitdeicas. Os mesmos autores testaram
entdo exposi¢cdes mais prolongadas (12-18h) em stensd estatico, e observaram que houve
aumento na producao de EROs, que foi consideradelgm como efeito autdcrino ao TNHa
producao foi abolida por anticorpos neutralizamtes-TNF-o). Tais autores afirmam que o LPS
nao induz EROs, mas a inducédo de TiNprovocada por ele, ativa o complexo Il da cadeia
transportadora de elétrons presente nas mitoc@dfiaréem, é interessante ressaltar que o
método de deteccdo de EROs por eles utilizado feesmo que por nds, assim ndo detectavam
superéxido. Ndengelet al.**? mostraram que superdxido potencializa a ativagidiEkB e
modula a producédo de citocinas em resposta ao ld?Snpcrofagos alveolares. Assim, na
verdade a ERO mais pronunciado em resposta a lRSossuperoxido, este tendo fungdes mais
ligadas a destruicdo direta dos patdégenos. E beabedscido que a atividade de NADPH
oxidase seja regulada por fosforilacdo em célutapditicaS®. Fosforilacdo de p47phox
estimula a interacdo com p67phox, e o complexo ddonse dirige a gp9lphox (Nox2)
localizada na membrana plasmatica para levar agitivde NADPH oxidase. Em estudo de Park
et al.™*Y os autores demonstraram uma interacdo direta del ToR Nox4 sendo essencial
para a geracao de ativacao dexBFem células HEK293T. Este mecanismo pode estaepte
também nas células fagociticas em estudo, sendortampe estudos mais detalhados sobre a
formacgao e quais EROs estdo presentes em resmss@ifarentes tipos de LPS, para maior
entendimento da acg&o destes oxidantes na sinaizegé resposta ao LPS. A baixa ou
inconsistente producdo de NO por neutréfilos paaeper desvio de sua via para a producéo de
peroxinitrito, mas também, pode ser a um papel @oshhalizador e ndo efetor nestas células

diante do estimulo com LPS.

E importante ressaltar que além da transcricdozidduem resposta a LPS, existe
também grande regulacdo poés-transcricional dossggne pode ser induzida em resposta ao
mesmo estimulo. Estudos mostram que esta regupaisitranscricional pode envolver R
assim como EROs e N3V,

Os resultados obtidos quanto a expressao de reespta superficie celular em sangue
total ndo apdiam nossa idéia inicial de que o rpP&eria induzir maior resposta que o sSLPS em
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neutréfilos. Ao inveés, foi vista ativacdo mais quee de alguns receptores em neutrofilos em
resposta a sLPS. Os experimentos foram feitos agusatotal, entdo proteinas do soro/plasma
poderiam interagir com as células, além de podeerhateracdo entre as células. Na verdade,
Hailman et al.™*? e Soler-Rodriguezt al.** mostraram que a ativacdo de neutréfilos e
macréfagos requer a presenca de soro como font@@eTroelstraet al.*** mostraram que o
efeito de sCD14 nas respostas de neutréfilos aod.B& equilibrio entre ativacdo e inibicao,
dependendo da concentragdo de soro ou LBP. Aléso,disi mostrado que as respostas de
neutréfilos ao LPS sdo dependentes da presen(;aodécimégl). Assim, encontramos que
diferentes concentracdes de plasma afetaram astasge mondcitos e neutrofilos a r e sLPS,
mostrando um papel das proteinas plasmaticas p#rasaos tipos de LPS, mas vimos resposta
das células em auséncia de plasma, mesmo que eor mansidade. Também observamos
gue os mondcitos parecem afetar os neutrofilosn@uaimos os receptores em modelos de
células separadas, oferecendo soro AB para asasglnfio conseguimos observar ativacao
consistente na resposta de receptores a ambgmegle LPS. Porém, observamos a ativacao de
proteinas sinalizadoras neste modelo, mesmo na@as#e soro AB, mostrando que as células
estavam respondendo aos estimulos, mesmo quenda fiferente da resposta de sangue total.
Tais diferencas podem ocorrer pela manipulacaccédigas, ou pela diferenca em relacdo aos
ambientes de estimulo. Ruchaud-Sparagana.**® viram que r e sLPS levaram a ativacéo
funcional similar de neutréfilos isolados com 3hrde ativacao, implicando que tanto r quanto
sLPS poderiam se ligar a neutréfilos e induzir Isgagéo intracelular, porém o sLPS pareceu

ineficiente no tempo de 15 min.

Assim, sugerimos que outras proteinas de membrassam ser a ponte entre sLPS e
TLR4, podendo ser o préprio CD11b ou L-selecfiidsSegundo esta hipétese, podemos dizer
gue a resposta mais precoce a sLPS que a rLPSseistave ao préprio aumento de CD11b ou
de selectinas, uma vez que sdo modulados posititan® precocemente na superficie de
neutroéfilos. A falta de diferenca na resposta detndélos a ambas as formas de LPS vista por
Ruchaud-Sparagara al.**® com 15 min de incubac&o levou tais autores a &gdtle que a
glicosilacdo do LPS pode influenciar em sua int&wagom os neutrofilos, tendo receptores que
ndo o CD14 envolvidos na ativacdo, como, por exengpL-selectind** *** Embora diferencas
na solubilidade possam contar para diferentes st@pdos neutrofilos aos LPS, foi demonstrado
que a L-selectina se liga especificamente a cardtoisl presentes no polissacarided*®De
alteracdes neste polissacarideo podem ter papebmal na atividade da L-selectina como
receptor de LPS. Vimos também possiveis interagégsoteinas do soro/plasma com as células

no experimento de diferentes porcentagens de plgsoném quando fornecemos soro AB em



87

Discussdo

sistema de células separadas ndo observamos atigagéeutréfilos nem diferenca de resposta

entre r e sLPS. Ruchaud-Sparagahal.**® dizem que as diferencas de carboidratos entre as
formas de LPS poderiam atenuar a transferéncidP@da LBP para os receptores na superficie
dos neutrofilos.

Em resumo, os dados sobre receptores por nés shtidetram que as formas R e S de
LPS ativam de forma semelhante os neutrofilos dgusaperiférico de individuos sadios, apesar
da expressao reduzida de CD14 em sua superficial@ims casos o SLPS pareceu ter funcéo
mais precoce nos neutréfilos, o que pode ser demidkua sinalizacdo por outro receptor
engquanto que o rLPS interagiria diretamente conlR4T ou por sua apresentacdo mais precoce
a essa células pelas proteinas do soro/plasma.dBdte contradiz a expectativa de resposta
diferenciada ao LPS, baseada na inducédo de ativatédlar de forma CD14 dependente (formas
R e S de LPS) e CD14 independente (forma R de LB®&@)sideramos a hipbtese da utilizacao

de outro receptor de reconhecimento de LPS neshalag, igualmente ativado por rLPS e sLPS.

Nosso trabalho € completo do ponto de vista dereas@o de respostas celulares ao r e
sLPS. Vimos que os neutréfilos, em linhas gerais, msponderam de forma mais acentuada ao
rLPS como era esperado em nossa hipétese. Inclesiveados de receptores, em alguns casos,
o sLPS teve acdo mais precoce. Estudo recentecpdblipor Tamassiet al.**®) os autores
descreveram que os neutréfilos ndo sdo capazesobddizar a via independente de MyD88
guando estimulados via TLR4. Isto ajudaria a eaplas casos em que a resposta as duas formas
de LPS foi a mesma, pois caso o SLPS consiga gitecam neutrofilos através de outro
receptor que ndo o CD14 ou através de sua ligagio proteinas do plasma/soro e
posteriormente com as células, ambos levariam anmegsposta. No estudo de Ruchaud-
Sparaganat al.*'®, os autores viram que embora as formas R e S 8etéfham induzido a
liberacdo de superoxido por neutréfilos depois Blenin, um claro efeito diferente foi visto na
polarizagdo, adesdo e producéo intracelular deciespéxidantes, porém com o sLPS né&o foi
observado efeito com 15 min, o que difere de nodgsal®s. Nao entendi. Ambas as formas
causaram o mesmo grau de ativacdo com 30 min,damulo que tanto r quanto sLPS sejam
capazes de se ligar & superficie de neutréfildskit al.**® acharam que as formas S, Ra e Re
de LPS deProteus mirabilis induziram liberagGes similares de TNFe, em contraste, nao
foram capazes de induzir a producdo de NO, o qoede acordo com 0s resultados por nés
apresentados.

Triantafilou et al.**” mostraram que tanto a forma R como a S de LPSauiasccom
fluoresceina exibem ligacdes dependente e indeptesdde CD14/LBP, que sédo influenciadas
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pela concentracdo de LPS. Desta forma nédo podeesgsuidar que uma possivel interacao entre
as formas de LPS e células em um esinmdavo venham a produzir resultados diferentes dos
por nds aqui apresentados, mas podemos reafirneaembora tenha sido descrito por Jiahg
al."” e Huberet al.*® que apenas o rLPS agiria de forma independen@Diiet, o SLPS é
capaz de interagir e produzir resposta em neudsdfilumanos, que sdo células com baixa

expressdo de CD14 na superficie.



7. Conclusoes
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Nosso trabalho abordou de forma abrangente a ngihutde receptores de superficie em
células de sangue total em resposta a r e sLR&)cuémos que ambos os estimulos levaram a
padrées semelhantes de respostas por neutrofilm®recitos. Os mondcitos apresentaram
modulacao bifasica de CD14 aos antigenos estudadgsanto houve aumento de expresséo de
CD11b tempo-dependente. Vimos certa modulagdoatatdi HLADR e pouca ou nenhuma
modulacdo de TLR2 e TLR4. Assim, no inicio da resp® reconhecimento e adesdo parecem

ter a mesma importancia, e apés 60 min o foco gj@osta celular parece estar na adeséao.

Nos neutrofilos observamos que os receptores apegaen comportamento heterogéneo,
sendo que CD66b e CD11b apresentaram elevacéo -@ependente, enquanto o CXCR2 teve
decréscimo de sua expressao. Novamente, aparecHoiosnde que quando o antigeno é
reconhecido e a célula chega ao local de acdogesivadhde e ativagcdo passam a ser mais
importantes. Observamos também que o sLPS maatiradade mais precoce nos neutrofilos, o
que ocorreu em parte pela presenca de proteinssrdiplasma e interacdo entre as células, mas
mais provavelmente pela possibilidade de outropteceser responsavel pelo reconhecimento do
sLPS.

Observamos ativacao de sinalizac&o celular sentelleam reposta a ambos os LPS, com

sugestdo de precocidade, novamente, em respdstsger neutrofilos.

A producdo de espécies reativas de oxigénio e @i ditrico foram observadas em
pequena escala por neutréfilos em resposta a P8,sh que sugere que estes produtos estejam

sendo consumidos rapidamente ou que possuam [gletador e ndo efetor.

Em sumula, os mondcitos, como esperado, respondamaitarmente a ambos 0s tipos
de LPS. Os neutrdfilos também responderam a ambdgpas, 0 que era rejeitado por nossa
hip6tese inicial, apesar da expressao reduzidaldel em sua superficie, sugerindo que outros
receptores possam estar envolvidos na sinalizaglitac Foi visto também que ha interacao
entre monaocitos e neutrofilos e proteinas presermgdasma, 0 que parece suprir parcialmente a

falta de CD14 na superficie dos neutrofilos.
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1. Dosagem de EROs com sangue total sem diluicéo

- Padronizacao do protocolo

Inicialmente foi realizado um teste com o protoqmié-existente, alterando-se o volume
final do sangue, que anteriormente era diluido, cuencdo de ser mais similar ao protocolo de
mensuracao de expressao de receptores. Foramnfeitaacdo com CD14 para identificacdo de
mondcitos, lise hipotbnica e os estimulos efaraureus, rLPS, sLPS e PMA. No entanto, ao
final do experimento, a visualizacdo dos resultadée foi satisfatéria, uma vez que as
populacdes celulares ndo podiam ser claramenteeddi@adas. Assim, foi feito um teste com
diferentes solucdes de lise.

As lises testadas foram: a lise hipotbnica, a sawe lise comercializada pela Becton
Dickinson (BD™) e a lise com cloreto de aménio, utilizando o megsrotocolo do passo
anterior. Os resultados obtidos revelaram queeadisBO™ era a mais satisfatéria. Em seguida,
foi feito um teste para determinar o tempo necessfr exposicdo das células ao DCFH-DA,
bem como sua influéncia estando diluido (0,3 mMgancentrado (12 mM), lembrando que nos
dois casos a concentragao final no tubo era 0,6 Fdviobservado que a melhor deteccéo de
DCF ocorria quando o DCFH-DA a 0,3 mM era adicianads ultimos 5 min de incubagéo.
Ainda nesse experimento, 0 método dos resultadodigoutido no que diz respeito a média
geomeétrica da intensidade de fluorescéncia e priaette células migradas.

Em seguida, foi realizado um teste de marcacaagerficie em ambiente gelado, ja& que
o0 uso do gelo seria melhor para a confiabilidadeegperimento. A marcagdo de células
positivas para CD14 foi satisfatoria.

Apos estas alteracdes, foi feito um teste com aamgas feitas na técnica, ou seja, com
a lise da BDY, com o DCFH-DA diluido (0,3 mM) nos dltimos 5 mite estimulo e com a
marcacao de CD14 no gelo. Os resultados acercedid foram satisfatérios. Assim, os testes

de dose-resposta e cinética foram efetuados.

- Dose-resposta
Cem microlitros de sangue heparinizado foram tisidos em tubos de polipropileno de

5mL que posteriormente receberam um estimulo addRS(ou sLPS nas concentracdes de O;
0,01; 0,1; 1 e 10 ug/mL, o8 aureus 2x10 células/mL). Os tubos foram incubados em banho-
maria a 37°C sob agitacdo por 15 min. Foram aanesdes, cinco minutos antes do término da
incubagéo, 200 uL de DCFH-DA 0,3 mM por tubo.

Dado o tempo de incubacéo, os tubos foram retradcolocados no gelo. Feito isso,

adicionou-se 2 mL de EDTA 3 mM por tubo para paregacéo. Os tubos foram centrifugados a
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250 x g por 5 min a 4°C. Os sobrenadantes foragadeslos, em seguida foram acrescentados 2
mL de solucéo de lise BY e os tubos incubados durante 10 min em temperambéente para
lise das heméacias. ApoOs isso, os tubos foram &egados novamente e 0s sobrenadantes
desprezados.

Foram acrescentados 2 mL de PBS por tubo, e ®iodm dos tubos transferidos para
tubos de citometria. Apés centrifugacdo, os soli@nmi@s foram descartados. Os botdes
celulares foram incubados com 8 uL de CD14 PE xades por 30 min no escuro e no gelo.
Posteriormente, foram acrescentados 2 mL de PBfaeniova centrifugacdo. Apods descarte dos
sobrenadantes, as amostras foram suspensas ent. @8 BEDTA 3 mM em cada tubo e estas
foram mantidas em gelo até a leitura em citbmedrfiucko, como descrito no item 4.1.5.1.
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Figura A.1: Curva da dose-resposta da producdo de EROs em itusnidciuzida por r e sLPS.

O sangue periférico foi incubado com diferentesceatracées de r e sLPS (0; 0,01; 0,1; 1 e 10
ug/mL) por 15 min. No grafico os valores sdo daxtmeo porcentagem de mondcitos produtores
de EROs, dados de 3 individuos.

A producao de EROs por mondcitos na curva de degmesta ndo se mostrou alterada
ao longo do aumento de doses de estimulos (figutd. Ruando analisados os individuos
separadamente (dado ndo mostrado), pode ser ofblseque ambas as formas de LPS foram
capazes de estimular estas células, porém ndo @ns tws individuos. No entanto, quando
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comparamos as médias de producdo por r e sLPS odee hdiferenca estatisticamente
significante. O controle positivo, 8 aureus, apresentou producdo como esperado (dado nao

mostrado).

Os neutréfilos também ndo apresentaram curva désgp®sta adequada aos estimulos
(figura A.2), sendo a resposta, assim como nos oims) muito varidvel de individuo para
individuo. Em resposta ao estimulo cdn aureus, controle positivo do experimento, 0s

neutroéfilos responderam fortemente (dado ndo nubsgra
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Figura A.2: Curva da dose-resposta da producdo de EROs endfilestmduzida por r e sLPS.
O sangue periférico foi incubado com diferent@sentracéesle r e sLPS (0; 0,01; 0,1; 1 e 10
ug/mL) por 15 min. Nos gréaficos os valores sdo dadomo porcentagem de neutréfilos
produtores de EROs, dados de 4 individuos.

Apesar de ndo ter sido observada uma dose que ffesgensavel por uma producgéo
maior de EROs, foi escolhida a dose de 1ug/mL gEaiizacao dos testes de cinética.

- Cinética
Cem microlitros de sangue heparinizado foram tisidos em tubos de polipropileno de
5mL e posteriormente receberam um estimulo cada ¢sémulo, rLPS 1 ug/mL, sLPS 1 ug/mL
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ou S aureus 2x10 células/mL). Os tubos foram incubados em banhdan@aB7°C sob agitacéo
por 5, 10, 15, 20 e 35 min. Foram acrescentadonsp aninutos antes do término da incubacéo,
200 uL de DCFH 0,3 mM por tubo. O restante do mwitw foi 0 mesmo utilizado no item de
dose-resposta descrito acima.

A curva cinética dos monécitos em resposta adsekts pode ser observada na figura
A.3. A andlise mostrou que, quando comparadosfeggiupos (controle, r e sLPS), hé& diferenca
significante na producdo nos tempos de 10 e 15(p36,04 e p=0,02). O controle positivo se

mostrou estatisticamente diferente em relacdo aurale em todos os tempos (dado nao

mostrado).
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Figura A.3: Cinética da producdo de EROs induzida por r e se®Smondcitos. O sangue
periférico foi incubado com diferentes estimulognfoole negativo, rLPS 1 ug/mL e sLPS 1
ug/mL) por 5, 10, 15, 20 ou 35 min. No grafico @doves sdo dados como porcentagem de
monaocitos produtores de espécies reativas de arigém médias e erros padrao, dados de 4
individuos. # g0,05 comparando os grupos controle, r e SLPS nusmaméempo (ANOVA).

A cinética da producdo de EROs por neutrofilos peetevista na figura A.4. Nao foi
detectada producdo estatisticamente significanteeaxhum dos tempos por ambos os estimulos
estudados, porém o controle positivo se mostroatisistamente diferente em relacdo ao

controle em todos os tempos (dado ndo mostrado).
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Figura A.4: Cinética da producdo de EROs induzida por r e sé®Sneutrofilos. O sangue
periférico foi incubado com diferentes estimulosnfoole negativo, rLPS 1 ug/mL e sLPS 1
ug/mL) por 5, 10, 15, 20 ou 35 min. No grafico @doves sdo dados como MGIF de DCF, em
médias e erros padrao, dados de 4 individuos.

Os experimentos realizados em sangue total nafldilnostraram que os neutréfilos nao
sofreram ativacao satisfatoria pelo LPS, fato nSjgemdo, pois tais células sdo largamente
responsaveis pela fagocitose, o que geraria umalgrproducdo de EROs. Ainda, dados da
literatura mostram que o rLPS é capaz de ativaifsigntemente os neutréfilds Frente a isso,
foi decidido partir para a deteccao de EROs uhlitaDCFH-DA em um sistema onde o sangue
era diluido, protocolo anteriormente utilizado ensso laboratério. Apesar de ja ter sido usado,

resolvemos fazer alguns testes e algumas altergg@esstao descritas abaixo.

2. Dosagem de EROs em sangue total diluido em PBS

- Padronizacao do protocolo

Inicialmente foi realizado um teste com o protocoté-existente, onde ao sangue eram
adicionados os estimulos, acertando o volume fioah PBS para 1 mL. Foi realizada lise
hipotbnica das heméacias. Apesar de ter sido coradmgeu funcionamento, foi realizado um

teste adicional utilizando solucéo de lise da"BDersus lise hipotdnica, além de lavagens com
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PBS acrescido de soro bovino fetal. Apos tais $edté padronizado o protocolo, utilizando a
lise hipotdnica, aquisicdo das células com o par@nde disperséo lateral de luz em escala
logaritmica e lavagem com PBS acrescido de soronbofetal. Tal protocolo encontra-se
descrito em detalhes no item 4.2 dos Métodos, assimo a dose resposta e cinética feitas. Os

resultados séo apresentados na secao Resultados.

3. Padronizacgé&o do protocolo de dosagem do NO uzéindo DAF-FM DA

Através de adaptacao do protocolo de Zelnicleah ('®), inicialmente foi feito um teste
utilizando diferentes solucdes de lise e diferestaxcentracbes de DAF-FM DA. Foram feitas
lise hipotonica e lise da BY, testes com DAF-FM DA nas concentracées finais d#l, 5 uM
ou 10 uM, e o estimulo utilizado foi PMA. Ao findb experimento foi decidido a utilizacédo de
lise hipoténica e concentracdo de DAF-FM DA de M @ protocolo utilizado esta descrito no

item 4.3 dos Métodos. Os resultados estdo desadtsgcio Resultados.

4. Estimulag&oin vitro de sangue total para estudo da producdao intracelat de citocinas

A relacdo de anticorpos monoclonais e volumeszatilbs para deteccdo de citocinas

estdo contidos na secdo Materiais.

- Padronizacao da condicao de estimulo

Foi feito um teste inicial onde o sangue total dtlizado sem diluicdo e diluido 1:2 e
1:3. Nas diferentes condi¢fes, 0 sangue foi incnils&th estimulo ou com rLPS 100 ng/mL ou
sLPS 100 ng/mL por 6 ou 15 h. So foi possivel dategroducdo de citocina intracelular em
monaocitos e ndo em neutrofilos. Ainda assim, fdedrinado que a melhor condicdo para a

curva de dose-resposta seria em sangue puro pde @s$timulo.

- Dose-resposta

O sangue heparinizado foi distribuido em tubos a@mpileno de 5 mL e receberam
um estimulo (sem estimulo, rLPS ou sLPS nas doseK0d 100; 1000 ng/mL). As amostras
foram incubadas por 30 min em estufa de 5% €Q7°C. Apos a adi¢do de 2 uL de monensina,
que bloqueia a secrec¢ao de citocinas, os tubosfoanogeneizados e incubados por mais 5 h e
30 min. Dado o tempo de incubacao, 100 uL foramsftexidos para tubos de citometria. Foi

feita a lavagem com 2 mL de PBS e centrifugacaddQd X g por 5 min a°€. Em seguida
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foram acrescentados 2 mL de solucdo de lise da"B® incubados durante 10 min em
temperatura ambiente para lise das hemécias. Aptubacao, os tubos foram centrifugados,

0s sobrenadantes descartados e os botdes cehbamaente lavados com 2 mL de PBS.

Para marcacao de superficie, adicionaram-se 5 {LDf6b FITC e 6uL CD14 PerCP e
0s tubos foram incubados por 15 min no escuro empéeatura ambiente. Os botdes celulares
foram lavados com 2 mL de PBS. As células forambadas com 1 mL de tampao de fixacdo
por 20 min a 4C, no escuro, e posteriormente lavadas. Em se@sdamostras receberam
tampao de permeabilizacdo e a0 mesmo tempo oguuE conjugados com PE e APC da

tabela A.1, incubando-as por 30 min no escurdGa 4

Tabela A.1: Painel de anticorpos utilizados em cada tubo @asaio de citocinas intracelulares.

Tubo FITC PE PerCP APC
1 CD66b IL8 CD14 TNFe
2 CD66b IL6 CD14 IL10

* 0s volumes de cada anticorpo encontram-se na ddageriais.

Posteriormente, foram acrescentados aos tubos 2dentamp&do de marcagcdo. As
suspensdes foram centrifugadas e os sobrenadadearihdos. As amostras foram suspensas
em 0,3 mL de tampéo de marcacao.

A deteccdo de citocinas foi realizada em citbmekeofluxo como descrito no item
4.1.5.1.

Como esperado, durante as curvas de dose-resgestaroducdo de citocinas por
monaocitos foram vistos niveis variaveis (dado nastnado), que puderam ser detectadas pela
técnica empregada. Ja a producéo de citocinasepirofilos estimulados por s ou rLPS néo foi
vista. Em outro estudo concomitante em nosso l&irwa empregando como estimulos LPS,
MALP-2 e flagelina, assim como tais estimulos emgéuml (dois a dois em um mesmo tubo) ndo
foi possivel também detectar a producdo de citogion neutréfilos. Assim, com nossa
experiéncia e por nossa técnica de deteccdo, ngodgsivel detectar producéo de citocinas por

neutroéfilos, empregando diferentes estimulos.

5. Separacao de nucleos para leitura em citbmetreedluxo

Para realizacdo da separacdo de nucleos e postetemgdo de p65 e p50 nos mesmos,
foram feitos alguns testes. Utilizamos inicialmeaterotocolo de Nakamosgt al. ", porém,

como o artigo citado nao fazia referéncias sobracceealizar a aquisicdo no citbmetro, nem
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utilizava o anticorpo que adquirimos, tivemos caeef algumas adaptacdes. As principais foram
guiadas pelo trabalho de Garcia-Garcia & Ro§4les

- Separacéo do citoplasma e isolamento dos nucleos:

Os testes aqui descritos foram realizados para CASAN.

Foram feitos testes com protocolos similares ablalemoriet al."’”, com tempo maior
de fixacdo e diferentes formas de guardar as cluites da separacdo do nucleo. Porém, estes
ensaios nao foram conclusivos.

Até que em um ensaio, onde o protocolo de Nakaenati’” foi seguido rigorosamente,
adicionando-se algumas amostras de células intdgraessivel observar a obtencao de nucleos
através de coloracdo com faloidina-FITC (marcaderadtina, que mostra a presenca de
citoplasma) e 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPIl,roador de nucleo). As células integras
separadas foram permeabilizadas e coradas com 5k ulaloidina-FITC diluida 1:250 em
tampdao de permeabilizacéo, por 1 h, seguida defugatzdo a 600 x g por 5 min a 4°C. Depois,
a suspenséo foi centrifugada em citocentrifuga patanfeccdo de lamina. Os nucleos, apos
separacao, foram corados com 50 uL de faloidin&FRliluida 1:250 em tampao de marcacéo, e
apos centrifugacdo foram feitas laminas da susper@&@ando prontas as laminas, foram
adicionados 10 uL de DAPI diluido (1 uL de DAPIuUB de antifade e 6 uL de agua) por
amostra. As laminas foram entdo observadas em soigpo de fluorescéncia e imagens foram
captadas. Foi possivel observar que para os PMbtemgio de nucleos isolados foi possivel,
porém, para CMSP a lise ndo pareceu adequada écteos ndo se encontravam isolados. A
figura 5.31 mostra fotos obtidas neste dia. A terdale aquisi¢cdo no citbmetro, de nacleos nao
marcados, gerou duvida.

Na tentativa de isolar os nucleos de CMSP, foraimod novos ensaios com CMSP e
PMN variando o tempo de fixagdo das células (28, min ou por toda a noite) e de
concentracdo de nonidet P-40 (0,1% ou 0,2%) no damge lise utilizado. Através de
observacdo de laminas coradas com faloidina e RIAEIdo foi possivel concluir que 2min de
fixacdo e 0,1% de nonidet P-40, como descrito rtopplo original, eram os melhores para
PMN, mas 30 min de fixacdo com 0,1% de nonidet &4 melhores para CMSP. E possivel
observar estes dados na figura A.5. Apesar deocestelusdo ter sido tirada, fizemos outros
testes onde ndo eram feitas as laminas por citiftgaicdo, pois a mesma parecia prejudicar a
integridade dos nucleos, mas sim por gotejamentsuspensdo em lamina. Estas amostras
foram coradas com faloidina e 7-AAD (corante de Ddl#fe cora apenas as células mortas ou

ndcleos, pois ndo consegue atravessar a membi@sragiica integra), e posteriormente, quando
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nas laminas, com DAPI. Assim foi possivel contafieiéncia das lises, sendo que a com 0,1%
de detergente foi de 32% nos PMN com 30 min de&igae 94% com 2 min de fixagdo. Em um
novo teste, utilizando maior contagem de eventmsyi$ta que a eficiéncia de 2min de fixacdo
foi de 93%. A figura A.6 mostra neutrofilos vivos, (marcadas apenas com DAPI e faloidina) e

mortas (B, marcadas com DAPI, faloidina e 7-AADIéna de nucleos isolados (C, apenas

marcados com DAPI).

Figura A.5: Fotos tiradas de células integrag € nucleos isolado®(e C) apos marcacao de
actina em verde e DNA em azuh.J Apos o cultivo, as PMN foram lavadas, permeabies e
marcadas com faloidina-FITC. Entdo, foram feitamité@as através de centrifugacdo em
citocentrifuga e coloragcdo com DAPR.Y Os nucleos foram isolados de acordo com o prédoco
descrito na se¢do Métodos (com fixacdo das cghada min) e incubados com faloidina-FITC.
Depois, foram feitas laminas e coloragdo com DA®I) Os nucleos foram isolados de acordo
com o protocolo descrito na secdo Métodos, porém fiwacdo das ceélulas por 30 min, e
incubados com faloidina-FITC. Depois, foram feitaminas e coloracdo com DAPI. Fotos
tiradas por Dr. Ricardo Bertolla, Laboratorio deoRelucdo Humana, UNIFESP.

Figura A.6: Fotos com maior aumento de célula integkae(B) e nucleos isolado<C] apos
marcacdo de actina em verde, DNA em azul (DAPIgenelho (7-AAD). A e B.) Apés o
cultivo, as PMN foram lavadas, permeabilizadas ecatias com faloidina-FITC e 7-AAD.
Laminas foram feitas através de gotejamento deesigdp de células e coloracdo com DAPI. Em
A, pode-se observar um neutrofilo que estava vivononmento da coloracdo por 7-AAD, pois
seu nucleo encontra-se corado apenas de azul (DBMRIB, pode-se observar que o neutrdfilo
estava morto no momento da incubacdo com 7-AADs ponucleo encontra-se corado em
vermelho e azul.§.) Os nucleos foram isolados de acordo com o pradodescrito na secao
Métodos e incubados com faloidina-FITC. Foram &eléaminas e coloragdo com DAPI. Fotos
tiradas pelo Dr. Ricardo Bertolla, Laboratorio depRoducdo Humana, UNIFESP.
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Para melhor visualizacdo do isolamento dos nucleoam feitas algumas laminas para
coloracao por hematoxilina/eosina (figura 5.33).

Foram feitos novos testes para o isolamento deasicle CMSP, porém néo foi possivel
manté-los integros. Entdo, como tais células n&nfoo foco do presente trabalho, foi dado

seguimento utilizando apenas os PMN.

- Marcacéo de p65 e p50 intranuclear

Iniciou-se entdo a estimulacdo dos PMN. Em novasien, foram feitas estimulacdes
com r e sLPS na concentracdo de 100 ng2gélulas, PMA 2 ng/2xf0células ouS. aureus
1,8x16¢ bactéria/2x1®células, por 2 h. Porém, néo foi observado grastienulo em relacdo ao
controle negativo. Entdo, em nova revisdo da tikeaafoi encontrado o trabalho de Garcia-
Garcia & Rosalé®), que descrevia uma lise diferente para neutrgfdasostrava os graficos de
aquisicao, além de permeabilizar o nucleo antegalear a marcacédo. O protocolo a partir de

entdo utilizado encontra-se descrito no item 4$Métodos.
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Abstract

Objective: To compare the biological action of R form andogf LPS in human peripheral
blood neutrophils and monocytddethods: Cell surface receptors modulation, ROS and NO
production were evaluated on monocytes and neutsophwhole blood, and NkB activation
was evaluated in isolated neutrophils by flow cyétry after incubation with R and S-LPS.
Results: A small enhancement of TLR4 expression was obsenmednonocytes with 6 h
stimulation whereas no modulation of TLR2 was seereither cell. Modulation of CD14 on
monocytes was biphasic, with initial increment ime tfirst hour followed by decreased
expression at 6 h. Both LPS increased CD66b express neutrophils. Expression of CD11b
was rapidly up-regulated on monocytes and neuttepyi both LPS, while down regulation of
CXCR2 expression on neutrophils was observed aftédw minutes, lasting for 6 h. S-LPS
effect on neutrophils expression of CD11b, CD66t @XCR2 receptors was a little earlier than
the R-LPS effect. Both LPS induced low productiéiR®S and NO compared to other stimuli,
as well as NReB translocation.Conclusions A complex LPS-induced cell surface receptors
modulation was seen on monocytes and neutrophilbuman blood, with up and down
regulation depending on the receptors evaluatddr Bnd S form LPS have similarly activated
human neutrophils, despite the low expression ofl€ih those cells. While the presence of
LBP and of sCD14 could provide the requirements Sefiorm LPS induction of neutrophils
activity in whole blood, other receptors are ald@ly to be involved in LPS cell signaling in
neutrophils.
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11.1 Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Wersidade Federal de S&o Paulo

Universidade Federal de Sdo Paulo Comité de Etica em Fesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital Sdo Fauio

Sé&o Paulo, 6 de janeiro de 2006.
CEP 1304/05
limo(a). Sr(a).
Pesquisador(a) REINALDO SALOMAO
Co-Investigadores: Natélia Estevam Gomes, Milena K C Brunialti
Disciplina/Departamento: Infectologia/Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Resposta de neutréfilos e mondcitos do sangue periférico ao LPS de
bactérias lisas e rugosas”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo in vitro com células de individuos normais.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: risco minimo, desconforio leve, envolvendo coleta de sangue.
OBJETIVOS: Comparar a acao biolégica de formas R e S de LPS em neutrdfilos e mondécitos do sangue periférico de
humanos. Serdo avaliados: inducdo de MAPKs em mondcitos e neutrofilos de individuos sadios por S-LPS e R-LPS:
a dindmica da expressio dos receptores de mondcitos e granuldcitos em resposta a R-LPS e S-LPS; a produgéo
intracelular de TNF-alfa, IFN-alfa e IL-8 em neutrofilos e monécitos frente aos estimulos de R-LPS e S-LPS.
RESUMO: Seréo coletados , de individuos sadios, 80 mL de sangue em tubo contendo heparina para separacgio de
células mononucleares (CMSP) e polimorfonucleares (PMN) do sangue periférico, para estudos da dinamica dos
receptores e para detecgao de producao intracelular de citocinas. Células mononucleares e polimorfonucleares serfo
separadas em ficoll-paque, e estimuladas in vitro com LPS para estudo de ativagdo de proteinas quinases, por
Western blot. Seré realizado também estimulagéo in vitro de sangue total para estudo da dindmica de receptores. A
imunofenotipagem seré lida em citdbmetro de fluxo. Produgdo intracelular de citocinas seré realizada e determinada
por citometria de fluxo..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo visando avaliar a agdo biologica de formas R e S de LPS em neutrofilos e
monocitos de sangue periférico.

MATERIAL E METODO: Estéo descritos 0s métodos, sendo de dominio do laboratério.

TCLE: Foram atendidas as solicitagdes emitidas pelos relatores. Adequado.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: sem financiamento externo - R$ 29032 40.

CRONOGRAMA: 36 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 01/01/2007 e 27/12/2007.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sio Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds
analise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6érgdos competentes.

il

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sdo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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11.2 Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

RESPOSTA DE NEUTROFILOS E MONOCITOS DO SANGUE PERIFERICO AO LPS DE
BACTERIAS LISAS E RUGOSAS

Pesquisadores responsdveis:
Natilia Estevam Gomes

Reinaldo Salomio

Sepse & uma doenga conhecida como infecgdo generalizada causada por microorganismos
(bactérias, fungos, virus), e pode levar o paciente 4 morte em até 60% dos casos, o que mostra a
importincia de entendermos melhor os mecanismos que podem causé-la.

Existem varias células do corpo humano (por exemplo: mondcitos, neutréfilos)
participando no processo de defesa frente a esses microorganismos invasores, dentre estes
microorganismos destacam-se as bactérias Gram-negativas que apresentam em sua membrana
externa o LPS, cujo efeito fisiopatoldgico assemelha-se com as manifestagdes clinicas da sepse.

Basicamente, os objetivos desse estudo sdo comparar a agdo biologica de formas R e S de
LPS em neutrofilos e mondeitos do sangue periférico de humanos. Para tanto, serdo avaliados:

= A indugio de MAPKs em mondcitos e neutrofilos de individuos sadios por sLPS e
rLPS.

= A dindmica da expressiio dos receptores CD14, CD66b, TLR2, TLR4, CXCR2, CD11b
e CD11c na superficie de mondcitos e granulécitos em resposta a rLPS e sLPS.

= A produgdo intracelular de TNF-a, IFN-a e IL-8 em neutréfilos e mondcitos frente aos
estimulos de rLPS e sLPS.

= A produgio de espécies reativas de oxigénio e de oxido nitrico por mondcitos e

neutrofilos em resposta a sLPS e rLPS.
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+ A translocagio de p50 e p65 para o niicleo de mondcitos e neutrofilos em resposta a

rLPS e sLPS.

COLETA DE SANGUE: serd coletada amostra de 40 mL de sangue em tubo contendo heparina
sédica de voluntérios sadios recrutados via comunicagdio pessoal € a coleta do material seré feita
no Laboratério de Virologia e Imunologia 1 - DIPA.

RISCOS: os riscos sdo minimos € 0 {nico procedimento que pode acarretar algum desconforto
ao participante ¢ a coleta do sangue. A coleta € feita através de uma agulha que penetra em uma
veia do brago. O desconforto pode ser pela dor local da picada e, raramente, pela formag#o de
pequeno hematoma. A coleta serd realizada por profissionais experientes.

POTENCIAIS BENEFICIOS NA PARTICIPACAO DESTE ESTUDO: Nio ha beneficio direto
para o participante desse estudo. Porém, 0s resultados desses exames poderdo ajudar a
compreender 08 mecanismos que causam a infecgdo, podendo assim abrir caminho para novoes
estudos sobre essa doenga, como O organismo humano se defende e por vezes orientar 0
fratamento.

CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo
analisados em cardter estritamente cientifico, mantendo-se a confidencialidade do voluntério a
todo o momento.

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso a0s profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas: Natalia Estevam Gomes que pode ser
encontrada no Laboratério de Virologia ¢ Imunologia L, sito & Rua Pedro de Toledo, 781 - 15°
andar, pelo telefone 5081-5394. Se vocé tiver alguma consideragiio ou davida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 - 1°

andar cj 14. Fone: 5571-1062 — Fone/Fax: 5539-7162.
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Apbs assinar o consentimento, vocé tera total liberdade de retira-lo a qualquer momento e
deixar de participar do estudo se assim o desejar.

Nio hé qualquer 6nus financeiro para o voluntério que participar do estudo. Também ndo
h4 compensacdo financeira relacionada & sua participagio.

Os dados e o material coletado somente serdo utilizados para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li,
descrevendo o estudo “RESPOSTA DE NEUTROFILOS E MONOCITOS DO SANGUE
PERIFERICO AO LPS DE BACTERIAS LISAS E RUGOSAS™,

Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Voluntario

Pesquisador Principal
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11.3 Artigo cientifico

Rough and Smooth LPS-induced expression of cell dace receptors and cell activation in
neutrophils and monocytes in human whole blood

Natélia E. Gomes, Milena K. C. Brunialti, MarialiEe Mendes, Marina Freudenberg, Chris
Galanos, Reinaldo Salomao.

Division of Infectious Diseases
Federal University of Sao Paulo, UNIFESP

Rua Pedro de Toledd 81, 18 andar
04039-032, Sao Paulo, SP, Brazil

Running title: Neutrophils response to R and S-LPS

Abstract

Objective: To compare the biological action of R form andogf LPS in human peripheral
blood neutrophils and monocyteédethods: Cell surface receptors modulation, ROS and NO
production were evaluated on monocytes and neutsophwhole blood, and NkB activation
was evaluated in isolated neutrophils by flow cyetmy after incubation with R and S-LPS.
Results: A small enhancement of TLR4 expression was obseorednonocytes with 6 h
stimulation whereas no modulation of TLR2 was seereither cell. Modulation of CD14 on
monocytes was biphasic, with initial increment ime tfirst hour followed by decreased
expression at 6 h. Both LPS increased CD66b express neutrophils. Expression of CD11b
was rapidly up-regulated on monocytes and neuttejyl both LPS, while down regulation of
CXCR2 expression on neutrophils was observed aftegaw minutes, lasting for 6 h. S-LPS
effect on neutrophils expression of CD11b, CD66th @XCR2 receptors was a little earlier than
the R-LPS effect. Both LPS induced low productiéiR®S and NO compared to other stimuli,
as well as NReB translocation.Conclusions A complex LPS-induced cell surface receptors
modulation was seen on monocytes and neutrophilbuiman blood, with up and down
regulation depending on the receptors evaluateidr Rnd S form LPS have similarly activated
human neutrophils, despite the low expression oflLih those cells. While the presence of
LBP and of sCD14 could provide the requirements Seiorm LPS induction of neutrophils
activity in whole blood, other receptors are alé@ly to be involved in LPS cell signaling in

neutrophils
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Introduction

Interaction of the innate immune system with higbbyserved microbial constituents is
the basis of recognition of pathogens and induedidactivation. Lipopolysaccharide (LPS), one
such constituent, is the major recognition markemmmon to gram-negative bacteria [1-3],
triggering many of the pathogenic effects of thieaeteria, and also inducing protective immune
response [4, 5]. The interaction of LPS with cellsthe innate immune system, such as
neutrophils and monocytes, leads to the formationl aelease of mediators initiating
inflammatory responses [3, 6] that may become tnetswed by an acute pathophysiological
response with the clinical symptoms of septic sH@ef].

LPS consists of a lipid A (responsible for toxicttf/the molecule), a core polysaccharide
and an O-polysaccharide of variable length [1].c@glmorphology (‘smooth’ versus ‘rough’) is
indicative of O-glycosylation status. Microbial iets with long O-polysaccharide chains form
smooth colonies, the most common type of LPS ptesewild type (WT) bacteria, whereas
those that lack an O-polysaccharide chain form nocgjonies - hence the designations smooth
and rough LPS [10]. Furthermore, the core-oligosadde may be present in different degrees
of completion, depending on the class (Ra to Rey)hach the mutant belongs [11]. Notably,
LPS from WT bacteria are always highly heterogesauoixtures of S-form LPS molecules and
contain a varying proportion of R-form moleculeskimg the O-specific chain [11].

Cell activation by LPS is mediated by the Toll-likeceptor 4 (TLR4). For functional
interaction with LPS, TLR4 requires associationhwityeloid differentiation protein 2 (MD-2)
[12]. According to current consensus, activationfbR4 is preceded by the transfer of LPS to
membrane-bound (m) or soluble (s) CD14 by LPS-loiggirotein (LBP) [13-17]. Signalization
by TLRs can occur by two mechanisms: MyD88-depehderd MyD88-independent. The
former induces activation of mitogen-activated pinotkinases (MAPKSs), which belong to three
families: p38, n-Jun N-terminal kinase (JNK) andrasellular regulated kinase 1/2 (ERK 1/2);
and translocation of transcriptional faci® (NF-«B). The MyD88-independent signaling also
activates NFReB, although on a late basis [18]. Both signaling iavolved in burst oxidative and
production of nitric oxide (NO) [19, 20].

Recently it has been shown that R-form LPS couleract with TLR4 without CD14 [11,
21]. Re-form LPS and lipid A, but not S-form LP$¢ @apable of inducing TNF-alpha responses
also in the absence of CD14 [21]. R-form LPS wa®tent activator of mast cells (that lack of
mCD14), while S-form LPS was practically devoid stfimulatory activity [11]. These works
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indicated that the S-form is limited in its activat capacity to cells that express mCD14, while
the R-form can stimulate all cells that expresy dilR4/MD-2.

Human neutrophils, important effector cells of itenanmune response, either lack or
express low amounts of mCD14 on their surfaceit3m®came important to study whether LPS-
induced neutrophil activation differs between S-L&tl R-LPS. In order to achieve this goal,
we evaluated the modulation of cell surface reasptweutrophils oxidative burst and production
of nitric oxide, besides the activation of NB-after incubation with both types of LPS. The cell
surface receptors evaluated included: CXCR2, a @K@mokine receptor; TLR2 and TLR4,
receptors involved in the recognition of bacte@®66b, a selectin with signalization functions,
and CD11b and CD11c, integrins involved in the adire of neutrophils to the endothelium,
besides signalizing to LPS. Monocyte cells areptiary targets for LPS, playing an important
role in the bridge between innate and adaptativaumity, used in the present study to compare

the responses to both LPS forms in a cell exprgssin14.

Materials and Methods

Reagents

S-form Salmonella abortus equi and R-form LPS fronSalmonella minnesota mutants (R595
(Re)), were extracted as previously described 220,

Monoclonal antibodies used were the following: Cbéiorescein isothiocyanate (FITC),
clone G1OF5; CD214-peridinin-chlorophyll-protein  (E®), clone M8P9; CD11b-
allophycocyanin (APC), clone D12; CD11c-APC, cl@#ICL-3; CD15-APC, clone HI98 and
CXCR2-APC, clone 6C6 obtained from BD Bioscienc8an Jose, California, USA). TLR2-
phicoeritrin (PE), clone TL2.1 and TLR4-PE, clon@Al25 obtained from eBioscience (San
Diego, California, USA). p50-PE, clone sc-8414 ab&-PE, clone sc-8008 obtained from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, USA).

Healthy Volunteers

The study was approved by the University Ethics @uttee. Written informed consent was
provided by volunteers. Blood samples from 21 vtdars were used in different experiments
(mean age, 28+ 7 years; 38% men).
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Cell surface receptors expression in whole blooggponse to R or S-LPS

Expression of cell surface receptors on monocytes reeutrophils was performed in whole
blood, as previously described [23, 24]. Brieflyhole heparinized blood was incubated with
either R form or S form LPS in polypropylene, deerround-bottom tubes at 37°C with 5% £0
with different concentrations of stimuli for dosssponse and during different periods of time for
kinetics assays. Following incubation, one-hundrecroliters of whole blood were added 2mL
PBS and centrifuged at 2500g for 5 min at 4°C. iAfiepernatants were discarded, cells were
incubated with 2mL lysis solution (FACS lysing stodun, BD Bioscience) for 15 min in the dark
at room temperature, so red blood cells were reptuiollowed by centrifugation. Supernatants
were discarded and 2mL PBS was added to eachfullwayed by centrifugation. Then, pellets
were incubated with fluorochrome-conjugated moneal@antibodies for surface staining for 15
min in the dark at room temperature. Cells weramsthwith 6uL CD14-PerCP and 5uL CD66b-
FITC, so monocytes and neutrophils could be ideatjfrespectively. For kinetics, the tubes
were also stained with 20 uL TLR4-PE and 2uL CDARE (tube 1); 20 uL TLR2-PE and 2uL
CD11c-APC (tube 2); or 2uL CXCR2-APC (tube 3). Dossponse assay was performed with
CD11b-APC. Two milliliters of PBS was added to edclbe, followed by centrifugation.
Supernatants were discarded, and cells were resisgpen 0.3 mL PBS 1% sodium azide
(Sigma, St Louis, Missouri, USA).

Events Acquisition and Analyses was performed usiegCellQuest software (BD Bioscience)
in a FACSCalibur 4-color flow cytometer (BD Biose). Monocyte analyses were carried out
by using forward and side scatter parameters cagdbwvith CD14-positive and CD66b-negative
stained cells, neutrophils analyses were perforomedg forward and side scatter parameters
combined with CD66b-positive and CD14-negative n&di cells. The surface receptor
expression was measured as the geometric meaesherce intensity (GMFI).

Analysis of oxidative burst in whole blood afteinstlation with R or S-LPS

Oxidative burst was quantified by measuring thedation of 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA, Sigma) in whole blood [25, 26]. Tubes taining 100 uL of whole blood, stimuli,

200 uL of 0,3mM DCFH-DA and PBS to complete 1mL gvercubated in a 37°C shaking water
bath during 30 min. Thereafter, 2mL of 3mM EDTAdRia) was added to each tube followed
by centrifugation (at 250g for 5 min at 4°C). Hypoic lyses in saline (0.2% and 1.6%, Merck,

Frankfurter, Darmstadt, Germany) were performedofatéd by centrifugation. Finally, the
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supernatant was discarded and the pellets weramestaivith 5uL CD14-PerCP. After
centrifugation, the pellets were suspended in 0.3RBS to flow cytometric analysis.
Neutrophils in whole blood were characterized lesscatter and forward scatter parameters
and negativity for CD14 and monocytes by side scadhd forward scatter parameters and
positively staining for CD14. ROS generation wasveh in histograms and expressed as the
GMFI.

Analysis of nitric oxide production in whole bloafter stimulation with R or S-LPS

NO production was quantified by measuring the axistaof 4-amino-5-methylamino- 2',7'-
difluorofluorescein diacetate (DAF-FM DA, Invitroge Carlsbad, California, USA) in whole
blood, modified from Zelnickova et dl27]. Tubes containing 80 uL of whole blood, stimul
24uL of 0.05mM DAF-FM DA and PBS to complete 120 were incubated in a 37°C shaking
water bath during 30 min. Thereafter, 2mL PBS wasled to each tube followed by
centrifugation (at 2509 for 5 min at 4°C). Hypototyses in saline were performed followed by
centrifugation. Finally, the supernatant was didedrand 5uL CD14-PE and 5uL CD15-APC
were added in the pellets. The samples were inedhatthe dark at room temperature for 15
min. After centrifugation, the pellets were suspahth 0.3mL PBS to flow cytometric analysis.
Neutrophils in whole blood were characterized byesand forward scatter parameters and
positively staining for CD15 and monocytes by sigled forward scatter parameters and
positively staining for CD14. NOS generation waswh in histograms and expressed as the
GMFI.

Analysis of NFxB subunits p50 and p65 translocation to nucleusr afeutrophils stimulation
with R or S-LPS

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from angpzed blood were excluded by the
ficoll density gradient method (ficoll-paque plusimersham Bioscience GE Healthcare,
Uppsala, Sweden). Neutrophils (PMN) were furthaifad by phosphate-buffered saline (PBS)
3% dextran (Amersham), erythrocytes were lysed Witpotonic saline solution and the cells
were suspended in RPMI 1640 medium (Sigma) suppltedewith 5% human AB serum
(valley Biomedical, Inc., Winchester, Virginia, U$A10 IU/mL penicillin, 10 2g/mL

streptomycin (Gibco, Gaithersburg, Maryland, USapd 200 mM L-glutamine (Sigma). The

cells viability and count were made with trypan ébludye (Sigma) using a hemocytometer
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chamber. Cytospin and Giemsa staining revealed%®7pdrity for PBMC and 94.5% for
neutrophils.

Nuclear binding of NReB was quantified by flow cytometry based on the hndtof Nakamori

et al. [28] and Garcia-Garcia & Rosales [29]. ByiePMNs were isolated as described above
and 2x16 PMNs were prepared for each analysis, stimulatetbbwith 100ng/2x1%ells R or
S-LPS during 30 min. Cells were fixed by adding 2niBS 1% paraformaldehyde
(Polysciences, Inc., Warrington, Pennsylvania, USAYl 2mL PBS was added quickly after
2min and the preparation was centrifuged at 600¢hfmin at 4°C. Samples were washed in
2mL PBS and centrifuged. The supernatants wereanied, and cells were washed in 3mL
citrate buffer (pH 7.6; 250mmol/L sucrose (Sigm&)mmol/L trisodium citrate (Sigma), 5%
dimethylsulfoxide (Calbiochem, San Diego, CalifanlUSA). After centrifugation, the fixed
PMN pellet was obtained. To lyse the cytosol, ce#se treated with 100 uL lysing buffer (pH
7.6; 3.4mmol/L trisodium citrate; 0.1% Nonidet P-@iCN Biomedicals, Irvine California,
USA), 0.2% trypsin (Sigma), 1.5 mmol/L sperminerdehloride (Sigma), 0.5 mmol/L Tris
(Invitrogen)) for 10 min at 32°C. Trypsin inhibitdix (80 uL, Sigma) was added to stop the
proteolysis, and PBS 4% paraformaldehyde (2mL) added to fix the nuclei for 20 min. After
centrifugation at 800g for 10 min at 4°C, the sup&gint was discarded. The nuclear pellet was
then permeabilized with 100 uL of 0.1% triton X-1(&gma) in PBS 4% paraformaldehyde for
10 min. Then, 2mL PBS was added and the samples eetrifuged. The nuclear pellets were
washed in 2mL wash buffer (PBS containing 0.5% bewserum albumin and 0.05% Tween-20
(Invitrogen) to block nonspecific binding. Ten mibiters of anti-p65 or anti-p50/1xi@ells and
5uL of 7-AAD (BD Biosciences) were added. After B incubation at room temperature, the
nuclei were washed in 2mL wash buffer. After cdagration, supernatants were discarded and
the pellet suspended in 0.3mL PBS 1% paraformaldkehiyp flow cytometric analysis. The
nuclei acquisition was similar to cells acquisitiovith 10,000 events being acquired combining
nuclei morphology and positivity for 7-AAD. NiB p50 and p65 translocation were analyzed on
histograms and the results expressed as to tloeofatiP S-stimulated cells and control.

Nucleus isolation was confirmed by using fluoreseritroscopy and HE staining.

Statistical Analysis

Results were presented as means and comparedanmsityges of variance (ANOVA) and
the Post Hoc Tukey honestly significant differerfeiSD) test. The software used was SPSS
13.0 for Windows (Chicago, lllinois, USA).
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Results

1. LPS-induced modulation on cell surface recepamession in whole blood

1.1 Surface receptors on monocytes

An R and S-LPS 100ng/mL dose was used for kinetitscell surface receptors
expression based on dose response assays (figukenBak modulation of TLR4 expression by
R or S-LPS was found on monocytes after 6 h (p=8).68ure 2A). However, TLR2 expression
was not modulated by either form of LPS during 24timulation (data not shown). CD14
expression on monocytes showed LPS-induced modnlati a biphasic manner (figure 2B).
There is a difference among control, R-LPS and S-lgPoups after 15, 30 and 360 min
(p=0.034; p=0.050 e p<0.001; respectively). Post Hoalysis showed that the difference seen
with 15 min was between control and S-LPS (p=0.0&1h 30 min between control and R-LPS
(p=0.059) and with 360 min between control and ®thPS (p<0.001) and S-LPS (p<0.001).
An increase of around 30% of CD14 expression wasdaat initial times, followed by a 40%
decrease after 6 h of stimulation. Kinetics withder times of stimulation (6 h, 10h, and 24 h)
showed persistently decreased CD14 expression fidashown).

Expression of CD11b was enhanced in monocytefl ammas studied (p<0.001 with 15,
30, 60 and 180 min and p=0.002 with 360 min), waitk-fold increase following 5 min and a 4-
fold increase following 6 h incubation in stimuldtenonocytes when compared with controls
(figure 2C). It can be noticed that both R and Slaet in a similar manner. R and S form LPS-
induced CD11c expression on monocytes reached atcstital significance compared with
controls (figura 2D).

1.2 Surface receptors in neutrophils

TLR4 expression was not modulated by R or S-LP$%a(dat shown), even when cells
were stimulated for a longer time (10 and 24 hadait shown). This was also true for TLR2
expression (data not shown).

CD14 surface expression on neutrophils is widetjuced as compared with monocytes
(GMFI around 30 in neutrophils compared to higheaant 120 in monocytes). So, neutrophils
have little expression or do not express CD14 air thurface, and its expression was not
modulated by either R or S-LPS (data not shown).
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Modulation by R and S-LPS of CXCR2 expression entrophils was negative (figure
3A), reaching around 50% reduction following 6 leubation. The difference can be observed
from 15 min to 6 h (p=0.028, p=0.023, p=0.006, Q. and p<0.001, with 15, 30, 60, 180 e
360 min, respectively). S-LPS seems to have aneeaffect (p=0.026, p=0.023, p=0.008,
p=0.003, p<0.001, following 15 to 360 min of inctiba), while R-LPS was significantly
different from control after 60 min (p=0.020, p=03) p<0.001;following 60, 180 and 360 min,

respectively).

CD66b expression on neutrophils was up regulaedRband S-LPS, with statistical
significance after 180 and 360 min of incubatiorq®28 and p=0.006, respectively). This
expression was 2-fold higher after 180 min and I8-&fter 360 min in stimulated neutrophils
when compared with controls. S-LPS seems to havesaaher effect in inducing CD66b
expression, as shown in figure 3B. CD66b expressioistimulated cells remained elevated in
relation to controls after longer incubation pesd@O and 24 h, data not shown).

CD11b expression on neutrophils was up regulafegt 45 min of incubation with
stimuli, when its expression was 2-fold higher camnga with control (figure 3C). The
expression continued high, and it was 4-fold coragawith controls in 3 and 6 h (p=0.003 and
p=0.002 with 15 and 30 min, p<0.001 with 180 and 36in). LPS-induced up-regulation
persisted after 10 and 24 h of stimuli (data nawst). When Tukey’s test was performed, both
LPS forms showed activity - S-LPS (p=0.002, p=0,q%20.001, p<0.001, p<0.001 with 15, 30,
60, 180 and 360 min) and R-LPS (p=0.028, p<0.080,@01, p<0.001 with 30, 60, 180 and 360
min) — with the S form presenting a little earlastivation (15 min) and both inducing similar
expression after 180 min (Figure3C). CD11c expogssias smaller than CD11b expression on

neutrophils, and its up-regulation by stimuli readmo significance (figure 3D).

2. ROS production by monocytes and neutrophilshole blood

A dose response curve of ROS production by momrscghd neutrophils in whole blood
was generated with crescent doses of R and S-LBP8epicted in figure 4, an increment of ROS
production was seen in monocytes (figure 4A) andtnophils (figure 4B) with increasing
amounts of LPS.

3. NO production by monocytes and neutrophils imMtblood

NO production by monocytes and neutrophils in whblood was performed with
100ng/mL R-LPS or S-LPS stimuli for 30 min. An enbad NO production was seen in
monocytes (figure 5A) (p=0.019), and Post Hoc asedyshowed a difference between control
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and R-LPS (p=0.042) and control and S-LPS (p=0.02%) LPS-induction was seen in
neutrophils (figure 5.B).

4. LPS-induced NkB mobilization in isolated neutrophils

The translocation of p50 and p65, - subunits, to nuclei was measured in isolated
nuclei from neutrophils after stimulation with 1@DR-LPS or S-LPS/2xf0cells for 30 min.
p50 and p65 translocation was induced by both IdP®d, yet significance was reached only for
p50 after 30 min between control and S-LPS (fidgire

Discussion

Recent papers have pointed out that the LPS magetricellular signaling via TLR4,
dependent or independent of CD14. While the S foR8 signaling was restricted to TLR4 and
CD14, the R form LPS was demonstrated to signdl bzt a dependent and independent CD14
pathway. Since many host cells lack CD14 on thaifase, R form LPS from mutant bacteria or
its contents in S form LPS mixtures from smoothtéaa would represent a bacterial compound
with a much wider biological activity. Considerintpe discrepant CD14 expression on
monocytes and neutrophils we evaluated whether hiB&ctivity would differ between both
LPS forms in those cells. Our results show thidr® and R form LPS induce similar responses
in human neutrophils.

Furthermore, we were interested in evaluating tR&-induced modulation of a wide
range of cell surface receptors on human monocgtes neutrophils, involved in bacterial
recognition, chemotaxis, and cell to cell interaiesi, in whole blood, thus preserving the micro-
environment ofn vivo LPS and cell interactions.

CD14 modulation on monocytes was biphasic, wittiahincrease by both LPS by 30
min, returning to baseline expression and decraapesterior times. Some authors have shown
different CD14 modulations, such as unaltered nespaf PBMC after S-LPS during 120 min
[30], biphasic pattern in PBMC cells with reducedression after 3 and 6 h of incubation,
similar to our results, followed by a sharp inceed24 and 44 h) [31], while others have
described a positive modulation of CD14 on wholsoldl monocytes with incubation during 4 h
[32]. We observed that both LPS forms induced thmes pattern of CD14 modulation on
monocytes. Since CD14 is one of the main LPS recgpin the cells surface, our data and
further ones previously published indicate that Idd8 modulate its own response in those cells.

On the other hand, we found either low or no CD4gression on neutrophils and that such is no
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different upon the presence of LPS, which is na@oasensus in the literature. Some authors
claim CD14 to be present in PMN, however, in a $ggnamount than in monocytes [33]. Within
the same context, some showed positive modulafi&@bDd 4 expression on neutrophils by LPS
[34-37], while others showed no such effect [38].

Previous data are contradictory about TLR4 modutatty LPS. Our data show that
TLR4 expression was modulated only by R-LPS in @&hhmonocytes, without any modulation
on neutrophils. Kurt-Jones et al. [33] showed redu€LR4 expression on isolated monocytes
after 2h of S-LPS stimulus, and either not seesmaller expression on isolated neutrophils.
Husebye et al. [39] showed down-regulation of TLd®isolated monocytes during initial times

of incubation with S-LPS, accompanied by formatidendosom similar structures.

Our data revealed CXCR2 reduction on neutrophilerafcubation with both LPS, a
finding previously shown by other authors in resgoito S-LPS [40, 41]. Both R and S-forms
LPS have similar action, but S-LPS seems to haveaaler effect. The reduction of CXCR2
expression may be a tentative by the host to linfliammation, but Sabroe et al. [42] showed

that even reduced, the receptors were still funefio

Both LPS forms induced great expression of CD66bhenneutrophils surface, with the
S-form inducing a little earlier. The modulationtbfs selectin is important for the adhesion of
those cells to the endothelium, and then for thegration to the tissues. We found no further
studies that saw modulation of this receptor onrhatrophils surface by LPS. The positive
modulation shows that the neutrophils, when aadty LPS, can migrate to the tissues, where
they play a role in innate immunity. As known, asibe is mediated also b§2 integrins
(composed of CD18 and CD11 (a, b or ¢)) [42]. Wantb CD11b expression to be up-regulated
by both LPS forms on monocytes and neutrophils, again S-LPS seems to have an earlier
action. Haugen et al. [43], using S-LPS (100ng/ndynd an initial CD11b increase for nearly 1
h followed by a decrease after 6 h in monocytesrendrophils, but our results show that in 6 h
the expression is still up regulated. Zhou et4d] [suggested that LPS can amplify its response
because of CD11b. Interesting is the fact thatdessplaying a role in migration, CD11b/CD18
had already been suggested as an LPS receptornmsarhumacrophages [45], and recently
CD11b/CD18 was found not to be necessary for LRBaad responses, but that it plays a
significant role in the optimal response [46]. Aartsient association between CD14 and
CD11b/CD18 was reported in neutrophils after LR®dation [47].

CD11c is more expressed on monocytes and playspariant role in various adhesive
process [48]. In neutrophils, CD11c plays a minoler Our data show up-regulation on



128

Apéndices

monocytes and neutrophils surfaces by both LPSnbudifference in statistics could be seen.
Haughen et al. [43] showed maximum CD11c expressibter 6 h incubation with S-LPS,
followed by a decrease.

Altogether, following LPS stimulation in whole bldave found a decreased expression
of CXCR2, the chemokines receptor, and increasetil®xnd CD66b expression, which play a
leading role in adhesion and migration of leukosyiterough the endothelium, on neutrophils.
On monocytes a transient increase, followed byeadesmd expression of CD14 was observed in
parallel with increased expression of CD11b. Inhboells only a minor modulation was
observed in TLR2 and TLR4 receptors. The enhanceexpression of CD11b and CD14 on
monocytes might indicate an up-regulation of reczigg and signaling receptors in the initial
response to LPS, while the decreased CD14 andettseésfently increased expression of CD11b
might privilege adhesion properties. The enhancepression of CD66b and CD11b on
neutrophils also seems to indicate an enhancedcitapaf migration and adhesion, which

somehow contrasts with the decreased expressiGXGR2.

The present findings of LPS-induced cell surfacelotation on monocytes are similar to
our previous results in septic patients [23], wken found no difference on monocyte TLR2,
TLR4 and CD11c expression among patients with se@sd healthy volunteers, and found a
reduction on CD14 and up-regulation of CD11b exgiesin septic patients. In the same set of
patients we found up-regulation of CD66 expressiad a trend towards down regulation of
TLR2 on neutrophils [24], while no modulation waes on CD11b and CD11c, thus contrasting
with the in vitro LPS-response. Our ex-vivo studgswperformed in whole blood, thus providing
the micro-environment of LPS-cell interaction irvei However, an ex-vivo experiment is far
less complex than the in vivo response, and mighs important interaction with other cells or
mediators produced by them. Moreover, in cliniegdsss blood samples are collected based on
clinical manifestations and the time lag betwesefedtious insult and sampling might not be

uniform in different individuals.

Other responses can be elicited by LPS, such asdR@8!O generation and intracellular
protein activation. Despite the good results olgdimvith monocytes and neutrophils in dose
response assays, ROS production by LPS was notstamisin all experiments and it is not a
consensus in the literature. Myhre et al. [49] ssgd that DCFH is sensible to oxidation by
ONOQ, H,O, (in combination with cellular peroxidases), pedases and hidroxil, while it is
not good to measure NO, HOCI or superoxide in lgiclal systems. They suggest that various
methods should be used for identification of ROfwutet et al. [50] showed that LPS from

Salmonella enterica senovar induced little oxidative burst, while Munaka et @1] showed
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production of superoxide by LPS from. coli. Ruchaud-Sparagano et al. [53] showed
superoxide production by neutrophils in responseRtoand S-LPS with 15 or 30 min.
Interestingly, Kapp et al. [52], using lucigeninp@@dent chemiluminescence for the detection of
oxygen radicals showed that only R-LPS was capaiderobust neutrophils activation. We may
have missed this activity by the method of detectised, and found a weak and similar ROS
generation with R and S-LPS by DCFH oxidation.

R and S-LPS induced NO production by monocytes &femin of stimulation, while no
detection was seen in neutrophils in whole blootinkKKet al. [54] saw no stimulation of
neutrophils production by S, Ra or Re-form LPS iy dose or time used., as our results. The
low LPS-induced production of NO in these experitaemight reflect the difficulties in
detecting NO activity in human cells since LPS e @f the main inducers of NO synthase in
inflammatory cells [55].

Translocation of p50 and p65 to nuclei was seethénfirst 30 min, in agreement with
other authors [56-58]. TLR4 response is greatlyedelent on the NEB activation, and it leads
to cytokine [59], NO and ROS production [60]. It important to have in mind that post-
transcriptional regulation does exist and thaart mvolve NikB and ROS [59].

Overall, our results fail to support our initial gothesis that R-form LPS could induce
stronger human neutrophils activity than S-form LRSstead, regarding LPS modulated
expression of cell surface receptors we saw an eadrer activation by S-LPS. The experiments
were performed in whole blood, so plasma protemddplay a role in LPS-cell interaction and
induced activity. The presence of LBP as well as©Db14 in whole blood could provide the
requirements for S-form LPS induction of neutrophaktivity. In this context, the presence of
low amounts of mCD14 on neutrophils would suffice €ell signaling. The up-regulation of
CD11b on neutrophils, observed during the first utes of LPS incubation, in concert with
CD14 and TLR expression, even at low levels, cal&b play a role in optimizing the LPS
sensing by neutrophils, as demonstrated by Petalaia murine macrophages.(Perera... Vogel,
2001). These conditions differ from the experimeotze in which bone-marrow derived mast
cells, which lack CD14, responded to R-LPS andte@-LPS. Even these cells, however, could
be activated by S-forms in the presence of higlceontration of sCD14 (Huber, Marina, Chris
2006). Additionally, it may also be considered thBS may signal through other cell receptors,
such as CD11¢/CD18 (Ingals and Golenbock 1995) aselectin (Malhotra et al 1996).

In conclusion, our work present a comprehensive-icl8ced cell surface receptors

modulation on monocytes and neutrophils in humabnlevblood, with up and down regulation
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depending on the receptors. Also, we found a simésponse to R and S-type LPS chemotypes

in neutrophils, despite the low expression of Cirlthese cells.
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Figure 1: Dose responses curvés.CD11b on monocytes surface in response to difteteses

of R or S-LPS (0, 1, 10, 100 or 1000 ng/mL) durd@gminutes. Monocytes were gated based on
forward and side scatter parameters and positieityCD14 staining. The cell surface receptor
expression is measured as GMFI and presented aa @& standard error for each time point.
B. CD11b on neutrophils surface in response to dffedoses of R or S-LPS (0, 1, 10, 100 or
1000 ng/mL) during 30 minutes. Neutrophils wereedabased on forward and side scatter
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parameters and positivity for CD66b staining. Tle# surface receptor expression is measured

as GMFI and presented as media and standard erreath time point. Results obtained from 4

individuals,
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Figure 2: Receptors surface expression on monocytes in whioled after incubation with
medium (control) or 100ng/mL of rLPS and sLPSC.D Monocytes were gated based on
forward and side scatter parameters and positfoityCD14 staining. The cell surface receptor
expression is measured as geometric mean fluoresaetensity (GMFI) and presented as media
and standard error for each time poiBt. Monocytes were gated based on forward and side
scatter parameters and CD14 represented as tlbeofaGD14 expression between stimulated
cells and controlsA. TLR4 expression, results obtained from 4 indialduB. CD14 expression,
results obtained from 10 healthy volunteers arevsh&. CD11b expression, results obtained

from 5 individuals; and. CD11c expression, results obtained from 4 indiald. *p<0.05 in

comparison among groups (ANOVA).
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Figure 3: Receptors surface expression on neutrophils mitebation with medium (control) or
100ng/mL of R-LPS and S-LP3\.C.D Neutrophils were gated based on forward and side
scatter parameters and positivity for CD66b stgnifihe cell surface receptor expression is

measured as GMFI and presented as media and dasrdar for each time poinB. Neutrophils

were gated based on forward and side scatter ptaesrand CD66b expression is measured as

geometric mean fluorescence intensity (GMFI) anesented as media and standard error for

each time point.A. CXCR2 expression, results obtained from 6 indigiduB. CDG66b

expression, results obtained from 9 individu&s.CD11b expression, results obtained from 4

individuals.D. CD11c expression, results obtained from 4 indigldu*p<0.05 in comparison
among groups (ANOVA), #0.05 when compared rLPS and controls (Tukey’s Piogt) and

<4p<0.05 when compared sLPS and controls (Tukey’'s Ros}.
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Figure 5: NO production by monocytes and neutrophils afbeubation with medium (control)
or 100ng/mL of rLPS and sLPS during 30 mi. Monocytes were gated based on forward and
side scatter parameters and positivity for CD14nstg. The NO production is measured as
geometric mean of fluorescence intensity (GMFI)behzotriazolic derivate and presented as
media and standard error for each stimulus. Resbligined from 7 individuald. Neutrophils
were gated based on forward and side scatter pteesrend posivity for CD15 staining. The
NO production is measured as GMFI and presentethedia and standard error for each

concentration. Results obtained from 7 individuals.
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Figure 6: p50 and p65 translocation to neutrophils nucleraihcubation during 30 min with
medium (control) or 100ng of rLPS or sLPS/2%&6lls. Neutrophils were isolated from whole
blood, nuclei were isolated and stained with 7-AABd p65 or p50 as described in Methods.
The p50 A.) and p65 B.) translocation are represented as the ratio of @5p65 between
stimulated cells and controls. Data is presentethedia and standard error for each stimulus.

Data obtained from 3 individuals.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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