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Doencas de hemoélise elevada ou dano celular extensivo levam a altos niveis de heme
livre e inflamacdo. O heme induz estresse oxidativo e tem diversas propriedades pro-
inflamatorias. Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais o heme ativa
neutrdéfilos, causando inflamacao, nao sao completamente entendidos. Considerando
que o heme induz a migracao de neutrofilos, nos hipotetizamos que o heme tem um
efeito quimiotatico direto sobre este leucécito através da ativacao de uma proteina
G inibitoria. Nos mostramos que, similar ao heme, diversos analogos foram capazes
de induzir a migracao de neutroéfilos in vitro e in vivo. As mesoporfirinas, moléculas
gue nado tém os grupamentos vinil em suas estruturas, ndao foram quimiotaticas para
neutréfilos e seletivamente inibiram a migracao induzida por heme. Além disso, a
migracao de neutréfilos induzida por heme foi abolida pelo pré-tratamento com
toxina pertussis, um inibidor da proteina Gai, ou com inibidores de PI3K, PLC-B,
MAPK e Rho quinase. A inducdao de espécies reativas de oxigénio pelo heme foi
dependente de proteina Gai, PI3K e parcialmente dependente de PLC-B, PKC, MAPK
e Rho quinase. A analise de sequéncia dos receptores BLT1 e BLT2 revelou a presenca
do motivo ligador de heme (CXXCH) e a migracao e a geracao de ROS induzidas por
heme foram dependentes desses receptores. Por outro lado, a migracao de
neutréfilos por heme depende da secrecao de LTB,, uma vez que a inibicao da
enzima 5-LO inibe parcialmente a migracao. Juntos, estes resultados indicam que o
heme ativa neutrofilos através de vias de sinalizacdo caracteristicas de moléculas
quimioatraentes e sugere que as mesoporfirinas podem ser (teis no tratamento das
conseqiiéncias inflamatorias de desordens hemorragicas e hemoliticas.

Palavras-Chave: Inflamacao; Heme; Neutrofilo; Receptor quimiotatico; Migracao
celular; Espécies reativas de oxigénio; Vias de sinalizacao.

Rio de Janeiro
Maio de 2009



Barbara Nery Porto

Mecanismos moleculares da inflamacao induzida por heme: implicacdes em
desordens hemoliticas

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Torres Bozza

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduacao em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gobes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

Hemolysis or extensive cell damage can lead to high concentrations of free heme,
causing oxidative stress and inflammation. Considering that heme induces neutrophil
chemotaxis, we hypothesize that heme activates a G protein-coupled receptor. Here
we show that similar to heme, several heme analogs were able to induce neutrophil
migration in vitro and in vivo. Mesoporphyrins, molecules lacking the vinyl groups in
their rings, were not chemotactic to neutophils and selectively inhibited heme-
induced migration. Moreover, migration of neutrophils induced by heme was
abolished by pretreatment with pertussis toxin, an inhibitor of Ga inhibitory protein,
and with inhibitors of phosphoinositide 3-kinase, phospholipase C-B, mitogen-
activated protein kinases, or Rho kinase. The induction of reactive oxygen species by
heme was dependent of Ga inhibitory protein and phosphoinositide 3-kinase, and
partially dependent of phospholipase C-B, protein kinase C, mitogen-activated
protein kinases, and Rho kinase. BLT1 and BLT2 sequence analysis revealed the
presence of the heme binding motif (CXXCH), and heme-induced neutrohil migration
and ROS production were dependent on these receptors. On the other hand, heme-
induced neutrophil migration is dependent on the generation of LTB,4, since the
inhibition of 5-LO partially inhibits the migration. Together, our results indicate that
heme activates neutrophils through signaling pathways that are characteristic of
chemoattractant molecules and suggest that mesoporphyrins might prove valuable in
the treatment of the inflammatory consequences of hemorrhagic and hemolytic
disorders.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Resposta Inflamatoria

A resposta imune inata participa de forma decisiva tanto da resposta do
hospedeiro a infeccoes, quanto de processos fisioldgicos fundamentais, como
o remodelamento tecidual durante o desenvolvimento e apds dano tecidual ou
na retirada de células senescentes e apoptoéticas. Os mecanismos moleculares
envolvidos nestes processos se confundem com os da resposta inflamatoria e
sao objetos de intensas investigacoes. O desenvolvimento de respostas imunes
e inflamatorias envolve a migracdo de leucocitos do sangue para o tecido-
alvo, onde eles exercem suas funcoes efetoras (Vicente-Manzanares and
Sanchez-Madrid 2004). Células imunes, incluindo monocitos, linfocitos e
neutrofilos, migram através de mecanismos seqlenciais similares, mas
diferem nas suas respostas a sinais quimiotaticos e inflamatorios,
particularmente na expressao qualitativa e quantitativa de moléculas de
adesao (Wagner and Roth 2000). Na resposta inflamatoéria aguda, os primeiros
leucocitos que se acumulam no sitio de injuria sao os neutroéfilos (de 4 a 12
horas apos o estimulo) e sao substituidos por eosinofilos e/ou macrofagos (de
24 a 48 horas), dependendo do tipo de inflamacao (Ali, Haribabu et al. 1997).

Os neutrofilos atingem os sitios inflamatoérios, como outros leucécitos,
migrando através da parede das vénulas de pequeno calibre, cujas células
endoteliais expressam moléculas de adesao complementares as que sao
expressas na superficie destes leucdcitos (as principais classes envolvidas sao
as selectinas e as integrinas). Os estimulos inflamatorios liberados por
leucocitos e células endoteliais iniciam o processo de adesao, aumentando a
exteriorizacdao de P-selectina, que é armazenada em forma inativa nos
corpUsculos de Weibel-Palade dentro das células endoteliais. A interacao
entre P-selectina na superficie das células endoteliais e Ligante 1 de P-
Selectina (PSGL-1) na superficie dos neutréfilos promove o rolamento destas

células sobre o endotélio de vasos sangiiineos nos sitios inflamatorios. A



expressao adicional de outras moléculas de adesao na superficie das células
endoteliais, como ICAM-1 e a interacao desta com integrinas na superficie dos
neutrofilos, Mac-1 e antigeno associado a funcao de linfécitos (LFA)-1, sao
necessarias para a adesao firme e a migracao transendotelial (Wagner and
Roth 2000); (Muller 2003). Além disso, a migracao através do endotélio requer
um aumento transitorio no nivel de calcio intracelular nas células endoteliais.
Este aumento de calcio livre intracelular ativa uma quinase de cadeia leve de
miosina (MLCK), a qual fosforila a miosina Il. Isto induz a retracao das células
endoteliais, permitindo a passagem dos neutrofilos. Dentre os fatores que
podem disparar o aumento na concentracao intracelular de calcio nas células
endoteliais, estdo algumas proteinas cationicas liberadas por neutroéfilos
estimulados, tais como a azurocidina (também conhecida como CAP37 -
“Cationic Antimicrobial Protein” ou HBP - “Heparin Binding Protein”) (Pettit
and Fay 1998); (Muller 2003); (Edens and Parkos 2003). Uma vez no tecido, os
neutrofilos migram em direcao ao sitio de injdria por quimiotaxia. Esta
migracdo direcionada dos neutréfilos € governada por sinais extracelulares,
como gradientes quimiotaticos (que podem ser solUveis, exibidos na matriz
extracelular, ou apresentados na superficie de outras células), (Vicente-
Manzanares and Sanchez-Madrid 2004); (van Buul and Hordijk 2004).

1.2. A Resposta Inflamatéria durante as Infeccoes

O disparo da resposta inflamatoéria € um fator crucial durante um
processo infeccioso. A deteccao inicial de agentes microbianos depende de
receptores  especializados, que reconhecem moléculas expressas
exclusivamente por microrganismos. Em animais, a deteccao de agentes
microbianos € mediada pelo reconhecimento de padroes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) por receptores de reconhecimento de padrao
(PRRs). A estrutura de cada PAMP ¢é altamente conservada e invariante em
microrganismos da mesma classe; assim, os animais podem reconhecer a
maioria dos microrganismos utilizando um ndmero limitado de PRRs (Inohara

and Nunez 2003). Os receptores Toll (TLR - Toll-like receptors) estao



envolvidos no reconhecimento de componentes microbianos, como
lipopolissacarideo (LPS), lipoproteinas, flagelina e DNA nao-metilado. Além
disso, os TLR reconhecem ligantes enddgenos induzidos durante a resposta
inflamatoéria (Akira and Takeda 2004). O reconhecimento intracelular de
certos patogenos parece envolver uma familia de proteinas chamada NOD
(nucleotide-binding oligomerization domain), a qual inclui NOD1 e NOD2 -
proteinas que reconhecem o peptidoglicano (PGN) bacteriano no citoplasma
(Inohara and Nufez 2003); (Akira and Takeda 2004).

Os membros da familia TLR sdao expressos diferencialmente entre as
células imunes e parecem responder a estimulos diferentes. Além disso,
outros tipos celulares, incluindo células endoteliais vasculares, adipocitos,
miocitos cardiacos e células epiteliais intestinais também expressam TLRs
(Akira and Takeda 2004). A expressao dos TLRs € modulada em resposta a
patdgenos, citocinas e estresse ambiental (Akira 2006). A localizacao dos
receptores na célula é variavel. Os TLR-1, 2, 4, 5 e 6 sdo expressos na
superficie das células, enquanto os TLR-3, 7, 8 e 9 sdao expressos nas
membranas de vesiculas endociticas ou em outros compartimentos
intracelulares (Akira 2006).

TLR-2 é o receptor para uma variedade de ligantes microbianos,
incluindo lipoproteinas bacterianas, lipopeptideos, acido lipoteicdico (LTA) e
peptidoglicanos (PGN) de bactérias gram-positivas, ara-lipoarabinomanana de
micobactérias e zimosan de fungos. O reconhecimento bacteriano mediado
por TLR-2 participa na eliminacdao das bactérias, além da sua possivel
cooperacao com TLR-1 e TLR-6. A cooperacao de varios TLRs possibilita uma
capacidade maior de reconhecimento por essas proteinas, assim como
aumenta a sua capacidade de sinalizacao (Kuijpers and Roos 2004).

TLR-4 é o receptor para a endotoxina ou lipopolissacarideo (LPS)
derivado de bactérias gram-negativas. Isto foi demonstrado em células
murinas e humanas. Uma mutacao pontual no gene tlr4 do camundongo
C3H/Hej é responsavel pela sua resisténcia ao LPS (Poltorak, He et al. 1998).

Outro receptor importante no reconhecimento microbiano é o CD14, o
qual é uma proteina expressa em altos niveis na superficie de monocitos

circulantes. Além disso, o CD14 foi detectado em neutroéfilos, estando



localizado dentro dos granulos. Uma forma sollivel do CD14 esta presente no
soro. CD14 soluvel e de membrana funciona como co-receptor para ligantes
microbianos, como LPS, zimosan, PGN e ara-lipoarabinomanana (Kuijpers and
Roos 2004).

Os neutrofilos expressam TLR-2, TLR-4 e CD14 em niveis relativamente
baixos (em adicao ao TLR-1 e TLR-6) quando comparado a mondcitos e
macrofagos. Consequentemente, a concentracao de LPS necessaria para ativar
neutrofilos € de 100 a 1000 vezes maior do que aquela necessaria para ativar
macrofagos (Kuijpers and Roos 2004).

Em mamiferos, a ativacdo de TLRs induz a producao e secrecao de
diversas citocinas pro-inflamatoérias e moléculas co-estimulatorias, através da
ativacao de fatores de transcricao, como o NF-kB (Akira and Takeda 2004).
Dentre as citocinas pré-inflamatoérias secretadas sob ativacao dos TLRs,
destacam-se o fator de necrose tumoral (TNF)-o e a interleucina (IL)-1. Estas
citocinas estao presentes na maioria das respostas inflamatoérias e sua fonte
celular principal sao macrofagos. A ligacao do TNF-o a seu receptor expresso
na superficie de neutréfilos induz a ativacao e expressao de integrinas,
producao de fator ativador de plaquetas (PAF) e outros mediadores e
liberacao do conteudo granular. Da mesma maneira, as células endoteliais
mobilizam selectinas, aumentam a expressao de ICAM-1 e ativam vias pro-
coagulantes em resposta a exposicao ao TNF-a. Assim como o TNF-a, a IL-1
induz a expressao de selectinas e ICAM-1 na superficie das células endoteliais
e promove a ativacao de integrinas na superficie dos neutroéfilos (Wagner and
Roth 2000). Deste modo, estas citocinas exibem efeitos pro-migratorios sobre
os neutrofilos, promovendo eventos necessarios para a migracao destas
células durante a resposta inflamatoria.

Durante uma resposta a agentes infecciosos, os neutrofilos também
operam junto com anticorpos e fatores do complemento (IgG e C3b, por
exemplo), as chamadas opsoninas. Os microrganismos recobertos com essas
proteinas sao ligados aos neutrofilos através de receptores especificos na
membrana (FcyRs, CR1/CR3). A ligacao de material opsonizado a superficie do
neutrofilo leva a concentracao desses receptores em volta da area de contato.

Subsequentemente, o neutrofilo emite pseuddpodos, os quais sdao extensoes



da membrana plasmatica, que engolfam a particula e se fundem para formar
uma vesicula fechada dentro do neutréfilo, o fagossomo (Kuijpers and Roos
2004). Durante a fagocitose, diversas moléculas sinalizadoras, como proteinas
de ligacao a actina, proteinas reguladoras do trafego de membrana, canais
ionicos, quinases e lipases sao ativadas e contribuem para uma internalizacao
eficiente do patdégeno. Além disso, algumas moléculas sinalizadoras que sao
envolvidas em outras vias de sinalizacao também participam da fagocitose de
agentes microbianos. Fosfoinositol 3-quinase (PI3K), fosfolipase C (PLC), Rho
GTPases e proteina quinase C (PKC) constituem pontos de integracao para a
regulacao da fagocitose. Estas moléculas nao somente orquestram a mecanica
da ingestao de particulas, mas também regulam respostas inflamatorias e o
“killing” de microrganismos (Underhill and Ozinsky 2002). Além da fagocitose,
a ligacao dos receptores fagociticos também dispara dois outros processos: a
geracao de espécies reativas de oxigénio e a liberacao do conteldo granular

(degranulacao) dos neutroéfilos (Kuijpers and Roos 2004).

1.3. Espécies Reativas de Oxigénio e Inflamagao

Os fagocitos, incluindo os neutrofilos, apresentam diversos mecanismos
microbicidas, como peptideos antimicrobianos (por exemplo, as defensinas) e
proteases. Apesar disso, a fagocitose com a geracao de espécies reativas de
oxigénio e acido hipocloroso constitui um mecanismo critico para a maioria
dos patégenos (Dale, Boxer et al. 2008). Simultaneamente com a
degranulacao, um complexo multienzimatico ligado a membrana (NADPH
oxidase), localizado nas membranas de vesiculas secretérias e granulos
especificos dos neutrofilos, é ativado para gerar espécies reativas de oxigénio,
necessarias no processo de “killing” (Kuijpers and Roos 2004); (Segal 2005);
(Nathan 2006); (Nauseef 2007).

A NADPH oxidase (também conhecida como Nox) € uma NADPH:0,
oxidoredutase que transfere elétrons do NADPH para o oxigénio molecular,
gerando anions superoxido (02-). A unidade catalitica da NADPH oxidase é uma

proteina de membrana heterodimérica (flavocitocromo bssg) que consiste de



duas subunidades: gp91°P"™™ e p22P"*, Sob estimulo, quatro proteinas
citosolicas (p40P", p47°"* p67°"* e a GTPase monomérica Rac) sdo
translocadas para a membrana, onde se associam com o flavocitocromo para
formar a NADPH oxidase ativa (Fig. 1) (Bogdan 2004); (Segal 2005); (Nauseef
2007). A translocacao das proteinas citosolicas envolve eventos especificos de
fosforilacao (Bokoch and Knaus 2003); (Bogdan 2004).

Como mencionado anteriormente, a NADPH oxidase ativa localiza-se na
membrana de vesiculas secretodrias e também nos granulos especificos dos
neutrofilos, que se fundem tanto com o fagossomo como com a membrana
plasmatica periférica. Assim, o superoxido pode ser liberado por neutrofilos
ativados através de exocitose de granulos intracelulares que carregam a
NADPH oxidase ativa. Desse modo, a liberacao de superdxido nos fagossomos €
essencial para o “killing” de patégenos, mas o acumulo de superdxido
extracelular pode causar um dano severo aos tecidos do hospedeiro (Bogdan
2004).

O anion superoxido, produto primario da atividade da NADPH oxidase,
pode ser convertido em peroxido de hidrogénio (H;0;) pela acao da enzima
superoxido dismutase (SOD). As SODs sao encontradas no citosol e na
membrana interna da mitocondria. Tanto o superoxido como o peroxido de
hidrogénio tém potentes efeitos microbicidas (Bogdan 2004). Além disso, o
perdxido de hidrogénio pode reagir com ions cloreto para formar acido
hipocloroso (HOCl), numa reacao catalisada pela mieloperoxidase (MPO). Essa
enzima € um constituinte abundante dos granulos azurofilicos dos neutroéfilos
e é liberada sob ativacao dentro do fagossomo e no espaco extracelular. O
HOCL é toxico para uma ampla variedade de microrganismos, mas tem vida
curta. Entretanto, ele pode reagir com aminas primarias e secundarias e dar
origem a N-cloraminas, sendo que algumas sao agentes microbicidas muito
estaveis (Kuijpers and Roos 2004).

O “burst” oxidativo de neutroéfilos (e macrofagos) pode ser disparado
pela fagocitose de patogenos, pela internalizacao de complexos imunes, por
quimioatraentes (como IL-8, LTB4, Cba e PAF), por certos produtos
microbianos (como fMLP) e componentes da parede celular flngica (como

zimosan). Além disso, ésteres de forbol, como forbol miristato acetato (PMA)
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sao ativadores potentes da NADPH oxidase, através da ativacao de PKC e
subsequente fosforilacao de p47°"* (Bogdan 2004).

A regulacao da atividade da NADPH oxidase requer diversos fatores,
inclusive seus proprios componentes. A ativacao da serina/treonina quinase
AKT por PI3K é requerida para a ativacao do “burst” oxidativo em neutrofilos.
Além disso, AKT fosforila p47°"™ em residuos de serina conhecidos por
controlar a atividade oxidase (Chen, Powell et al. 2003). A proteina quinase C
(PKC) fosforila gp91P"*, aumentando sua atividade catalitica e capacidade de
ligacdo a Rac2, p67™"* e p47°"*, facilitando a montagem do complexo NADPH
oxidase e sua ativacao (Raad, Paclet et al. 2009). A ativacao da NADPH
oxidase e consequente producao de ROS por neutréfilos deficientes de RhoG,
GTPase monomérica que atua acima de Rac, € profundamente diminuida em
resposta a agonistas de receptores quimiotaticos. Esse defeito € associado
com uma reducao da ativacao de Rac1 e Rac2 (Condliffe, Webb et al. 2006).
Por outro lado, Diebold e colaboradores identificaram um antagonismo entre
as GTPases monomeéricas Rac2 e Cdc42 na regulacdo da producao de ROS pela
NADPH oxidase de neutrdfilos. A interacao inibitéria resulta de uma
competicao entre o componente oxidase ativo, Rac2, e a oxidase inativa
Cdc42 pela ligacao ao flavocitocromo bsss. Esse antagonismo entre membros
da familia Rho GTPase constitui um novo mecanismo pelo qual a producao de
oxidantes pode ser regulada em neutrofilos (Diebold, Fowler et al. 2004).
Além disso, parece que Rac2 regula uma ou mais vias de sinalizacao
envolvidas na producdo de superéxido que sdo independentes de p67°"™
(Carstanjen, Yamauchi et al. 2005).

A importancia da NADPH oxidase € claramente demonstrada por
defeitos moleculares em qualquer um dos componentes da enzima, o que leva
ao desenvolvimento da doenca granulomatosa cronica (CGD) A CGD é uma
desordem genética na qual os pacientes sofrem infeccoes bacterianas e
flngicas recorrentes. Neutrofilos deficientes de p40P™™ mostram producdo de
ROS diminuida em resposta a estimulos com TNF-o, S. aureus, fMLP e
zimosan. Além disso, o defeito na producao de ROS pelos neutréfilos em
resposta a S. aureus correlacionou com um defeito tipo CGD no “killing” desse

microrganismo in vitro e in vivo (Ellson, Davidson et al. 2006).
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A maioria dos estudos tem apontado um papel para as ROS geradas pela
NADPH oxidase na inflamacao. Embora esteja bem documentado que a NADPH
oxidase seja a principal fonte de ROS e que parece ser a Unica enzima cuja
funcao primaria € regular a producao de ROS, existem outras fontes de ROS
(Ray and Shah 2005). A cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
também é uma importante fonte de ROS e uma maior producao de ROS
mitocondrial estd envolvida na vasculopatia diabética e na injaria de
isquemia-reperfusao. Por outro lado, a mitocondria é sensivel ao estresse
oxidativo, o que pode resultar em um aumento na producao de ROS
mitocondrial (Ray and Shah 2005).

A Xantina oxidase é outra fonte potencial de ROS. E expressa na superficie
luminal do endotélio e catalisa a conversao de hipoxantina em ureato, um
processo que gera anions superoxido. Esta enzima é também sensivel ao
estresse oxidativo (Ray and Shah 2005).

O superoxido gerado pela NADPH oxidase pode influenciar a producao de
mais ROS por outras vias enzimaticas. O superoxido gerado pela NADPH
oxidase converte a xantina desidrogenase (forma inativa da enzima) em
xantina oxidase, podendo resultar num aumento da producao de superoxido.
Similarmente, a mitocondria também sofre acao do superdxido gerado pela
NADPH oxidase, aumentando a producdao de ROS mitocondrial. Além disso, o
superoxido e o peroxinitrito podem degradar H4B, um cofator essencial para a
producao de oxido nitrico (NO) pela enzima dxido nitrico sintase endotelial
(eNOS). Esta enzima é responsavel pela geracao de NO no endotélio. Para que
a eNOS gere NO, é necessario que ela esteja em forma de dimero; sem esse
cofator o dimero nao é formado e ocorre a geracao de superdxido. A geracao
de ROS neste caso parece estar envolvida na fisiopatologia da vasculopatia

diabética, aterosclerose, hipertensao e hipercolesterolemia.
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Fig. 1. Ativacdo da NADPH oxidase. Nos neutrofilos em repouso, os componentes da
NADPH oxidase estdo segregados na membrana e no citosol. Na membrana esta o
flavocitocromo bsss, uma hemoproteina heterodimérica composta por gp91”"™ e
p22°"*, No citosol estdo localizados os componentes p47°"™, p67°"™, p40°"* e Rac2,
um membro da familia Rho de GTPases monoméricas, no seu estado GDP e ligado ao
inibidor de dissociacdo do GDP (RhoGDI). Sob estimulo, p47°", p67°"* e p40°"™ sdo
fosforilados, Rac2 troca GDP por GTP e todos sao translocados para a membrana. Na
membrana, o complexo oxidase transfere elétrons do NADPH citosolico para o
oxigénio molecular, gerando anions superdxido. (Segal 2005).

1.4. Os Fatores Quimiotaticos para Neutrofilos

A migracao de leucocitos através do endotélio é dirigida principalmente
por uma grande familia de citocinas quimiotaticas, as quimiocinas. Além
destas, outras moléculas estao envolvidas no recrutamento de leucocitos para
o sitio inflamatorio e incluem peptideos bacterianos [por exemplo, formil-
Met-Leu-Fe (fMLP)], mediadores lipidicos ou componentes do sistema
complemento (por exemplo, C5a). Os fatores quimiotaticos para neutrofilos
podem ser produzidos por uma ampla variedade de células, incluindo células

endoteliais e epiteliais, macréfagos, mondcitos, linfocitos, plaquetas, os
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proprios neutrofilos e células parenquimais (van Buul and Hordijk 2004);
(Vicente-Manzanares and Sanchez-Madrid 2004).

As quimiocinas sao moléculas pequenas, estruturalmente relacionadas,
com peso molecular que varia de 8 a 14 kDa e sao responsaveis pela regulacao
direta do trafego de leucocitos no sistema imune (Rollins 1997); (van Buul and
Hordijk 2004); (Allen, Crown et al. 2007). A maioria das quimiocinas apresenta
quatro residuos de cisteina N-terminais caracteristicos e, dependendo do
arranjo formado pelas duas primeiras cisteinas, elas sao classificadas em
quatro classes: CXC ou a, porque as duas primeiras cisteinas sao separadas por
um Unico aminoacido; CC ou B, onde as duas cisteinas sdo adjacentes; C ou v,
porque existe apenas uma cisteina no dominio N-terminal e CX;C ou 3, onde as
duas primeiras cisteinas sao intercaladas por trés aminoacidos (Rollins 1997);
(Rossi and Zlotnik 2000) (Zlotnik and Yoshie 2000). Estudos de modelagem
sugerem que a estrutura tridimensional das quimiocinas pode acomodar
somente 0, 1 ou 3 aminoacidos entre as duas primeiras cisteinas, o que
explica a auséncia de uma classe de quimiocinas CX;C (Rollins 1997).

As quimiocinas CXC sao divididas em dois grupos, de acordo com a
presenca ou auséncia do motivo ELR precedendo a primeira cisteina:
quimiocinas CXC-ELR ou quimiocinas CXC nao-ELR (Rossi and Zlotnik 2000). O
grupo das quimiocinas CXC-ELR apresenta uma uniformidade de funcdes, todas
relacionadas com neutrofilos, o que a torna uma familia de quimioatraentes e
ativadores de neutroéfilos. O prototipo das quimiocinas CXC-ELR € IL-8, a qual
foi purificada por muitos grupos como um fator derivado de mondcitos que
atrai neutrofilos, mas nao monocitos, em ensaios de quimiotaxia (Rollins
1997).

A IL-8 € um fator quimiotatico muito potente para neutrofilos, além de
ativar tais células. A expressao do gene e a producao de IL-8 sdao controladas
por diversos mediadores presentes no sitio inflamatério. Enquanto LPS, IL-1B e
TNF-a sao capazes de aumentar a producao de IL-8, a IL-10 é um potente
inibidor da sintese de IL-8 (Pease and Sabroe 2002). Em adicao, o tratamento
de neutrofilos com altas doses de fMLP ou LTB4 na presenca de concentracoes
fisiologicas de fibrinogénio induzem a sintese de IL-8 por essas células. Isto

sugere que o fibrinogénio funciona como um efetor durante a evolucdo da
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resposta imune inata, promovendo um maior recrutamento de neutrofilos
através da inducao da sintese de IL-8 (Kuhns, Nelson et al. 2001).

Os receptores de quimiocina CXCR1 e CXCR2 sao expressos
principalmente em neutrofilos e ligam a quimiocina IL-8. Enquanto a IL-8 é o
agonista primario do CXCR1, outras seis quimiocinas, incluindo GRO-a,, CXCL5
e CXCL7 ligam ao CXCR2. Embora os dois receptores ativem a mesmas
proteinas G, CXCR1 parece ativar seletivamente a fosfolipase D e o surto
respiratorio no neutrofilo, enquanto CXCR2 parece ser mais importante na
quimiotaxia (Rose, Foley et al. 2004). Além disso, CXCR2 parece utilizar
proteinas G distintas para induzir funcoes diferentes em neutrofilos de ratos.
A quimiotaxia promovida por quimiocina de neutrofilo induzida por citocina
mobilizacdao de calcio induzida por CINC-1 e CINC-3 é insensivel (Shibata,
Konishi et al. 2002).

O Fator Ativador de Plaquetas (PAF) é um mediador lipidico derivado
dos fosfolipidios das membranas celulares e € produzido por varios tipos
celulares, como células endoteliais, plaquetas, neutroéfilos, eosinofilos,
basofilos e macrofagos (Barnes, Chung et al. 1998); (Wagner and Roth 2000).
O PAF é capaz de promover processos pro-inflamatoérios e pro-adesivos, além
de demonstrar um potente efeito quimiotatico para neutrofilos (Wagner and
Roth 2000). Instilado intratraquealmente em ratos, PAF induz a infiltracao de
neutrofilos nos pulmdes, dano celular e producao de peroxido de hidrogénio
(Lee, Hybertson et al. 2002). Além disso, o PAF estimula a fagocitose de
particulas de zymosan, com subseqiiente producao de IL-8, o que aumenta
ainda mais a infiltracao e ativacao de neutroéfilos no sitio inflamatoério (Au,
Teixeira et al. 2001).

As acoes intercelulares do PAF sao mediadas por receptores acoplados a
proteinas G, os quais sao expressos na superficie de uma variedade de tipos
celulares. O sinal gerado pela ativacao do receptor de PAF induz um acimulo
de fosfatidilinositol e aumento no nivel de calcio intracelular. Estas respostas
sao inibidas por analogos do trifosfato de guanosina (GTP), mas reagem de

maneiras distintas a Toxina Pertussis, sugerindo que duas proteinas G
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diferentes estao envolvidas na sinalizacao do receptor de PAF (Prescott,
Zimmerman et al. 2000).

O leucotrieno B4 (LTBs;) € um mediador inflamatorio extremamente
potente derivado dos fosfolipidios da membrana celular pelas acoes
seqlenciais de trés enzimas: fosfolipase A;, 5-lipoxigenase e LTA4 hidrolase. O
LTB4 participa do recrutamento de leucdcitos para os sitios de inflamacao,
direcionando a migracao destas células. Foi demonstrado que o LTBs € um
potente fator quimiotatico para neutrdfilos humanos in vivo: a injecao
subcutanea de LTB4 induz o recrutamento de neutrofilos para a pele. Além de
ser quimiotatico para neutrofilos, o LTB, também é capaz de ativar estas
células e prolongar sua sobrevivéncia, através da inibicao da apoptose (Tager
and Luster 2003). Foram descritos dois receptores para LTBs - BLT1
(Yokomizo, lzumi et al. 1997) e BLT2 (Yokomizo, Kato et al. 2000a). Os
receptores BLT1 e BLT2 sao ativados por LTB4 e, numa extensao menor, por
20-hidroxi-LTB4 (20-OH-LTB4) e acido 12-(R)-hidroxieicosatetraendico (12-(R)-
HETE) (Brink, Dahlen et al. 2003); (Tager and Luster 2003). O BLT1 é expresso
predominantemente em neutroéfilos, macréfagos e eosinofilos. A expressao do
BLT1 é induzida em macréfagos ativados, sugerindo uma associacao deste
receptor em varias desordens inflamatdrias. O BLT2 é considerado um
receptor de baixa afinidade para o LTB4 e sua distribuicao tecidual é variada
(Brink, Dahlen et al. 2003). Os receptores BLT1 e BLT2 possuem a estrutura
tipica dos receptores quimiotaticos, com sete dominios transmembranares e
acoplados a proteina G. A ativacao destes receptores por LTB, induz
quimiotaxia e quimiocinese de neutrofilos e estas respostas sao abolidas pelo
pré-tratamento das células com toxina Pertussis, sugerindo que proteinas G
inibitorias sao requeridas para as atividades quimiotaticas e quimiocinéticas
dependentes de LTB,4 (Yokomizo, Masuda et al. 2000b).

A anafilatoxina C5a € um potente agonista para células mieloides,
especialmente neutrofilos, os quais expressam altos niveis do receptor de C5a
(C5aR ou CD88) e apresentam uma resposta quimiotatica quando estimulados
com esta molécula. C5a induz muitas caracteristicas da resposta inflamatoria
aguda, incluindo vasodilatacao, aumento do fluxo sangiiineo local, contracao

do mdusculo liso, edema, aumento da temperatura no tecido e acimulo de
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neutrofilos em sitios extravasculares. Além de ser quimiotatico para
neutrofilos, C5a tem a capacidade de inibir a apoptose destas células. O
receptor de C5a é um membro da familia dos receptores acoplados a proteina
G, com sete dominios transmembranares (Ward 2004).

Dentre os fatores quimiotaticos, os primeiros a terem suas estruturas
definidas foram os formil peptideos. Diferente dos outros quimioatraentes de
leucdcitos, os formil peptideos podem se originar de uma fonte endogena,
como as proteinas mitocondriais de células rompidas, ou de uma fonte
exdgena, como as proteinas bacterianas. O receptor de fMLP (FPR) também é
membro da familia de receptores acoplados a proteina G (Le, Murphy et al.
2002). A interacao de fMLP com seu receptor ativa multiplas vias de
transducao de sinal, responsaveis por varias funcoes dos neutrofilos, como
adesao, quimiotaxia, exocitose de granulos e producao de espécies reativas
de oxigénio, que representam a resposta fisiologica a infeccao bacteriana e

dano tecidual (Dalpiaz, Spisani et al. 2003).

1.5. Vias de Sinalizacdo Ativadas por Receptores Quimiotaticos

As moléculas descritas acima ativam receptores especificos da familia
de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), os quais direcionam a
polimerizacao de actina e contracao, regulam mudancas na morfologia celular
e conseqlientemente o trafego de leucocitos no sistema imune. A familia
GPCR também ativa outras vias de sinalizacdao, regulando processos como
ativacao celular, exocitose, mudancas na adesividade da célula e apoptose
(Rose, Foley et al. 2004); (Rot and von Andrian 2004); (Vicente-Manzanares
and Sanchez-Madrid 2004).

A maioria dos receptores de quimiocina sinaliza predominantemente via
(PTX) (Fig. 2). A ligacdao da quimiocina as porcoes extracelulares de seu

receptor modifica a estrutura terciaria do receptor, permitindo a parte
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intracelular ligar e ativar proteinas G heterotriméricas. Em resposta, as
proteinas G ativadas trocam difosfato de guanosina (GDP) por trifosfato de
guanosina (GTP) e se dissociam em subunidades o e By. A subunidade a inibe a
adenilato ciclase (Katanaev 2001); (Cicchetti, Allen et al. 2002). As
subunidades By sao essenciais para a quimiotaxia (Neptune and Bourne 1997).
As subunidades By medeiam sinais induzidos por quimiocinas e ativam diversas
fosfolipases (A;, P2, B3, D) e proteinas quinases (fosfoinositol 3-quinase,
proteina quinase C e tirosina quinases). Isto resulta em acUmulo de
mediadores lipidicos, como fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato, fluxo de calcio
e ativacdao de GTPases monoméricas, as quais coordenam os processos de
adesao celular, polimerizacao de actina e eventos contrateis, polarizam a
célula e permitem o movimento celular (Wu, Huang et al. 2000); (Katanaev
2001); (Cicchetti, Allen et al. 2002); (Niggli 2003); (Rot and von Andrian
2004); (Ward 2004).

A importancia dessas vias de sinalizacao na quimiotaxia é revelada por
estudos utilizando animais geneticamente modificados e ferramentas
farmacologicas. Neutrofilos de camundongos deficientes de PI3Ky (PI3Ky-/-)
mostram uma reducao na resposta quimiotatica a IL-8, fMLP e C5a in vitro. O
impacto in vivo desse defeito quimiotatico foi demonstrado pela injecao de
IL-8 nos camundongos PI3Ky-/-. O recrutamento de neutrofilos induzido pela
IL-8 nesses animais foi 60% menor, em comparacao com os animais selvagens.
Esses dados indicam que PI3Ky € necessaria para uma migracao eficiente dos
neutrofilos em resposta a agentes quimiotaticos (Hirsch, Katanaev et al.
2000). Além disso, o pré-tratamento de neutréfilos com wortmanina ou
LY294002, inibidores de PI3K, inibem a migracao dessas células e a geracao de
superoxido induzidas por GM-CSF, PAF e fMLP (Coffer, Geijsen et al. 1998).
Estudos farmacologicos com inibidores da PKC mostram que a quimiotaxia de
neutrofilos depende da ativacao dessa proteina (Niggli 2003).

Em células mamiferas, existem trés cascatas de proteinas quinases
ativadas por mitdgeno (MAPK): ERK (Extracellular Signal-regulated Kinase),
p38 MAPK e c-Jun. As vias de ERK e p38 sao ativadas em neutrofilos humanos
por quimioatraentes, citocinas pré-inflamatodrias, LPS e ligacao do receptor
Fcy. Os inibidores de p38 (SB203580) e ERK (PD98059) inibem a quimiotaxia e
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a producao de superdxido induzidas por fMLP em neutrofilos. Além disso, a
combinacao dos dois inibidores tem um efeito aditivo nessa inibicao (Coxon,
Rane et al. 2003).

Como descrito anteriormente, numerosos mediadores inflamatorios,
incluindo IL-8, LTB4, C5a e fMLP atraem neutroéfilos e esses sinais usualmente
estao presentes juntos no sitio inflamatdrio. Pode ser que os neutrofilos
tenham que “escolher” quais sinais seguir. Sabe-se que os neutréfilos migram
preferencialmente em direcao aos quimioatraentes derivados de patogenos,
como fMLP, mesmo quando quimioatraentes do hospedeiro estao presentes,
como IL-8. Heit e colaboradores sugeriram que esse fenomeno é afetado pela
ativacao seletiva de vias de sinalizacdo especificas. Parece que os
quimioatraentes derivados de patoégenos atuam primariamente através da
ativacao da p38 MAPK. Por outro lado, os quimioatraentes derivados do
hospedeiro ativam a via de PI3K/AKT. A ativacao de p38 leva a uma inibicao
de PI3K/AKT, induzindo o neutrdfilo a migrar em direcao aos quimioatraentes
derivados dos patdgenos (Heit, Tavener et al. 2002).

As proteinas monoméricas ligadoras de GTP da familia Rho podem ser
divididas em sete subfamilias: Rho, Rac, Cdc42, Rho D, Rho G, Rho E e TC10
(Niggli 2003). As principais GTPases envolvidas na migracao celular sao Rho,
Rac e Cdc42 (Bishop and Hall 2000). A fosfoinositol 3-quinase (PI3K) ativada
pela subunidade By gera fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3). PIP; ativa a
GTPase monomérica Rac, que é indispensavel para a polimerizacao de actina
e migracao de leucocitos. Entretanto, a sinalizacao mediada por Rac é
suficiente para ativar a maquinaria de actina que propele a célula, mas é
insuficiente para suportar a locomocdo unidirecional da célula, a “marca
registrada” da quimiotaxia. A migracao unidirecional requer outra GTPase
monomérica, a Cdc42. Sem a ativacao da Cdc42, os leucdcitos exibem uma
migracdo randémica quando colocados frente a um gradiente quimiotatico
(Rot and von Andrian 2004). Além disso, estas GTPases estdao envolvidas em
muitos outros processos celulares que sao dependentes do citoesqueleto de
actina, como citocinese, fagocitose, pinocitose, morfogénese, entre outros
(Bishop and Hall 2000).
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Fig. 2. Vias de sinalizacdo ativadas por receptores quimiotaticos. Adaptado de

(Neves, Ram et al. 2002).
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1.6. A Permeabilidade Vascular e a Inflamagao

O sistema vascular é constituido por uma rede de vasos que servem
como condutos para o transporte de nutrientes, macromoléculas e células
sanguineas pelo corpo. O leito luminal do vaso sanguineo consiste de uma
Unica camada de células endoteliais (ECs), que formam a barreira fisica
primaria entre o sangue e os tecidos adjacentes. As juncoes celulares que
ligam as Ecs adjacentes sao importantes reguladores da permeabilidade do
endotélio e sdo moduladas para permitir a passagem seletiva e especifica de
células sanguineas e macromoléculas. A abertura da barreira juncional ocorre
durante processos fisiologicos, como a vigilancia imune, o reconhecimento de
antigenos e durante respostas inflamatdrias agudas. Por outro lado, a
desregulacao das juncoes celulares pode levar a estados patologicos, incluindo
muitas doencas inflamatoérias cronicas e edema. Assim, o endotélio e suas
juncoes desempenham um papel critico na regulacao da funcao vascular
durante processos fisiologicos e patoldgicos. A permeabilidade vascular é a
soma de muitos mecanismos que aumentam ou diminuem a funcao da barreira
juncional (Aghajanian, Wittchen et al. 2008).

A regulacao das juncoes das Ecs e, por extensao, da permeabilidade
vascular, é mantida por uma variedade de vias de sinalizacao. Esses sinais
funcionam para promover a homeostase, mas também estao envolvidos nas
mudancas patologicas da permeabilidade vascular. Essas vias convergem para
aumentar a permeabilidade juncional por varios mecanismos (Hu, Place et al.
2008).

Compostos vasoativos, como trombina, histamina e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), podem regular as juncées endoteliais
por multiplos mecanismos. Eles podem alterar a arquitetura da “fissura”
endotelial, afetando a expressao, localizacao e estabilidade de proteinas
juncionais. Algumas vezes isso ocorre através de fosforilacao de proteinas,
mas os compostos vasoativos também podem estimular a geracao de ROS e
ativar as GTPases monoméricas Rho e Rac, levando a mudancas no

citoesqueleto (Aghajanian, Wittchen et al. 2008).
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As GTPases da familia Rho, particularmente RhoA, Rac1 e Cdc42, tem
sido implicadas na regulacao do citoesqueleto. No contexto das ECs, a
sinalizacao de Rho regula as juncdes celulares e a permeabilidade vascular,
influenciando a dinamica do citoesqueleto de actina (Aghajanian, Wittchen et
al. 2008). Foi demonstrado que a GTPase monomérica RhoA é central para o
aumento da permeabilidade das ECs induzido pela trombina. A trombina
sinaliza através do receptor ativado por protease (PAR)-1 e de suas proteinas
G, Ga12/13 e Ga11/q, para induzir a ativacao de RhoA, que ativa a quinase
associada a Rho (ROCK) e a quinase relacionada a PKC (PRK), levando a
desestabilizacao da barreira endotelial e aumento na permeabilidade (Gavard
and Gutkind 2008).

Numerosos estudos tém mostrado que as ROS podem aumentar a
permeabilidade endotelial tanto in vitro como in vivo, e a permeabilidade
aumentada pode ser inibida por antioxidantes e “scavengers” de radicais
livres. A geracao de ROS também ocorre por ativacao de fatores vasoativos,
notavelmente o VEGF. Um dos mecanismos pelos quais as ROS podem alterar a
permeabilidade vascular envolve a regulacao da fosforilacao das proteinas
juncionais. As ROS inativam as proteinas fosfatases por oxidacao de um
residuso de cisteina critico no sitio catalitico da enzima. As ROS também
regulam a permeabilidade juncional, afetando a organizacao do citoesqueleto
de actina (Aghajanian, Wittchen et al. 2008).

A transmigracao de leucdcitos através das células endoteliais da
vasculatura é critica para a resposta inflamatoria. Entretanto, quando a
transmigracao € excessiva ou inapropriada, ela pode iniciar processos
patologicos. Por exemplo, a transmigracao de leucocitos € um dos primeiros
passos no desenvolvimento de placas aterosclerdticas. A migracao
transendotelial ocorre em passos sequenciais, conforme mencionado
anteriormente, e cada um desses passos inicia uma sinalizacao que facilita a
progressao para o passo seguinte. Além do engajamento de moléculas de
adesao nos leucocitos e nas ECs, que levam a transmigracao, a ativacao de
vias de sinalizacao intracelular também é fundamental para esse processo
(Aghajanian, Wittchen et al. 2008).
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As células fagociticas, incluindo os neutrofilos, geram altas
concentracoes de ROS, que aumentam a ligacao dessas células as ECs devido a
expressao aumentada de moléculas de adesao na superficie das ECs. Além
disso, as ROS produzidas por neutroéfilos estimulados com fMLP aumentam a
permeabilidade vascular (Zhu and He 2006). O LTB,4 induz a transmigracao de
células HL-60 diferenciadas em neutrofilos com DMSO e de neutrodfilos
humanos através das células epiteliais pulmonares A549. Esse efeito foi
mediado pelos receptores BLT e foi inibido pelo tratamento das células com o
antioxidante N-Acetilcisteina, com um inibidor de NADPH oxidase (DPl) ou
com um inibidor de ERK (PD98059). Esses dados sugerem que a migracao
transepitelial de neutrofilos € mediada pela geracao de ROS, que leva a
ativacao de ERK. A relevancia fisiolégica desse mecanismo foi demonstrada
pela instilacao intratraqueal de LTB4s em camundongos, a qual causou o
recrutamento de neutroéfilos para as vias aéreas através do epitélio pulmonar.
Essa resposta ao LTBs foi bloqueada pelo NAC, DPI, PD98050 e pelo
antagonista de BLT1 (Woo, Yoo et al. 2003).

1.7. O Papel do Heme na Inflamacao

O heme (Ferro Protoporfirina IX) é um complexo nao-protéico
constituido de um atomo de ferro ligado a um anel tetrapirrolico (Fig. 3). Sua
sintese ocorre em todas as células humanas nucleadas a partir de glicina e
succinil-CoA, e envolve uma série de reacdes enzimaticas que tomam lugar
parcialmente dentro da mitocondria e parcialmente no citoplasma (Fig. 4)
(Wagener, Volk et al. 2003). Devido a importancia da biossintese de heme nos
processos bioldgicos, um defeito parcial em uma das enzimas usadas na
sintese desta molécula é associado com diversos estados patologicos.
Exemplos dessas desordens herdadas ou adquiridas sao porfirias, sindrome

mielodisplasica e anemia sideroblastica (Wagener, Volk et al. 2003).
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Fig. 3. Estrutura do heme (Ferro Protoporfirina IX). O heme consta de uma parte
organica e um atomo de ferro. A parte organica, denominada protoporfirina IX, é
formada por um anel tetrapirrolico e o ferro esta ligado no centro deste anel.
(www.frontiersci.com).

O heme funciona como grupamento prostético de varias proteinas, e
sua funcdo é determinada pelo polipeptideo ligado a ele. Ligado a
hemoglobina e a mioglobina, o heme é utilizado para transporte e
armazenamento de oxigénio, respectivamente, enquanto que em citocromos
ele esta envolvido no transporte de elétrons, geracao de energia e
transformacao quimica. Nas catalases e peroxidases, o heme atua na
inativacao ou ativacao de peroxido de hidrogénio, respectivamente (Dawson
1988). Além disso, o heme ¢é indispensavel em outros sistemas enzimaticos,
incluindo ciclooxigenase (COX) e oxido nitrico sintase (NOS). O heme também
€ importante no controle da expressao de varias proteinas, como globina,
enzimas envolvidas na biossintese do proprio heme, citocromos,
mieloperoxidase, heme oxigenase-1 e receptor de transferrina (Wagener, Volk
et al. 2003).

24



Estresse Oxidativo

/V/ Catabolismo

apoproteinas

mitocondria

Glicina
+

Protoporfirina IX

Succinil-CoA T 7

Protoporfirinogénio IX
v’ te

Ac. 8--aminolevulinico  Coproporfirinogénio I

+

Oxido Nitrico Sintase

Ciclooxigenase
Citocromo P450
Hemoglobina, etc.

[
Ac. 5--aminolevulinico Coproporfirinogénio IlI
V2 ts
Hidroximetilbilane  yroporfirinogénio Il

NN

Porfobilinogénio

citoplasma

Fig. 4. Biossintese do heme. A formacao do heme a partir de glicina e succinil-CoA
envolve a participacao sequencial de oito enzimas diferentes: 1) d-aminolevulinato
sintase (ALA-S); 2) &-aminolevulinato dehidratase (ALA-D); 3) porfobilinogénio
deaminase (PBGD); 4) uroporfirinogénio Il sintase (URO-S); 5) uroporfirinogénio Il
descarboxilase  (URO-D); 6) coproporfirinogénio Il oxidase (CPO); 7)
protoporfirinogénio Il oxidase (PPO); e 8) ferroquelatase (FC). O heme recém-
sintetizado pode ser incorporado as hemoproteinas ou pode ser degradado. Acimulo
de heme intracelular ou exogeno pode ser prejudicial para as células, pois o heme
catalisa a formacao de espécies reativas de oxigénio, resultando em estresse
oxidativo. Adaptado de (Wagener, Volk et al. 2003).
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Em contraste as funcdes fisioldgicas do heme, parece que um excesso
de heme livre pode causar dano celular e injuria tecidual, uma vez que esta
molécula catalisa a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que
resulta em estresse oxidativo (Jeney, Balla et al. 2002); (Sassa 2004). Além
disso, diversos estudos tém mostrado que o heme pode atuar como uma
molécula pro-inflamatodria, aumentando a expressao de moléculas de adesao
no endotélio vascular e em leucocitos. Wagener e colegas demonstraram que
o heme aumenta significativamente a expressao de ICAM-1, VCAM-1 e E-
selectina em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) (Wagener,
Feldman et al. 1997); (Wagener, da Silva et al. 1999). Em células endoteliais e
leucocitos de camundongos, o heme induz fortemente a expressao de ICAM-1,
fibronectina e P-selectina. Em adicao, os autores observaram um influxo
intenso de leucdcitos em diversos orgaos de camundongos que receberam
injecdo i.v. de heme (Wagener, Eggert et al. 2001b).

Graca-Souza e colegas mostraram que a injecao intratoracica de heme
em ratos induz uma reacao inflamatoéria e acimulo intenso de neutrofilos nas
cavidades pleurais destes animais. Além disso, o heme induz a migracao de
neutrofilos humanos in vitro, dispara o burst oxidativo e promove
polimerizacdao de actina, indicando que heme é um potente ativador de
neutrofilos (Graca-Souza, Arruda et al. 2002). Mais tarde, Arruda e
colaboradores demonstraram que o heme livre é capaz de retardar a apoptose
de neutrofilos humanos in vitro, em concentracoes encontradas durante
eventos hemoliticos in vivo. Este efeito foi dependente da atividade da heme
oxigenase-1 e da geracao de espécies reativas de oxigénio. Estes dados
sugerem que o heme pode contribuir para o desenvolvimento de inflamacao
cronica associada com episodios hemoliticos, retardando a apoptose e
promovendo a sobrevivéncia de neutroéfilos (Arruda, Rossi et al. 2004).

Assim, o heme exerce um papel ambiguo: em pequenas quantidades ele
atua como grupamento funcional de varias hemoproteinas, sendo
indispensavel para diversas funcoes celulares; em quantidades excessivas, o
heme livre pode causar dano tecidual severo. Por isso, a quantidade de heme
livre deve ser rigorosamente controlada para manter a homeostase celular e

evitar o desenvolvimento de condicoes patologicas (Wagener, Volk et al.
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2003). Isso implica na necessidade de um sistema eficiente de catabolismo
desta molécula. De fato, o heme induz a sintese da heme oxigenase-1 (HO-1),
enzima responsavel por sua degradacao.

A HO-1 (também conhecida como hsp32) é a forma indutivel da enzima
que quebra o anel de porfirina do heme, gerando quantidades equimolares de
biliverdina, ferro livre (Fe*?) e monéxido de carbono (CO). A biliverdina é
rapidamente reduzida a bilirrubina, através da acao da enzima biliverdina
redutase (Maines 1997). O ferro liberado da molécula do heme induz a
expressao de ferritina, uma proteina sequiestradora de ferro, assim com uma
bomba ATPase que ativamente remove o ferro intracelular da célula (Fig. 5)
(Otterbein, Soares et al. 2003). Foram identificadas trés isoformas de heme
oxigenase: HO-1, HO-2 e HO-3. As trés isoformas foram altamente conservadas
entre as espécies durante a evolucao. A HO é expressa em virtualmente todas
as formas de vida; tanto em bactérias como em fungos, plantas e seres
humanos, regulando diversos processos celulares. Sob condicdes fisioldgicas, a
maioria das células expressa niveis baixos ou indetectaveis da proteina HO-1,
enquanto as proteinas HO-2 e HO-3 sao constitutivamente expressas. A
expressao do gene da HO-1 é fortemente induzida por agentes ou condicoes
que aumentam o estresse oxidativo, incluindo lipopolissacarideo bacteriano
(LPS), metais pesados, hipoxia, hiperdxia, choque térmico, isquemia, radiacao
UV, éxido nitrico, citocinas e o seu substrato, heme (Maines 1997); (Wagener,
Volk et al. 2003).

Numerosos estudos tém demonstrado que a HO-1 apresenta efeitos
antiinflamatorios, diminuindo a expressao de moléculas de adesao e enzimas
pro-inflamatoérias, como COX-2 (Vachharajani, Work et al. 2000); (Vicente,
Guillén et al. 2003). Alguns destes efeitos parecem ser mediados pela inibicao
da atividade de fatores de transcricao criticos para a expressao de genes pro-
inflamatoérios, como NF-xB (Soares, Seldon et al. 2004). Além disso, a HO-1
medeia os efeitos antiinflamatorios da IL-10, tanto in vivo como in vitro, em
camundongos (Lee and Chau 2002). Em adicdo, a expressao da HO-1 esta
significativamente aumentada nas células inflamatoérias durante a fase de
resolucao da inflamacao (Willis, Moore et al. 1996). A HO-1 também parece

ser importante na protecao contra a toxicidade das hemoproteinas in vivo, ja
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que camundongos que nao expressam HO-1 apresentam faléncia renal aguda e
mortalidade acentuada quando recebem doses de hemoglobina que nao sao

nefrotoxicas para camundongos selvagens (Nath, Haggard et al. 2000).
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Fig. 5. Degradacdo do heme pela heme oxigenase (HO). O heme derivado das
hemoproteinas ou recém-sintetizado é degradado pela HO em biliverdina, monoxido
de carbono (CO) e ferro. A biliverdina é convertida em bilirrubina pela acao da
biliverdina redutase. O ferro é diretamente seqiiestrado pela ferritina. Os produtos
de quebra do heme possuem diversas propriedades fisiologicas. Adaptado de
(Wagener, Volk et al. 2003).
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Além das acoes antiinflamatorias demonstradas pela prépria HO-1, ha
evidéncias crescentes de que os produtos de quebra do heme demonstram
efeitos citoprotetores. Estudos recentes tém demonstrado que o tratamento
com biliverdina aumenta a sobrevivéncia de animais recipientes de
aloenxertos, diminui as respostas aloimunes de linfocitos T e a infiltracao de
neutrofilos, e a expressao de citocinas pro-inflamatoérias. O mecanismo pelo
qual a biliverdina exerce estes efeitos antiinflamatorios parece ser a inibicao
da ativacao de fatores de transcricao, tais como o fator nuclear de células T
ativadas (NFAT) e NF-kB (Yamashita, McDaid et al. 2004); (Nakao, Otterbein
et al. 2004). A administracao de bilirrubina demonstrou ser citoprotetora em
modelos de estresse oxidativo (Dore, Takahashi et al. 1999); (Clark, Foresti et
al. 2000). Além disso, o tratamento com bilirrubina resultou em sobrevivéncia
aumentada e injuria hepatica atenuada em resposta a infusao de LPS em
ratos. Os niveis séricos de oxido nitrico (NO) e TNF-a, e a expressao de iNOS
hepatica foram significativamente mais baixos nos animais tratados com
bilirrubina, em comparacao com os animais controles (Wang, Smith et al.
2004).

Como a producao de monoxido de carbono (CO) pode refletir um
aumento na expressao da HO-1 durante condicoes de estresse oxidativo,
Horvath e colegas investigaram os niveis de CO exalado por pacientes com
bronquiectasia, uma doenca pulmonar inflamatdria associada a producao
aumentada de oxidantes, devido a infiltracao neutrofilica. Os autores
relataram que os pacientes com a doenca apresentavam niveis mais elevados
de CO exalado em comparacao com os individuos controles, sugerindo que a
medida de CO exalado pode atuar como um marcador da inflamacao e
estresse oxidativo em pacientes com bronquiectasia (Horvath, Loukides et al.
1998). Por outro lado, o CO parece estar envolvido na reducao da resposta
inflamatéria no pulmao asmatico. Em um modelo murino de asma, a
administracao de CO exoégeno diminuiu significativamente o numero de
leucocitos infiltrantes no lavado broncoalveolar, incluindo eosindfilos, e a
producao de IL-5, sugerindo que o CO pode funcionar como modulador da
resposta inflamatoéria alérgica na asma (Chapman, Otterbein et al. 2001).

Além disso, o CO é capaz de inibir a expressao das citocinas pré-inflamatorias
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TNF-a, IL-1B e MIP (proteina inflamatodria de macrofagos)-1B3, e de aumentar a
producao da citocina antiinflamatoéria IL-10, em um modelo de inflamacao
induzida por LPS (Otterbein, Bach et al. 2000). Assim, o CO poderia ser usado
no tratamento do choque séptico e outras desordens inflamatorias.

Além da enzima HO-1, ha uma série de proteinas plasmaticas que sao
capazes de ligar o heme livre circulante, com a finalidade de controlar os
efeitos deletérios desta molécula. A hemopexina (Hpx), junto com a
haptoglobina (Hp) e transferrina, formam o quarto grupo mais abundante de
proteinas plasmaticas depois da albumina, imunoglobulinas e proteases
plasmaticas. A Hpx é uma proteina ligadora de heme de 60kDa e que
apresenta uma alta afinidade pelo heme (Ky < 1pM). A Hpx é sintetizada
principalmente pelas células parenquimais hepaticas, mas os neurdnios do
sistema nervoso periférico, as células ganglionares e o ovario também
constituem sitios de sintese de Hpx (Delanghe and Langlois 2001). O receptor
de hemopexina foi identificado como uma proteina relacionada ao receptor
de lipoproteinas de baixa densidade (LRP/CD91) (Hvidberg, Maniecki et al.
2005). Os receptores de hemopexina sao expressos principalmente nos
hepatocitos, mas eles também foram detectados em células
polimorfonucleares, macrofagos, células epiteliais pigmentares da retina,
fibroblastos, neuronios, adipdcitos e em algumas células de linhagens pro-
mielociticas, como HL-60 e U937 (Delanghe and Langlois 2001) (Hvidberg,
Maniecki et al. 2005). Os complexos heme-Hpx ligam-se aos receptores de
hemopexina nas células parenquimais hepaticas e sao entdao endocitados.
Assim, o heme chega ao citoplasma para ser degradado pela HO e a Hpx é
devolvida intacta a «circulacdo depois de ter liberado o heme
intracelularmente. Além disso, a ligacdo do complexo heme-Hpx ao receptor
de Hpx estimula a expressao do gene da HO-1 (Delanghe and Langlois 2001).

Foi demonstrado que a Hpx desempenha um papel protetor importante
durante eventos hemoliticos, uma vez que camundongos que nao expressam
Hpx apresentam uma recuperacao mais lenta, dano renal mais severo e
hemoglobindria apds hemodlise, em comparacao com os animais controles
(Tolosano, Hirsch et al. 1999).
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Assim como a Hpx, a albumina também liga diretamente ao heme,
porém com menor avidez. Por outro lado, albumina esta presente no plasma
em quantidades muito maiores que a Hpx. Assim, a albumina também
funciona com um “scavenger” de heme, porque captura o heme livre,
transportando-o para o figado, onde ele sera degradado pela HO-1 (Noyer,
Immenschuh et al. 1998). Porém, ainda nao foi esclarecido se os complexos
heme-albumina sao reconhecidos por receptores especificos na superficie das
células.

A Haptoglobina (Hp) é a principal proteina plasmatica que liga a
hemoglobina (Hb) livre, com uma grande afinidade (Ky ~ 1pM). Através da
rapida formacao de complexos Hp-Hb, a Hp marca a Hb livre para que seja
degradada nos hepatocitos, reduzindo o dano renal induzido pela Hb (Lim,
Jenner et al. 2000). Recentemente, uma proteina expressa em macrofagos,
CD163, foi identificada como um receptor que sequestra a hemoglobina livre,
mediando a endocitose de complexos Hp-Hb (Kristiansen, Graversen et al.
2001). Tanto a expressao do CD163, como a da Hp sao aumentadas por
mediadores da resposta de fase aguda, como IL-6 (Kristiansen, Graversen et
al. 2001). A endocitose de complexos Hp-Hb mediada por CD163 induz a
degradacao lisossomal da proteina ligante e metabolismo do heme pela HO
citosolica. Assim, a expressao aumentada de Hp, CD163 e HO-1 durante a
resposta de fase aguda, leva a regulacao da inflamacao através de dois
mecanismos: 1) a sinalizacdo mediada por CD163 resulta em mobilizacao de
Ca*? intracelular, producdo de inositol trifosfato e secrecdo aumentada de
citocinas antiinflamatorias; 2) a liberacao intracelular de Hb mediada por
CD163 no macréfago leva a degradacao do heme pela HO-1, e os produtos de
quebra do heme tém potentes efeitos antiinflamatoérios (Moestrup and Moller
2004).

A Hp parece ser um importante agente antioxidante que age
principalmente no tecido renal, durante hemolise. Camundongos deficientes
de Hp (Hp-/-) apresentam dano renal e estresse oxidativo renal mais
pronunciados, com perda da funcdao do o6rgao durante hemdlise, em
comparacao com os animais selvagens (Lim, Jenner et al. 2000). Além disso,

camundongos deficientes de Hp-Hpx (Hp-/- Hpx-/-) tém esplenomegalia,
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inflamacao hepatica acentuada e fibrose durante hemolise aguda induzida por
fenilhidrazina, sugerindo que a Hp e a Hpx podem influenciar o processo
inflamatoério gerado por desordens hemoliticas (Tolosano, Fagoonee et al.
2002).

1.8. Desordens Hemoliticas, Heme e Inflamacao

A hemolise pode ser elevada em condicdes que aumentam a fragilidade
das hemacias, em sitios de fluxo sanguineo turbulento nas artérias, em
pacientes com proteses intracardiacas ou em condicées patologicas, como
anemias hemoliticas, anemia falciforme, talassemias, certas infeccoes virais,
bacterianas ou por parasitas.

Diversas doencas infecciosas (como a malaria e a leptospirose) e nao-
infecciosas (como a anemia falciforme) sdao complicadas por midlise ou
hemodlise e consequentemente os tecidos podem ser expostos a grandes
quantidades de heme livre. A quantidade de heme livre pode aumentar apos
uma sobrecarga extracelular de heme, sintese aumentada de heme,
degradacao acelerada de hemoproteinas, incorporacao diminuida em apo-
hemoproteinas ou por causa de baixa atividade da HO-1, resultando em niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio e consequentemente estresse

oxidativo e dano celular.

1.8.1. Malaria
A malaria € uma doenca hemolitica causada por um parasita. A malaria

causa de 1 a 3 milhdes de mortes por ano. A malaria cerebral € a principal
causa de morte pelo Plasmodium falciparum, uma de quatro espécies que
infectam seres humanos. Alguns individuos infectados com P. falciparum
desenvolvem essa complicacao e entram em coma. Um quarto desses
individuos nao responde a terapia antimalaria e morre sem retomar a
consciéncia. Embora a patogénese precisa da malaria cerebral ainda seja

controversa, acredita-se que os mecanismos de defesa do hospedeiro sejam
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criticos para determinar se os individuos infectados com P. falciparum
desenvolverao malaria cerebral (Hunt and Stocker 2007). A infeccao pelo
Plasmodium elicita no hospedeiro uma resposta imune inata que esta
criticamente envolvida na patogénese da doenca, uma vez que o Plasmodium
expressa na sua superficie um glicolipidio que é reconhecido por receptores
da familia Toll (TLR-2/TLR-1 ou TLR-2/TLR-6) (Ferreira, Balla et al. 2008). A
hemozoina, um cristal derivado do heme e gerado pelo Plasmodium, aumenta
a expressao de TNF-a no sangue total e em macréfagos isolados, indicando
que ela é capaz de estimular mondcitos. Em adicao, a injecao intraperitoneal
de hemozoina induz a migracao dose-dependente de neutrofilos e um alto
nivel de atividade da mieloperoxidase nas células peritoneais (Huy, Trang et
al. 2006). Estes estudos sugerem que estruturas presentes no parasita e a
hemozoina ativam a imunidade inata, participando na patogénese da malaria
severa.

As formas eritrociticas do Plasmodium estao em intimo contato com a
hemoglobina, degradando de 60 a 80% do conteudo total de hemoglobina da
hemacia, para usar como fonte de aminoacidos. Entretanto, a degradacao de
hemoglobina gera heme livre e ROS, sendo que esta combinacao é deletéria
tanto para o parasita quanto para o hospedeiro (Ferreira, Balla et al. 2008).
Recentemente foi descrito que o desenvolvimento de malaria cerebral esta
associado com o acumulo de altas concentracoes de heme livre no plasma,
que seria responsavel pela ruptura da barreira hematoencefalica, favorecendo
a entrada de proteinas plasmaticas, citocinas e antigenos do Plasmodium no

cérebro (Pamplona, Ferreira et al. 2007).

1.8.2. Anemia Falciforme
A anemia falciforme é um exemplo de doenca hemolitica nao-

infecciosa, que apresenta um certo grau de inflamacdao e onde as altas
concentracoes de heme livre intravascular podem desempenhar um papel-
chave. A anemia falciforme é uma desordem sanguinea molecular que é
causada pela substituicaio de um Unico aminoacido na cadeia B da
hemoglobina (chamada HbS). A HbS polimeriza com a desoxigenacao,

produzindo uma hemacia em forma de foice, que é menos deformavel e que
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pode obstruir os vasos sanguineos. Além dos problemas clinicos caracteristicos
da doenca, as oclusdes vasculares sao a principal causa de dor, morbidade e
mortalidade associadas a esta desordem. Pacientes que sofrem de anemia
falciforme exibem uma inflamacao cronica de baixo grau que é associada com
expressao aumentada de moléculas de adesao em células endoteliais ativadas,
leucocitos e reticulocitos (Wagener, Abraham et al. 2001a). Foi demonstrado
que as hemacias falciformes tém um efeito direto sobre as células endoteliais,
iduzindo um aumento na producao de moléculas de adesao por estas células,
0 que cria um ambiente vascular que favorece eventos de adesao (Shiu, Udden
et al. 2000). Além disso, evidéncias crescentes sugerem a presenca de
interacoes célula endotelial-reticulécito e célula endotelial-leucécito na
doenca (Turhan, Weiss et al. 2002). Assim, em adicao a mutacao pontual em
um gene que codifica a Hb, a adesao aumentada de células sanguineas a
parede dos vasos tem importancia significativa na patogénese desta desordem
(Wagener, Abraham et al. 2001a).

A Hb mutada (HbS) torna a hemacia fragil, mais propensa a hemolise, o
que resulta em grandes concentracoes de Hb e heme livres, os quais podem
interagir com o endotélio (Wagener, Abraham et al. 2001a). Foi demonstrado
que o heme induz a expressao de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina em células
endoteliais (Wagener, Feldman et al. 1997). Deste modo, o heme derivado das
hemacias falciformes pode levar a vaso-oclusao através da inducdao de
moléculas de adesao e aderéncia de células sanguineas ao endotélio. Além
disso, a primeira linha de defesa contra os efeito deletérios do heme e/ou Hb,
hemopexina e haptoglobina, respectivamente, frequentemente encontra-se
diminuida em pacientes com anemia falciforme. Isto resulta em perda da
protecao contra a adesao induzida pelo heme (Wagener, Abraham et al.
2001a).

1.8.3. Injuria de Isquemia-Reperfusao
A injuria de isquemia-reperfusao pode ocorrer em varias condicoes

clinicas, incluindo choque hemorragico, infarto do miocardio, diversos
procedimentos cirlrgicos ou durante a procura de oOrgaos para transplante

(Fondevila, Busutil et al. 2003); (Eltzschig e Collard, 2004). As conseqiiéncias
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da privacao do suprimento sanguineo a um 6rgao sao criticas para o resultado
dessas condicdes clinicas. Embora a restauracao do fluxo sanguineo a um
orgao isquémico seja essencial para prevenir uma injuria tecidual irreversivel,
a reperfusdao por si resulta em resposta inflamatdria local e sistémica
(Eltzschig e Collard, 2004).

A injuria de isquemia-reperfusao é caracterizada por ativacao de
leucdcitos (principalmente neutréfilos), quimiotaxia, adesao leucocito-célula
endotelial e transmigracdao. Uma vez no compartimento extravascular, os
neutrofilos ativados produzem ROS, proteases e elastases, resultando em
permeabilidade vascular aumentada, edema, trombose e morte de células
parenquimais. O acumulo de neutréfilos também ¢é facilitado pela IL-8
liberada pelos tecidos hipoxicos, resultando num gradiente quimiotatico, que
direciona estas células para os tecidos afetados (Eltzschig e Collard, 2004). A
elastase dos neutrofilos parece desempenhar um papel critico no
desenvolvimento da injuria hepatica induzida por isquemia e reperfusao,
através da diminuicao da producao de oxido nitrico e prostaciclina, o que leva
a uma reducao no fluxo sanguineo hepatico. Essa reducao é resultante da
inibicao da vasodilatacao e inducao de injuria microvascular estimulada por
neutrofilos ativados (Okajima, Harada et al. 2004).

As citocinas iniciam e mantém a resposta inflamatoria durante a injuria
de reperfusao. TNF-a e IL-1 sao as duas citocinas mais comumente implicadas
na injuria de isquemia-reperfusao hepatica (Serracino-Inglott, Habib et al.
2001). As duas citocinas tém potentes acoes pro-inflamatorias: elas induzem a
sintese de IL-8 e aumentam a expressao de moléculas de adesao (como
selectinas e B-integrinas), levando ao aumento das interacoes leucocito-célula
endotelial, o que resulta em maior producao de citocinas (Serracino-Inglott,
Habib et al. 2001); (Jaeschke 2003). Além disso, a IL-1 estimula a producao de
ROS por neutrofilos (Serracino-Inglott, Habib et al. 2001).

A reperfusao de tecidos isquémicos resulta na formacao de ROS, como
anions superoxido, radicais hidroxila (OH’), acido hipocloroso e perdxido de
hidrogénio. As espécies reativas de oxigénio causam injlria tecidual de varias
maneiras. Como elas sao potentes agentes oxidantes e redutores, as ROS

danificam diretamente as membranas celulares através de peroxidacao
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lipidica. As ROS também estimulam a ativacao e a quimiotaxia de leucocitos,
induzindo a formacao de acido araquidonico mediada pela fosfolipase A;. O
acido araquidonico é precursor dos mediadores lipidicos, como o LTB,. Além
disso, as ROS estimulam a expressao de moléculas de adesao em leucdcitos e
citocinas, através da ativacao de fatores de transcricao, como NF-xB e AP-1
(Eltzschig e Collard, 2004).

A ativacao do sistema complemento é um evento crucial durante a
isquemia-reperfusao em animais experimentais e em humanos. A cascata do
complemento pode ser rapidamente ativada pela liberacao extensiva de
proteinas celulares durante a fase inicial da reperfusao. Os fatores do
complemento, como C5a, aumentam a expressao de moléculas de adesao nos
neutrofilos circulantes e induzem o recrutamento dessas células. Além disso,
C5a induz a producdao de ROS por neutréfilos (Jaeschke 2003). Além das
citocinas inflamatorias e fatores do complemento, quimiocinas e mediadores
lipidicos tém sido implicados na fisiopatologia da isquemia-reperfusao.
Diversos estudos tém demonstrado a importancia das quimiocinas CXC, MIP-2,
KC e CINC-1, na injuria de isquemia-reperfusao hepatica (Hisama, Yamaguchi
et al. 1996); (Lentsch, Yoshidome et al. 1998). O fator ativador de plaquetas
(PAF) é formado principalmente pelas células endoteliais em modelos
experimentais e em humanos durante a injuria de isquemia-reperfusao e induz
a geracao de ROS por neutrofilos, além de induzir a quimiotaxia dessas células
(Jaeschke 2003). O leucotrieno B4 pode contribuir para a amplificacao da
resposta neutrofilica durante a reperfusao, uma vez que ele é produzido em
grandes quantidades por neutrofilos na fase de injlria induzida por essas
células, depois da isquemia (Jaeschke 2003). De fato, o LTB4 parece ser um
dos prinicipais mediadores que levam ao acumulo de neutrofilos e disfuncao
renal em um modelo de isquemia-reperfusao renal em ratos (Noiri, Yokomizo
et al. 2000). Em contradicao a esses estudos, foi demonstrado que a ativacao
dos receptores BLT desempenha um papel pequeno nos danos locais e
sistémicos induzidos por um modelo de isquemia-reperfusao intestinal (Souza,
Pinho et al. 2002).

A expressao da HO-1 é estimulada por diversos fatores, incluindo

estresse oxidativo, hipoxia e isquemia (Wagener, Volk et al. 2003). Estudos
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recentes tém demonstrado que a HO-1 atua como um potente agente
citoprotetor em diferentes modelos de injuria tecidual ou celular. A
administracao de cobalto protoporfirina IX (CoPPIX), um indutor da expressao
de HO-1, resultou na melhora da funcao renal em animais sujeitos a lesao de
isquemia-reperfusao renal. Por outro lado, a administracao de estanho
protoporfirina IX (SnPPIX), inibidor da expressao de HO-1, exacerbou a
disfuncao renal nos animais sujeitos a injaria de isquemia-reperfusao

(Gongalves, Cenedeze et al. 2006).

1.9. A Descoberta da Existéncia de Receptores para Heme

Durante muitos anos, varios autores postularam que, devido a sua
natureza hidrofébica, o heme poderia facilmente intercalar a membrana
celular e prejudicar a bicamada lipidica e outras organelas, como a
mitocondria e o nucleo e desestabilizar o citoesqueleto (Balla, Jacob et al.
1991); (Ryter and Tyrrel 2000). Porém, evidéncias crescentes tém mostrado
que diversos tipos celulares, animais e humanos, possuem receptores
especificos, capazes de ligar heme. Além disso, a ligacao do heme nesses
receptores € capaz de induzir diversas vias de sinalizacao intracelular e
estimular diferentes funcoes nas células.

Em 1985, Galbraith e colaboradores demonstraram a existéncia de um
receptor para heme na membrana plasmatica de células de eritroleucemia
murina (MEL). A ligacao de alta afinidade do heme a células MEL intactas foi
saturavel, dependente de pH e degradada por tripsina, sugerindo a existéncia
de uma proteina ligadora de heme, em vez de uma interacao fisico-quimica
difusional com a bicamada lipidica. Galbraith demonstrou a ligacao do heme
em células de hepatoma humano (HepG2) (Galbraith 1990). Worthington e
colegas caracterizaram uma proteina transportadora de heme em células
intestinais e em hepatocitos (Worthington, Cohn et al. 2001). Estes estudos
mostram a existéncia de receptores para heme em células murinas e
humanas, mas nao identificam as proteinas especificas capazes de ligar heme

nestas células.
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Estudos recentes identificaram proteinas de superficie celular
especificas que diretamente interagem com heme. O receptor para o virus da
leucemia felina tipo C (FLVCR) é um membro da superfamilia de proteinas
transportadoras e é responsavel pelo exporte de heme citoplasmatico em
células eritroides. O FLVCR humano é requerido para o desenvolvimento
dessas células e para protegé-las da toxicidade do heme. A inibicao desse
receptor diminui o exporte do heme, para a maturacao eritroide e leva a
apoptose (Quigley, Yang et al. 2004). A proteina de membrana HCP-1
(proteina carreadora de heme-1) foi identificada como um importador
intestinal de heme. O mRNA da HCP-1 foi altamente expresso na mucosa
duodenal, principal sitio de absorcao de heme (Shayeghi, Latunde-Dada et al.
2005). A proteina transportadora da familia ABC, ABCB6, é associada com a
membrana externa da mitocondria e interage especificamente com heme e
porfirinas para transporta-los do citoplasma para dentro da mitocondria. Esse
processo € importante para o controle da biossintese de heme
(Krishnamurthy, Du et al. 2006).

O nosso grupo demonstrou que o heme é capaz de induzir a producao
de TNF-o por macrofagos e células dendriticas de maneira dependente do
receptor TLR-4, CD14 e proteina de diferenciacao mieloide-88 (MyD88)
(Figueiredo, Fernandez et al. 2007).

Considerando que o heme induz a migracao de neutroéfilos in vitro e
que moléculas quimiotaticas, independentemente da sua natureza, ativam
GPCR, nos hipotetizamos que o heme ativa um GPCR para induzir a migracao

de neutrofilos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar os mecanismos moleculares envolvidos na inflamacao

desencadeada por heme.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do heme e de moléculas analogas na migracao de
neutrofilos in vivo e in vitro;

e Caracterizar o efeito do sangue na migracao de neutrofilos in
vivo;

e Avaliar o envolvimento de vias de sinalizacao de quimioatraentes
na migracao e na producao de ROS por neutrofilos induzidas por
heme;

e Analisar o efeito de antagonistas de receptores quimiotaticos
sobre a migracao e a geracao de ROS por neutroéfilos induzidas
por heme;

e Analisar os sistemas geradores de ROS ativados por heme,
necessarios para a migracao de neutrofilos;

e Avaliar o efeito do heme sobre a permeabilidade vascular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

O heme (Ferro-Protoporfirina IX), Estanho-Protoporfirina IX, Manganés-
Protoporfirina IX,  Cobalto-Protoporfirina IX, Mesoporfirina, Ferro-
Mesoporfirina e Paladio-Mesoporfirina foram obtidos comercialmente da
Porphyrin Products, Inc. A Protoporfirina IX foi obtida da Aldrich. A Zinco-
Protoporfirina IX foi proveniente da ICN Biomedicals, Inc. O DPI, Alopurinol,
Apocinina e N-Acetilcisteina (NAC) foram obtidos comercialmente da Sigma. O
meio RPMI 1640 foi proveniente da LGC Biotecnologia. O soro fetal bovino
(FCS) e a solucao salina de Hanks (HBSS) foram obtidos comercialmente da
Hyclone. O Histopaque-1077, LPS (O111:B4) e Tioglicolato foram obtidos da
Sigma-Aldrich. O LTBy4, PAF, LY255283, U-75302 e LY294002 foram obtidos da
Cayman Chemical. A Toxina Pertussis (PTX), U-73122, Y-27632, SB203580,
PD98058 e Bis-Indoilmaleimida IV foram provenientes da Calbiochem. 5-(and-
6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester (CM-
H,DCFDA) foi obtido comercialmente da Molecular Probe. O Zileuton e o
CP105,696 foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Claudio Canetti, Instituto
de Biofisica, UFRJ. O FCCP foi gentilmente doado pelo Prof. Dr. Pedro L.

Oliveira, Insituto de Bioquimica Médica, UFRJ.

3.2. Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram camundongos das linhagens
C57/BL6, C57/BL10 e C57/BL10 ScCr, com idade entre 6 e 8 semanas e
pesando em torno de 20 gramas. Todos os animais foram provenientes do
Biotério Central da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e mantidos no Biotério
do Departamento de Imunologia do IMPPG em temperatura constante (25°C) e
com ciclos de 12 horas de luz/escuridao. O cuidado e o manuseio dos animais

estavam de acordo com as normas do Comité de Etica da UFRJ.
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3.3. Solucoes-estoque de Heme e seus Analogos

Nos experimentos de migracao de neutréfilos in vivo, as solucoes-
estoque de heme e moléculas analogas (3mg/mL) foram feitas em NaOH 0, 1N,
filtradas e diluidas em solucao salina apirogénica imediatamente antes do uso.
Nos experimentos de migracao de neutrofilos in vitro, as solucdes-estoque de
heme e analogos (5mM) foram feitas em NaOH 0,1N, filtradas e diluidas em

meio RPMI 1640 imediatamente antes do uso.

3.4. Indugao do Recrutamento de Neutrofilos in vivo

O recrutamento de neutrofilos in vivo foi induzido com uma injecao
intraperitoneal (i.p.) de heme (3-300ug/cavidade), sangue (200uL),
protoporfirina IX (PPIX; 6-600ug/cavidade), zinco-PPIX, estanho-PPIX,
manganés-PPIX, cobalto-PPIX, mesoporfirina, ferro-mesoporfirina ou paladio-
mesoporfirina (100ug/cavidade) em um volume de 200uL. Os animais do grupo
controle receberam uma injecao i.p. de solucao salina apirogénica no mesmo
volume. Apds 4 horas, os animais foram sacrificados e as cavidades
peritoneais foram lavadas com 3mL de PBS gelado. O nimero de leucocitos
totais presentes no fluido peritoneal foi contado em camara de Neubauer,
apos diluicaio com Turk. Além disso, os leucocitos presentes no fluido
peritoneal foram citocentrifugados, fixados e corados com o kit Diff-Quick
(Baxter Travenol Laboratories), para que fosse feita a contagem diferencial
das células recrutadas em microscépio optico, sob objetiva de imersao.

Nos experimentos cujo objetivo foi determinar o efeito do sangue na
migracao de neutrofilos, o sangue foi coletado de camundongos C57/BL6 e os
neutrofilos e células mononucleares foram contados. Ao lavado peritoneal
coletado dos animais injetados com sangue foram acrescentados 9mL de agua
deionizada gelada e 3mL de KCl 0,6M gelado para a lise das hemacias, e o

numero de neutrofilos e células mononucleares injetadas foi descontado.
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Nos experimentos cujo objetivo foi avaliar o papel do receptor TLR-4 no
recrutamento de neutrdéfilos induzido por heme, camundongos tir4+/+ e tlr4-
/- foram injetados i.p. com heme (60ug/cavidade) em um volume de 200uL.
Os grupos controle receberam uma injecao i.p. de salina apirogénica ou LPS

(0,5ug/cavidade) no mesmo volume.

3.5. Purificacdo de Neutrofilos Humanos

Os neutrofilos foram coletados do sangue periférico de voluntarios
humanos sadios em seringas heparinizadas. O sangue foi diluido 2X em solucao
salina de Hanks (HBSS), adicionado lentamente sobre um gradiente de Ficoll
(Lymphoprep, Nycomed Pharma AS.) (10 mL de Ficoll para 20 mL de sangue) e
centrifugado a 1100 rpm, por 45 minutos em temperatura ambiente. Apods
este periodo, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 9 mL de
agua deionizada gelada e 3 mL de cloreto de potassio 0,6M gelado ao pellet
formado por hemacias e granuldcitos, para a lise das hemacias. Os neutrofilos
foram entao ressuspendidos em meio RPMI 1640 1% FCS. A viabilidade dos
neutrofilos foi avaliada através do ensaio de exclusdao com azul de trypan.
Para analisar a pureza dos neutroéfilos, uma aliquota das células purificadas foi
citocentrifugada, fixada e corada e foi feita a contagem das células em

microscopio optico.

3.6. Ensaio de Quimiotaxia de Neutrofilos

Os ensaios de quimiotaxia foram feitos em microplacas de quimiotaxia
de 96 pocos (ChemoTx System, NeuroProbe, Inc.) ou em sistema Transwell
(Corning), usando uma membrana de policarbonato de 5um.

Os indutores da quimiotaxia de neutroéfilos foram adicionados nos

pocos inferiores da placa em meio RPMI 1640, na presenca de 1% de soro fetal
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bovino (FCS), em um volume de 300uL. Os neutroéfilos suspensos em meio RPMI
1640 foram adicionados nos pocos superiores da placa (5x10* células/50uL) e
incubados por 2 horas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apos a incubacao,
os neutrofilos que migraram para os pocos inferiores foram coletados e
contados em camara de Neubauer. A migracao dos neutréfilos em direcao ao
meio RPMI 1640 sozinho (migracao randémica) foi utilizada como controle
negativo e a migracao em direcao ao Leucotrieno B4 (1nM) foi usada como
controle positivo. O indice quimiotatico foi calculado como sendo o nimero
de células que migraram em direcao ao estimulo dividido pelo nimero de
células que migraram em direcao ao meio RPMI 1640 sozinho. Todos os ensaios
foram feitos em triplicata.

p38), PLC-B, RhoK, NADPH oxidase, xantina oxidase, mitocondria, BLT1 e BLT2
na migracao de neutrdéfilos induzida por heme, os neutrofilos humanos foram
pré-tratados com inibidores seletivos dessas vias de sinalizacao por periodos

de tempo determinados, conforme indicam as legendas das figuras.

3.7. Ensaio de Geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio

Os neutrofilos humanos (10° células/microtubo) foram pré-tratados com
inibidores seletivos de: proteina G (PTX; 100ng/mL por 2 horas), PI3K
(LY294002; 50uM por 30 min.), PLC-B (U-73122; 1uM por 1 hora), PKC (Bis-
Indoilmaleimida IV; 10nM por 1 hora), RhoK (Y-27632; 1uM por 2 horas), p38
(5B203580; 10uM por 1 hora), ERK (PD98059; 30uM por 1 hora), NADPH oxidase
(Apocinina; 1uM por 30 min.), flavoproteinas (DPI; 100uM por 30 min.),
complexo | mitocondrial (Rotenona; 1uM por 30 min.), Xantina oxidase
(Alopurinol; 1uM por 30 min.), desacoplador da mitocondria (FCCP; 1ug/mL
por 30 min.), antioxidante nao-seletivo (N-Acetilcisteina - NAC; 1mM por 30
min.) ou com antagonistas de BLT1 (CP105,696; 10nM por 2 horas ou U-75302;
10uM por 2 horas) e BLT2 (LY-255283; 10uM por 2 horas) a 37°C em atmosfera
de 5% de CO,. Apds a pré-incubacao, os neutrofilos foram estimulados com

heme (30uM) por 1 hora a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e incubados com
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5-(e 6-) clorometil-2’, 7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato acetil éster
(CM-H,DCFDA) em solucao salina de Hank’s por 30 minutos a 37°C em 5% de
CO;. A producao de ROS foi analisada por citometria de fluxo, usando
FACSCalibur (BD Biosciences).

3.8. Ensaio de Permeabilidade Vascular in vivo

Os hamsters foram anestesiados com uma injecao i.p. de pentobarbital
de sodio suplementado com a-cloralose i.v. (2,5% peso/volume em solucao
salina) através de um catéter na veia femoral. Uma canula traqueal foi
inserida para facilitar a respiracao espontanea e a temperatura corporal foi
mantida em 37°C. O “cheek pouch” (HCP) foi evertido e montado em uma
placa no microscopio, e uma area de 1cm? foi preparada para observacdes da
microcirculacao por microscopia intravital. Apos 30 minutos, fluorescein-
labeled dextran (FITC-dextran - 100 mg/Kg de peso corporal) foi injetado i.v.
e utilizado como tracador macromolecular. O HCP foi continuamente
perfundido com uma solucao salina tamponada com HEPES-bicarbonato (pH
7,4), numa taxa constante de 5 mL/minuto. A microcirculacao do HCP foi
acessada usando um microcopio Axioskop 40 com objetiva de 4X e oculares de
10X (Zeiss), equipado com filtros de 490/520 nm para observacdes da
fluorescéncia. As imagens foram capturadas com uma camera digital
(AxioCamHRc; Zeiss) e processadas com o programa AxioVision 4.4 (Zeiss).
Cada imagem de uma area de 5 mm? consistiu de 1.388 X 1.040 pixels. As
imagens gravadas no computador consistiram de 8.37MB cada e foram
armazenadas concomitantemente com os dados técnicos, com data e hora da
exposicao. O programa AxioVision 4.4 foi usado para as medicoes do diametro
arteriolar e fluorescéncia total numa area retangular representativa (5 mm?)
do HCP preparado (aproximadamente 1 c¢cm?), com uma ou duas arteriolas
variando de 20 a 60 um de diametro sendo aptas para as medicdes. Para as
comparacoes, o diametro no final do periodo controle de 30 minutos (tempo
0) foi fixado em 100%. Apds a injecao i.v. de FITC-dextran, as imagens da
microvasculatura foram gravadas em intervalos de 5 minutos durante todo o

periodo experimental.
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Apos a injecdo i.v. de FITC-dextran e um periodo inicial controle de 30
minutos para estabelecer o fluxo sanguineo normal e as condicoes da
permeabilidade vascular, a perfusao do HCP foi interrompida e o heme (5-20
uM) em um volume de 250 uL de salina foi aplicado na area do HCP durante 9

minutos até que a perfusao foi reiniciada.

3.9. Método para Analise dos Resultados

Os resultados obtidos foram analisados com a ajuda do programa
GraphPad Prism 5, utilizando o Teste t de Student e o Teste nao paramétrico
de Mann-Whitney. Os dados foram representados como média + EPM e foram

considerados significativos quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Moléculas analogas ao heme sdo quimiotaticas para neutrofilos

in vitro.

Graca-Souza e colaboradores (2002) mostraram que o heme é capaz de
induzir a migracao de neutrofilos tanto in vitro como in vivo. Nesta tese, nos
utilizamos o heme e diversos analogos para determinar os motivos estruturais
necessarios para a inducao da migracao de neutrofilos. Inicialmente, nos
caracterizamos o efeito de diferentes concentracées de heme na migracao de
neutrofilos in vitro. O heme induz a migracdao de neutroéfilos, de forma
dependente de concentracao, com a dose de 3 pM induzindo a melhor
resposta (Fig. 6A). A falta do atomo de ferro nao afetou a capacidade da
protoporfirina IX induzir a migracao dos neutrofilos de maneira dose-
dependente (Fig. 6B). Este resultado sugere que o anel porfirinico é a parte
essencial na molécula do heme envolvida na ativacao de neutrofilos. Por outro
lado, a mesoporfirina IX nao foi capaz de induzir a quimiotaxia de neutrofilos
(Fig. 6C). A mesoporfirina IX tem uma estrutura similar a da protoporfirina IX,
mas faltam os dois grupamentos vinil, que sao substituidos por grupos etila.
Estes dados indicam que a inducao da migracao de neutrofilos in vitro por
heme e seus analogos requer a presenca dos grupos vinil, mas nao do atomo

de ferro.
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Fig. 6. Moléculas analogas ao heme sdo quimiotaticas para neutréfilos in vitro.
Neutréfilos humanos foram estimulados a migrar em direcao a diferentes
concentracdes de (A) heme (1-30 pM), (B) protoporfirina IX (1-30 pM) ou (C)
mesoporfirina IX (3-100 pM) na presenca de 1% FCS por 2 horas a 37°C. O controle
negativo (NCtrl) foi meio RPMI 1640 e o controle positivo (PCtrl) foi LTB4 (1nM).
Depois da incubacao, as células que migraram foram contadas e o indice quimiotatico
foi calculado. Os dados sao representativos de dois experimentos independentes,
feitos em triplicata para cada amostra e sdo expressos como média + EPM. * P < 0.05
comparado ao controle negativo.
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4.2. O efeito do heme é seletivo para neutrofilos.

A partir dos resultados de migracdao de neutrofilos in vitro, nos
resolvemos analisar o efeito de diferentes doses de heme no recrutamento de
neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos. Para isso, os animais
foram injetados i.p. com doses crescentes (3-300 ug/cavidade) de heme. Os
animais do grupo controle receberam uma injecao i.p. de salina apirogénica.
Apos 4 horas, os animais foram sacrificados e a cavidade peritoneal foi lavada
com PBS gelado e as células presentes no fluido peritoneal foram contadas.
Como mostra a Fig. 7A, o heme foi capaz de induzir o recrutamento de
neutrofilos in vivo, de maneira dose-dependente.

NOs investigamos se o heme seria capaz de induzir também o
recrutamento de células mononucleares para o peritoneo dos animais. O
efeito do heme (30 pg/cavidade) foi seletivo para neutrofilos, uma vez que
nao houve aumento no numero de células mononucleares recrutadas para a
cavidade peritoneal dos camundongos, de 90 minutos a 48 horas apos a

injecao (Fig. 7B).
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Fig. 7. O efeito do heme é seletivo para neutréfilos. (A) Camundongos foram
injetados i.p. com diferentes doses de heme (3-300 pg/cavidade). Apos 4 horas, os
animais foram sacrificados e as contagens diferenciais no fluido peritoneal foram
determinadas. (B) Camundongos foram injetados com heme (30 pg/cavidade). Apds
1,5, 4, 8, 12, 24 e 48 horas, os animais foram sacrificados e as contagens celulares no
fluido peritoneal foram feitas. Os animais do grupo controle receberam solucao
salina. Os dados sao representativos de dois experimentos independentes (n=5 para
cada grupo de tratamento) e expressos como média + EPM do nimero de células no
fluido peritoneal. *P < 0.05 comparado ao grupo controle.
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4.3. Moléculas andlogas ao heme sdo quimiotaticas para neutrofilos

in vivo.

Visando esclarecer os motivos estruturais na molécula do heme
necessarios para o recrutamento de neutrdfilos in vivo, diferentes moléculas
analogas ao heme foram injetadas i.p. em camundongos.

A protoporfirina IX induziu o recrutamento de neutrofilos in vivo, de
forma dependente de dose (Fig. 8A). Moléculas analogas ao heme, com
substituicdes nos metais ligados ao anel porfirinico, também foram capazes de
induzir a migracao de neutrofilos in vivo (Fig. 8B). Assim, parece que o metal
ligado ao anel tetrapirrdlico nao € a parte fundamental para a inducao da
migracao de neutrofilos por heme e moléculas analogas.

Em contraste, as mesoporfirinas nao foram capazes de induzir a
migracao de neutréfilos in vivo (Fig. 8C). Estes resultados confirmam os
achados dos ensaios in vitro, que mostram que o efeito do heme sobre a
migracdo de neutrofilos € dependente da presenca dos grupos vinil na sua

estrutura, mas nao da presenca do atomo de ferro.
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Fig. 8. Moléculas analogas ao heme sdo quimiotaticas para neutroéfilos in vivo. (A)
Diferentes doses de protoporfirina IX (3-300 pg/cavidade) foram injetadas i.p. em
camundongos. Camundongos receberam uma injecao de (B) Zn-protoporfirina IX, Sn-
protoporfirina IX, Mn-protoporfirina IX, Co-protoporfirina IX (100 pg/cavidade) ou (C)
mesoporfirina IX, Fe-mesoporfirina IX, Pd-mesoporfirina IX (100 pg/cavidade). O
grupo controle foi injetado com solucdao salina. Apds 4 horas, as contagens
diferenciais no fluido peritoneal foram determinadas. Os dados sao representativos
de dois experimentos independentes (n=5 para cada grupo de tratamento) e
expressos como média + EPM do ndmero de células no fluido peritoneal. *P < 0.05

comparado ao grupo controle.
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4.4. A mesoporfirina IX inibe a migracdo de neutrodfilos induzida

por heme in vitro.

Com base nos resultados que mostram que as mesoporfirinas nao sao
capazes de induzir a migracao de neutréfilos in vitro, noés resolvemos
investigar se estas moléculas poderiam atuar como antagonistas do heme.
Para isso, neutrofilos humanos foram estimulados a migrar em direcao a
concentracao oOtima de heme (3 uM) ou em direcao a concentracoes
crescentes de mesoporfirina IX (3-30 uM) na presenca da concentracao 6tima
de heme. Quando o heme foi adicionado junto com concentracdes crescentes
de mesoporfirina IX, uma inibicdo completa da migracao dos neutrofilos
induzida por heme foi observada. (Fig. 9A), o que sugere que a mesoporfirina
IX pode atuar como antagonista do heme. Por outro lado, quando a
mesoporfirina foi adicionada com outro agente quimiotatico para neutrofilos,
o PAF, nao foi observada inibicao da migracao (Fig. 9B), sugerindo que o

efeito inibitdrio da mesoporfirina IX é seletivo para o heme.
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Fig.9. A mesoporfirina IX inibe a migracdo de neutroéfilos induzida por heme in
vitro. (A) Neutréfilos humanos foram estimulados a migrar em direcao ao heme (3
HM) ou em direcao a diferentes concentracées de mesoporfirina IX ( 3-10 yM) + heme
(3 M) por 2 horas a 37°C. Apos a incubacao, as células que migraram foram contadas
e o indice quimiotatico foi calculado. (B) Neutrofilos migraram em direcao ao PAF (1
pUM) ou em direcao a mesoporfirina IX (30 uM) + PAF (1 pM). Os dados sao
representativos de dois experimentos independentes, feitos em triplicata para cada
amostra e sao expressos como média + EPM. * P < 0.001 comparado ao controle
negativo; **P < 0.001 comparado aos neutrofilos estimulados com heme.
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4.5. A mesoporfirina IX inibe o recrutamento de neutrofilos

induzido por heme ou sangue.

Desordens hemoliticas e hemorragicas estao associadas a uma resposta
inflamatoria intensa, caracterizada pelo recrutamento de neutrofilos, os quais
podem causar lesdao tecidual. Para mimetizar um evento hemorragico e
esclarecer o mecanismo envolvido no recrutamento de neutrofilos induzido
por hemorragia, camundongos foram injetados i.p. com heme ou sangue. Apos
4 horas, os neutrofilos presentes no fluido peritoneal foram contados. De
maneira semelhante ao heme, a injecao de sangue foi capaz de induzir o
recrutamento de neutroéfilos para a cavidade peritoneal de camundongos (Fig.
10A). Esse efeito foi abolido quando os animais receberem uma injecao i.p. de
mesoporfirina IX imediatamente antes da injecao de heme ou de sangue (Fig.
10A). Esse resultado sugere que o efeito do sangue na migracao de neutroéfilos
foi mediado pelo heme. Por outro lado, o tratamento com mesoporfirina IX
nao interferiu no recrutamento de neutrofilos induzido por outros agentes
inflamatédrios, como LPS ou tioglicolato (Fig. 10B), indicando mais uma vez

que o efeito antagonista da mesoporfirina IX é seletivo para o heme.
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Fig. 10. A mesoporfirina IX inibe o recrutamento de neutréfilos induzido por
heme ou sangue. (A) Camundongos foram injetados com heme (30 pg/cavidade),
sangue (200 pL), mesoporfirina IX (100 pg/cavidade), mesoporfirina IX + heme ou
mesoporfirina X + sangue. (B) Camundongos receberam uma injecao de
mesoporfirina IX (100 pg/cavidade), LPS (500 ng/cavidade), tioglicolato 3% (200 pL),
mesoporfirina IX + LPS ou mesoporfirina IX + tioglicolato. Ap6s 4 horas, os animais
foram sacrificados e os neutrofilos presentes no fluido peritoneal foram contados. Os
dados sao representativos de dois experimentos independentes (n=5 para cada grupo
de tratamento) e expressos como média + EPM do nimero de células no fluido
peritoneal. *P < 0.05 comparado ao grupo controle; **P < 0.05 comparado aos grupos
tratados com heme ou sangue.
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4.6. O recrutamento de neutrofilos induzido por heme ndo depende
de TLR-4.

Recentemente nds mostramos que o heme € capaz de induzir a
secrecao de TNF-a por macrofagos de maneira dependente da ativacao do
receptor TLR-4 (Figueiredo, Fernandez et al. 2007).

Com o objetivo de caracterizar o papel do TLR-4 no recrutamento de
neutrofilos induzido por heme, os camundongos C57/Bl10 ScCr, que
apresentam uma delecao no gene Tlr4 e nao expressam o receptor TLR-4
(Poltorak, He et al. 1998), receberam uma injecao i.p. de heme (60
ug/cavidade), LPS (0,5 pg/cavidade) ou salina. Como controle, os
camundongos selvagens receberam os mesmos tratamentos. Apos 4 horas, as
células presentes no lavado peritoneal foram contadas. Como mostra a Fig.
11, o heme induziu o recrutamento de neutroéfilos para a cavidade peritoneal
dos animais selvagens. Este efeito também foi observado nos animais que nao
expressam o TLR-4. Como era esperado, o LPS foi capaz de induzir o
recrutamento de neutroéfilos para o peritonio dos animais selvagens, mas nao
induziu a migracao dos neutrofilos para a cavidade peritoneal dos animais
deficientes de TLR-4. Estes resultados indicam que o heme induz o
recrutamento de neutréfilos in vivo de maneira independente do receptor
TLR-4.
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Fig. 11. O recrutamento de neutréfilos induzido por heme nédo depende de TLR-4.
Camundongos Tlr4"* e Tlr4”“ foram injetados i.p. com heme (60 pg/cavidade) ou LPS
(0,5 ug/cavidade). O grupo controle recebeu uma injecao de salina apirogénica. Apds
4 horas, os animais foram sacrificados e as contagens diferenciais no fluido
peritoneal dos animais foram determinadas. Os dados sao representativos de dois
experimentos independentes (n=5 para cada grupo de tratamento) e expressos como
média + EPM do nimero de células no fluido peritoneal. *P < 0.05 comparado ao
grupo tratado com salina.
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4.7. O efeito do heme na migragdo de neutrofilos depende de vias

de sinalizacdo caracteristicas de quimioatraentes.

Um estudo prévio mostrou que o heme induz a migracao de neutrofilos
in vitro de maneira dependente da ativacao de PKC. Além disso, o heme induz
a producao de anion superoxido por essas células, bem como um aumento na
expressao de mRNA de IL-8 (Graca-Souza, Arruda et al. 2002). Essa ativacao
parece apresentar algumas semelhancas com o mecanismo desencadeado por
ligantes de receptores quimiotaticos. De fato, as diversas moléculas com
caracteristica quimiotatica ativam receptores especificos da familia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR).

NoOs usamos a toxina pertussis (PTX) para avaliar o envolvimento da
proteina Go; na migracao de neutrofilos induzida por heme. O pré-tratamento
dos neutrofilos com PTX bloqueou a migracao dessas células induzida por
heme (Fig. 12A). Apos isso, nos analisamos o envolvimento de vias de
sinalizacao direta ou indiretamente reguladas pela subunidade GPy. O pré-
tratamento de neutrdéfilos com inibidores seletivos de PI3K (LY294002), PLC-
(U-73122), Rho quinase (Y-27632), ERK (PD98059) e p38 (SB203580)
profundamente diminuiram a migracao induzida por heme (Fig. 12B-E). A
viabilidade celular no fim dos experimentos foi sempre maior do que 97% para
os controles, assim como para as células tratadas com os inibidores. Estes
resultados indicam o envolvimento de vias de sinalizacao disparadas pela

ativacao de receptores acoplados a proteina G;.
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Fig. 12. O efeito do heme na migracdo de neutréfilos depende de vias de
sinalizacdo caracteristicas de quimioatraentes. Neutréfilos humanos foram pré-
tratados com: (A) toxina pertussis (100 ng/mL) por 2 horas; (B) inibidor de PI3K,
LY294002 (50 pM) por 30 minutos; (C) inibidor de fosfolipase C-8, U-73122 (1 pM) por
1 hora; (D) inibidor de Rho quinase, Y-27632 (1 uM), por 2 horas ou inibidores de
MAPK, SB203580 (p38, 10 uM) e PD98059 (ERK, 30 pM) por 1 hora a 37°C e estimulados
a migrar em direcao ao heme (3 pM). As células que migraram foram contadas e o
indice quimiotatico foi calculado. Os dados sao representativos de dois experimentos
independentes, feitos em triplicata para cada amostra e sdo expressos como média +
EPM. * P < 0.01 comparado ao controle negativo; **P < 0.01 comparado aos
neutrdéfilos estimulados com heme.
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4.8. A producdo de ROS induzida por heme é dependente de
proteina Gi e PI3K.

Nos utilizamos um painel de inibidores similar ao que usamos nos
experimentos de quimiotaxia para definir as vias de sinalizacao envolvidas na
geracao de ROS induzida por heme em neutréfilos. Os neutrofilos foram pré-
tratados com inibidores seletivos de proteina Gi, PI3K, PLC-B, PKC, Rho
quinase, p38 e ERK. Apos o pré-tratamento, as células foram estimuladas com
heme (30 uM) e incubadas com CM-H,DCFDA. O CM-H,DCFDA atravessa
passivamente a membrana celular e uma vez no citoplasma é clivado por
esterases intracelulares. Os produtos desta reacao sao retidos no interior
celular e oxidados a sua forma fluorescente pelas ROS. A fluorescéncia pode
ser detectada utilizando citometria de fluxo.

O pré-tratamento com PTX ou LY294002, inibidores de proteina Gi e
PI3K, respectivamente, aboliu a geracao de ROS induzida por heme em
neutroéfilos (Fig. 13A e B). Por outro lado, os inibidores de PLC-B (U-73122),
PKC (Bis-Indoilmaleimida IV), RhoK (Y-27632), ou p38 (SB203580) parcialmente
inibiram o efeito do heme na geracao de ROS (Fig. 13C-F). O inibidor de ERK
1/2 (PD98059) nao inibiu a producao de ROS induzida por heme em neutroéfilos
(Fig. 13G). Esses resultados indicam que a ativacao de proteina G e PI3K é
necessaria para a geracao de ROS induzida por heme. Assim, parece que o
heme ativa vias de sinalizacao seletivas para a inducao da producao de ROS

em neutrofilos.
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Fig. 13. A producao de ROS induzida por heme é dependente de proteina Gi e
PI3K. Neutroéfilos humanos foram pré-tratados com: (A) PTX (100ng/mL) por 2 h, (B)
inibidor de PI3K, LY294002 (50uM) por 2 h, (C) inibidor de PLC-B, U-73122 (1uM) por 1
h, (D) inibidor de PKC, Bis-Indoilmaleimida IV (10nM) por 1 h, (E) inibidor de RhoK, Y-
27632 (1uM) por 1 h, (F) inibidor de p38, SB203580 (10uM) por 1 h e (G) inibidor de
ERK, PD98059 (30uM) por 1 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apos esse periodo,
os neutrofilos foram estimulados com heme (30uM) por 1 h a 37°C em atmosfera de
5% de CO, e incubados com CM-H,DCFDA (2uM) por 30 min. A producao de ROS foi
analisada por citometria de fluxo. Os dados sao representativos de dois experimentos

independentes.
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4.9. A produgdo de ROS induzida por heme ocorre pela ativagdo da
NADPH Oxidase.

Graca-Souza e colaboradores (2002) mostraram que o heme induz a
geracao de superoxido de maneira dose-dependente, através da ativacao de
flavoproteinas. Nos entao resolvemos avaliar se o heme poderia estar ativando
outros sistemas de geracao de ROS em neutréfilos humanos. Os neutrofilos
foram pré-tratados como um antioxidante nao-seletivo (N-Acetilcisteina -
NAC), inibidor do complexo | mitocondrial (Rotenona), inibidor seletivo da
Xantina Oxidase (Alopurinol), inibidor seletivo da NADPH Oxidase (Apocinina),
inibidor de flavoproteinas (DPI) ou com um desacoplador da mitocondria
(FCCP).

Conforme a Fig. 14B, o pré-tratamento com NAC aboliu a producao de
ROS induzida por heme em neutrdfilos. Por outro lado, o pré-tratamento com
os inibidores do complexo | mitocondrial e da Xantina Oxidase nao inibiu a
geracao de ROS induzida por heme (Fig. 14C e D). Curiosamente, o inibidor
especifico da NADPH Oxidase nao foi capaz de inibir a producao de ROS
induzida por heme, mas o DPl, que a inibe as flavoenzimas e,
consequentemente acaba inibindo a NADPH Oxidase, foi capaz de inibir a
geracao de ROS (Fig. 14E e F). O desacoplador da mitocondria também nao
inibiu a geracao de ROS induzida por heme em neutroéfilos (Fig. 14G). Esses
resultados indicam que a mitocondria e a Xantina Oxidase nao estao
envolvidas na producao de ROS induzida por heme em neutroéfilos, mas apenas

a via da NADPH Oxidase € importante nesse fenémeno.
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Fig. 14. A producdo de ROS induzida por heme ocorre pela ativacao da NADPH
Oxidase. (A) Neutrdfilos estimulados com meio RPMI 1640 e incubados com CM-
H,DCFDA (2uM) por 30 min (Controle). Neutréfilos humanos foram pré-tratados com:
(B) NAC (1 mM), (C) Rotenona (1 uM), (D) Alopurinol (1 uM), (E) DPI (100 uM) por , (F)
Apocinina (1 uM) ou (G) FCCP (1 pug/mL) por 30 minutos a 37°C em atmosfera de 5%
de CO,. Apos esse periodo, os neutroéfilos foram estimulados com heme (30uM) por 1
hora a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e incubados com CM-H,DCFDA (2uM) por 30
minutos. A producao de ROS foi analisada por citometria de fluxo. Os dados sao
representativos de dois experimentos independentes.
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4.10. A migracdo de neutrofilos induzida por heme depende da

geracao de ROS pela NADPH oxidase.

Como o heme foi capaz de induzir a producao de ROS em neutrofilos,
de maneira dependente da ativacao da NADPH Oxidase, nds resolvemos
investigar o papel das espécies reativas de oxigénio na migracao de
neutrofilos por heme e qual seria o sistema gerador das espécies reativas de
oxigénio envolvido nesse efeito do heme. Sendo assim, os neutréfilos foram
pré-tratados com N-Acetilcisteina (NAC), Rotenona, Alopurinol, Apocinina ou
com DPI antes de serem estimulados a migrar em direcao ao heme.

O antioxidante NAC inibiu parcialmente a migracao dos neutrofilos
induzida por heme, assim como os inibidores da NADPH Oxidase e de
flavoproteinas (Fig. 15A e D). Por outro lado, os inibidores da Xantina Oxidase
e do complexo | mitocondrial nao tiveram efeito sobre a migracao de
neutrofilos (Fig. 15B e C). Esses resultados sugerem que a migracao de
neutrofilos induzida por heme é parcialmente dependente da producao de

espécies reativas de oxigénio pela NADPH Oxidase e por flavoproteinas.
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Fig. 15. A migracao de neutroéfilos induzida por heme depende da geracdo de ROS
pela NADPH oxidase. Neutréfilos humanos foram pré-tratados com: (A) N-
Acetilcisteina (NAC) (1 mM), (B) Rotenona (1 pM), (C) Alopurinol (1 pM), e (D) DPI
(100 pM) ou Apocinina (Apo) (1 pM) por 30 minutos a 37°C a 5% de CO, e estimulados
a migrar em direcao ao heme (3 pM) por 2 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,.
As células que migraram foram contadas e o indice quimiotatico foi calculado. Os
dados sao representativos de dois experimentos independentes, feitos em triplicata
para cada amostra e sdo expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado ao
controle negativo (NCtrl); **P < 0.05 comparado aos neutrofilos estimulados com
heme.
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4.11. O motivo ligador de heme (CXXCH) esta presente nos
receptores BLT1 e BLT2.

Os nossos dados mostram que o heme induz a migracao de neutrofilos
de maneira dependente da ativacao de vias de sinalizacao que sao tipicas de
moléculas quimiotaticas (Fig.12). Diversos estudos recentes mostraram que o
heme é capaz de ligar a receptores de superficie em células de mamiferos,
alterando a fisiologia dessas células e ativando vias de sinalizacao especificas
(Quigley, Yang et al. 2004); (Shayeghi, Latunde-Dada et al. 2005);
(Krishnamurthy, Du et al. 2006); (Figueiredo, Fernandez et al. 2007). Tang e
colaboradores demonstraram que o heme liga ao segmento intracelular CXXCH
do canal Slo1 BK, inibindo sua frequéncia de abertura (Tang, Xu et al. 2003).
O segmento CXXCH constitui o motivo ligador de heme tipicamente
encontrado no citocromo ¢, ja que o heme atua como grupamento prostético
dessa proteina.

Com base nesses dados, nds analisamos as sequéncias de aminoacidos
presentes nos receptores quimiotaticos expressos em neutrofilos e
encontramos o motivo CXXCH em dois receptores: os receptores para LTBy,
BLT1 e BLT2 (Fig. 16A). No BLT1, esta sequéncia esta localizada na borda
externa do terceiro segmento transmembrana, enquanto no BLT2 a sequéncia
esta presente na borda externa do quinto segmento transmembrana (Fig.
16B). Assim, parece que o heme pode ser capaz de ligar a sequéncia CXXCH

presente nos receptores BLT1 e BLT2, levando a quimiotaxia de neutrofilos.
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Fig. 16. O motivo ligador de heme (CXXCH) esta presente nos receptores BLT1 e
BLT2. (A) Identificacao do motivo ligador de heme nos receptores BLT1 e BLT2. (B)
Estrutura do receptor BLT1, mostrando no detalhe a sequéncia de ligacao ao heme
(CXXCH).
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4.12. A migracdo de neutrofilos induzida por heme depende da

ativacado dos receptores BLT1 e BLT2.

Como no6s encontramos o motivo ligador de heme (CXXCH) nos
receptores BLT1 e BLT2, os dois receptores de LTB4, resolvemos avaliar se a
quimiotaxia de neutroéfilos induzida por heme seria dependente da ativacao
desses receptores. Para isso, as células foram pré-tratadas com trés
antagonistas dos receptores: CP105,696 e U-75302, antagonistas do BLT1, e
LY255283, antagonista do BLT2. Apds esse periodo, os neutrofilos foram
estimulados a migrar em direcao ao heme ou ao LTB4, como controle.

Como mostra a Fig. 17A, o heme induziu a migracao de neutrofilos e o
pré-tratamento com os antagonistas de BLT1 e BLT2 inibiram a migracao
induzida por heme. O LTB4 também foi capaz de induzir a migracao dos
neutrofilos e, como era esperado, o pré-tratamento das células com os
antagonistas aboliu a quimiotaxia induzida por LTB4 (Fig. 17B). Esses
resultados sugerem que o heme ativa os receptores BLT1 e BLT2 para induzir a

quimiotaxia de neutrofilos.
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Fig.17. A migracao de neutroéfilos induzida por heme é dependente da ativacao
dos receptores BLT1 e BLT2. (A) Neutrofilos humanos foram pré-tratados com
CP105,696 (10 nM), U-75302 (10 pM) ou LY255283 (10 pM) por 2 horas a 37°C e
estimulados a migrar em direcao ao heme (3 pM) por 2 horas a 37°C em atmosfera de
5% de CO,. (B) Neutrofilos humanos foram pré-tratados com CP105,696 (10 nM), U-
75302 (10 pM) ou LY255283 (10 pM) por 2 horas a 37°C e estimulados a migrar em
direcao ao LTB, (1 nM) por 2 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. As células que
migraram foram contadas e o indice quimiotatico foi calculado. Os dados s&o
representativos de dois experimentos independentes, feitos em triplicata para cada
amostra e sdo expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado ao controle
negativo (medium); **P < 0.05 comparado aos neutrofilos estimulados com heme ou
LTB,.
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4.13. A geracdo de ROS induzida por heme em neutrofilos é

dependente da ativacao dos receptores BLT1 e BLT2.

Como a migracao e a geracao de ROS induzidas por heme em
neutrofilos foram dependentes de vias de sinalizacao tipicamente ativadas por
quimioatraentes e a migracao também dependeu da ativacao dos receptores
BLT1 e BLT2, nds resolvemos investigar se o heme induziria a producao de ROS
de maneira dependente dos receptores BLT1 e BLT2. Os neutroéfilos foram pré-
tratados com antagonistas do BLT1 (CP105,696 e U-75302) e com um
antagonista do BLT2 (LY255283). Apos isso, os neutrofilos foram estimulados
com heme e incubados com CM-H,;DCFDA e a geracao de ROS foi analisada por
citometria de fluxo.

O heme foi capaz de induzir a geracao de ROS pelos neutrofilos
humanos e tanto o pré-tratamento com os antagonistas de BLT1 (Fig. 18A e B)
como o pré-tratamento com o antagonista de BLT2 (Fig. 18C) foi capaz de
inibir completamente a producao de ROS estimulada por heme. Assim, esses
resultados indicam que o heme induz a geracao de ROS por neutrofilos

humanos de forma dependente da ativacao dos receptores BLT1 e BLT2.
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Fig.18. A geracdao de ROS induzida por heme em neutréfilos € dependente da
ativacao dos receptores BLT1 e BLT2. Neutrdfilos humanos foram pré-tratados com:
(A) CP105,696 (10nM), (B) U-75302 (10uM) ou (C) LY-255283 (10uM) por 2 horas a 37°C
em atmosfera de 5% de CO,. Apds esse periodo, os neutrofilos foram estimulados com
heme (30uM) por 1 hora a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e incubados com CM-
H,DCFDA (2uM) por 30 minutos. A producao de ROS foi analisada por citometria de
fluxo. Os dados sao representativos de dois experimentos independentes.
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4.14. A migracdo de neutroéfilos induzida por heme é parcialmente

dependente da producao de LTBy,.

Recentemente no6s mostramos que o heme induz a secrecao da
quimiocina KC por macréfagos murinos in vitro (Figueiredo, Fernandez et al.
2007). Nos entao resolvemos investigar se o heme poderia estar induzindo a
producao e secrecao de algum fator quimiotatico que estaria participando na
inducao da migracao dos neutrofilos. Os neutrofilos foram pré-tratados com
zileuton, inibidor da enzima 5-Lipoxigenase, que catalisa a formacao de LTB4
e cisteinil leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4). ApoOs isso, os neutrofilos foram
estimulados a migrar em direcao ao heme ou ao LTB4, como controle.

O heme foi capaz de induzir a quimiotaxia de neutrofilos e o pré-
tratamento das células com zileuton inibiu parcialmente a migracao induzida
por heme (Fig. 19A). O LTB4 induziu a migracao dos neutrofilos, mas o preé-
tratamento com zileuton nao foi capaz de inibir a migracao induzida por esse
agente quimiotatico (Fig. 19B). Esses resultados sugerem que o heme induz a
secrecao de LTB,4 por neutréfilos, e que o LTB4 participa na inducdao da
migracao de neutrofilos por heme. Além do seu efeito direto sobre os
neutrofilos, o heme também induz a secrecao de um agente quimiotatico que

participa na migracao dessas células induzida por heme.
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Fig.19. A migracdo de neutroéfilos induzida por heme é parcialmente dependente
da producao de LTB,4. (A) Neutrofilos humanos foram pré-tratados com Zileuton (50

ug/mL) por 30 minutos a 37°C e estimulados a migrar em direcao ao heme (3 pM) por
2 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. (B) Neutréfilos humanos foram pré-
tratados com Zileuton (50 pug/mL) por 30 minutos a 37°C e estimulados a migrar em
direcdo ao LTB4 (1 nM) por 2 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. As células que
migraram foram contadas e o indice quimiotatico foi calculado. Os dados sao
representativos de dois experimentos independentes, feitos em triplicata para cada
amostra e sao expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado ao controle
negativo (NCtrl); **P < 0.05 comparado aos neutréfilos estimulados com heme ou

LTB,.
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4.15. O heme induz aumento na permeabilidade vascular in vivo.

Para a migracao transendotelial de leucécitos, incluindo neutrofilos, é
necessario que ocorra um aumento na permeabilidade do endotélio. Sabe-se
que peptidios vasoativos induzem aumento na permeabilidade vascular e
perda da integridade endotelial, permitindo a passagem de leucocitos pelas
células endoteliais (Gavard and Gutkind, 2008). Também ja foi demonstrado
que os fatores quimiotaticos, como o LTB4, sao capazes de induzir um
aumento na permeabilidade vascular e o consequente recrutamento de
neutrofilos para o sitio inflamatorio (Woo, Yoo, et al. 2003). Considerando
que o heme atua como um quimioatraente de neutrofilos, nos investigamos se
ele seria capaz de induzir um aumento na permeabilidade vascular, causando
extravasamento de plasma em “cheek pouchs” de hamsters.

Como mostra a Fig. 20, o heme induziu o aumento na permeabilidade
vascular, observado pelo extravasamento de plasma, de maneira dependente
de concentracao (5-20 uM). Esse efeito teve um comeco muito rapido (em
torno de 2 minutos apds a aplicacao do heme no “cheek pouch” do hamster) e
se mostrou transitorio, cessando apos 60 minutos da aplicacao. O heme foi
aplicado 2 vezes no “cheek pouch”, a primeira aplicacao mostrou um efeito
mais marcado e a segunda aplicacao induziu um extravasamento de plasma
menor. Parece entao que ha uma dessensibilizacdo ao heme no efeito sobre a
permeabilidade. Levando em consideracao os resultados que mostram que o
heme induz a quimiotaxia de neutrofilos e a geracao ROS através de vias de
sinalizacao tipicas de moléculas quimiotaticas e que o heme induz um
aumento na permeabilidade vascular, nos podemos afirmar que o heme

apresenta as mesmas propriedades dos fatores quimiotaticos.
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Fig. 20. O heme induz aumento na permeabilidade vascular in vivo. O heme foi
aplicado em “cheek pouchs” de hamsters nas concentracées de 5, 10 e 20 uM. O
aumento da permeabilidade vascular, observado pelo extravasamento de plasma, foi
visualizado por microscopia intravital. (A) Microvasculatura visualizada antes da
aplicacao do heme (20 uM), (B) 5 min depois da aplicacao do heme, (C) 10 min
depois, (D) 15 min depois, (E) 20 min depois, (F) 30 min depois, (G) 60 min depois,
(H) Efeito dose-resposta do heme sobre o extravasamento de plasma.
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5. DISCUSSAO

Doencas como a anemia falciforme, a anemia hemolitica,
hemoglobinopatias, dengue e malaria tém como caracteristica a hemdlise
intra e extravascular elevada. A hemodlise leva ao aparecimento de altas
concentracoes de heme livre. Estas desordens sao frequentemente associadas
a um processo inflamatoério com infiltracao de leucocitos, que podem causar
lesao tecidual (Wagener, Volk et al. 2003). Neste trabalho, nds mostramos
que, similar ao heme, diversas moléculas analogas ao heme foram capazes de
induzir a migracao de neutréfilo in vitro e in vivo. As mesoporfirinas,
moléculas que nao apresentam os grupos vinil nos anéis porfirinicos, nao
foram quimiotaticas e inibiram seletivamente a migracao induzida por heme.

Além disso, a migracao de neutrofilos induzida por heme foi abolida pelo pré-

.....

.....

PLC-B, PKC, MAPK e RhoK. A analise de sequéncia dos receptores BLT1 e BLT2
revelou a presenca do motivo ligador de heme (CXXCH) e tanto a migracao de
neutroéfilos quanto a producao de ROS foram dependente desses receptores.
Por outro lado, a migracao de neutréfilos depende da secrecao de LTB4
induzida pelo proprio heme. Além disso, o heme induz aumento na
permeabilidade vascular in vivo. Tomados em conjunto, esses resultados
indicam que o heme ativa neutrofilos através de vias de sinalizacao que sao
caracteristicas de moléculas quimiotaticas e sugere que as mesoporfirinas
podem ser (teis no tratamento das conseqiiéncias inflamatorias de desordens
hemoliticas e/ou hemorragicas.

Diversos estudos indicaram a existéncia de proteinas de superficie
celular em células mamiferas capazes de ligar heme, e alguns estudos
recentes identificaram proteinas de superficie especificas que sdo capazes de
interagir diretamente com heme (Galbraith 1990); (Worthington, Cohn et al.
2001); (Tang, Xu et al. 2003); (Quigley, Yang et al. 2004); (Shayeghi, Latunde-

Dada et al. 2005). O heme liga ao canal Slo1 e inibe as correntes
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transmembrana de K+ diminuindo a frequéncia de abertura do canal. Esse
efeito ocorreu somente quando o heme foi aplicado no lado intracelular da
membrana (Tang, Xu et al. 2003). Similarmente, o receptor de superficie para
o virus da leucemia felina é um exportador de heme intracelular, afetando a
eritropoiese (Quigley, Yang et al. 2004), enquanto uma proteina importadora
de heme foi recentemente identificada em células epiteliais intestinais
(Shayeghi, Latunde-Dada et al. 2005). Nés também demonstramos que o heme
induz a secrecao de TNF-a por macrofagos e células dendriticas de maneira
dependente de TLR-4, CD14 e da molécula adaptadora MyD88 (Figueiredo,
Fernandez et al. 2007). Esses trabalhos claramente demonstram que o heme
requer receptores de membrana especificos para induzir ou afetar vias de
sinalizacao intracelular e varias funcdes nas células.

Os efeitos agonisticos e antagonisticos do heme e de moléculas
suportam o conceito de uma interacao fisica do anel porfirinico com um
GPCR. A protoporfirina IX, que ndao tem o atomo de ferro ligado ao anel
porfirinico, assim como as outras porfirinas com substituicées nos metais
ligados ao anel, foram capazes de induzir a migracao de neutroéfilos (Fig. 8A e
B). Estudos prévios mostraram que a protoporfirina IX e outras porfirinas
foram incapazes de afetar a corrente de K+ no canal Slo1 ou a secrecao de
TNF-a por macrofagos (Tang, Xu et al. 2003); (Figueiredo, Fernandez et al.
2007). Nessas situacoes, provavelmente o atomo de ferro esta envolvido na
interacao do heme com o canal Slo1 e com o receptor TLR-4. Esses resultados
sugerem que um provavel GPCR envolvido no reconhecimento de porfirinas
por neutroéfilos seria mais promiscuo nas suas propriedades ativadoras do que
o canal Slo1 e o TLR-4.

A mesoporfirina IX teve um efeito antagonistico dose-dependente sobre
a migracao de neutrofilos induzida por heme in vitro, sugerindo que esse
analogo compete pelo mesmo sitio de ligacao ao heme num provavel GPCR.
Esse efeito da mesoporfirina IX parece ser seletivo para o heme, uma vez que
ela nao inibiu a migracao dos neutroéfilos induzida por um agente quimiotatico
classico, o PAF (Fig. 9A e B). Além disso, a mesoporfirina IX inibiu a migracao

de neutroéfilos para a cavidade peritoneal de camundongos induzida por heme
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ou sangue, mas nao o recrutamento induzido por LPS ou tioglicolato (Fig. 10A
e B), suportando mais uma vez a nocao de que a mesoporfirina IX atua como
um antagonista seletivo do heme. As propriedades anti-inflamatorias da
mesoporfirina ja foram demonstradas anteriormente. A mesoporfirina inibiu a
producao de IL-6 induzida por IL-1B em células MG-63 in vitro, mas nao foi
capaz de inibir a producdao de TNF-a induzida por LPS em células RAW 264.7
(Takaoka, Matsuura et al. 1999). Além disso, a Sn-mesoporfirina IX conferiu
protecao contra os efeitos deletérios da hemorragia cerebral induzida por
uma injecao intracerebral de sangue em coelhos (Koeppen, Dickson et al.
2004).

O efeito do sangue sobre o recrutamento de neutrofilos muito
provavelmente foi mediado pelo heme. Varios estudos tém mostrado que a
hemoglobina pode atuar como uma molécula pré-inflamatoéria. A hemoglobina
€ uma proteina ligadora de LPS, que aumenta sinergicamente a liberacao de
citocinas pro-inflamatorias em resposta ao LPS. Animais que recebem uma
infusao i.v. de hemoglobina antes ou coincidente com uma injecao i.p. de LPS
apresentam mortalidade acentuada (Su, Roth et al. 1999). A injecao de
hemoglobina em ratos aumenta a toxicidade letal da peritonite causada por E.
coli, diminuindo a viabilidade dos fagocitos e aumentando o crescimento da
bactéria (Yoo, Kim et al. 1999). Por outro lado, a globina purificada da
hemoglobina humana apresenta um efeito oposto ao da hemoglobina, ou seja,
a globina inibe completamente a liberacao de TNF induzida por LPS em
macrofagos (Yang, Wang et al. 2002). Em adicao, a globina neutraliza as acoes
biolégicas do LPS in vivo, conferindo protecao contra a letalidade do CLP
(perfuracao e ligacao cecal), um modelo de infeccao intra-abdominal (Yang,
Wang et al. 2002). Esses dados indicam que o heme presente na hemoglobina
aumenta a resposta inflamatoria ao LPS, enquanto a globina inibe. O conjunto
desses resultados sugere que a migracao de neutrofilos induzida por episodios
hemorragicos ocorre através da ativacao de um receptor quimiotatico por
heme.

O efeito do heme sobre o recrutamento de leucdcitos mostrou-se
seletivo para neutrofilos, uma vez que nao induziu o recrutamento de células

mononucleares para a cavidade peritoneal dos animais, de 90 minutos até 48
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horas (Fig. 7B). Esse resultado é corroborado por um estudo prévio que mostra
que a injecao intratoracica de heme em ratos induziu uma reacao
inflamatoria intensa, caracterizada pela formacao de edema e acUmulo de
neutrofilos nas cavidades pleurais dos animais (Graca-Souza, Arruda et al.
2002).

As respostas imunes e inflamatorias podem ser disparadas na auséncia
de agentes microbianos. Os receptores da familia Toll desempenham um papel
central no disparo da resposta imune inata e muitos estudos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de identificar ligantes endogenos que poderiam
ativar o sistema imune inato através destes receptores (Beg 2002). Nos
mostramos que o heme é capaz de induzir a secrecao de TNF-o por
macrofagos de maneira dependente da ativacao do receptor TLR-4
(Figueiredo, Fernandez et al. 2007). Por outro lado, a inducao do
recrutamento de neutroéfilos para cavidade peritoneal de camundongos ocorre
de maneira independente de TLR-4 (Fig. 11 e Figueiredo, Fernandez et al.
2007). Entdao, o heme ativa células do sistema imune inato dependente e
independentemente de TLR-4. Além disso, moléculas analogas ao heme, como
a protoporfirina IX e a mesoporfirina IX, nao sao capazes de induzir a secrecao
de TNF-a pelos macréfagos (Figueiredo, Fernandez et al. 2007). Assim, o
mecanismo de ativacao de macrofagos pelo heme é similar, mas nao igual, ao
mecanismo de ativacao de neutrofilos por heme. Isso porque a ativacao do
receptor TLR-4 requer a presenca do atomo de ferro e dos grupos vinil na
estrutura do heme, mas a ativacao de um possivel receptor quimiotatico nao
necessita do atomo de ferro, porém, a presenca dos grupos vinil €
fundamental para a inducao da migracao de neutréfilos pelo heme.

As mesoporfirinas sao analogos do heme que apresentam uma diferenca
estrutural com relacao ao anel porfirinico. As mesoporfirinas nao tém os dois
grupos vinil nos seus anéis; no lugar deles, elas apresentam dois grupos etila.
Sabe-se que os grupos vinil sao importantes para a associacao do heme com as
hemoproteinas, incluindo o citocromo c. O heme encontra-se covalentemente
ligado ao citocromo c através de pontes tioéster formadas pelos grupos vinil
do heme com residuos de cisteina na proteina (Daltrop, Allen et al. 2002). A

ligacao entre os grupos vinil do heme e os residuos de cisteina no citocromo ¢
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€ quimicamente complexa e pouco entendida, porém foi mostrado que a
substituicao das cisteinas por alaninas resulta na formacao de citocromo b,
onde o heme nao esta covalentemente ligado e pode ser removido mais
facilmente (Tomlinson and Ferguson 2000). Além disso, os grupos vinil sao
altamente hidrofobicos, facilitando assim a interacao do anel porfirinico com
regides especificas em proteinas ou nas membranas celulares. O motivo de
ligacao do heme ao citocromo c é o mais estudado entre as proteinas que
apresentam heme como grupamento prostético, sendo constituido pela
sequéncia de aminoacidos CXXCH (onde X é um aminoacido qualquer). A
analise de sequéncia do canal Slo1 revelou a presenca do motivo CXXCH e os
autores mostraram que o heme modifica o canal de maneira dependente das
cisteinas presentes na sequéncia. Com base nesses dados e no resultado que
mostra a inibicao da migracao dos neutrofilos pela toxina pertussis (Fig. 12A),
nos analisamos as sequéncias de aminoacidos presentes nos receptores
quimiotaticos para neutrofilos, com o objetivo de encontrar um possivel
receptor para o heme. De fato, nos encontramos a sequéncia CXXCH,
conhecida como motivo ligador de heme (que esta presente no citocromo c e
no canal Slo1) em dois receptores quimiotaticos para neutrofilos: os
receptores para o LTB4, BLT1 e BLT2. No BLT1, o motivo CXXCH esta
localizado na borda externa do terceiro segmento transmembrana, enquanto
no BLT2 fica localizado na borda externa do quinto segmento transmembrana
(Fig. 16).

O receptor BLT1 é o receptor de alta afinidade para o LTB,4 e é expresso
principalmente em neutrofilos, macrofagos e eosindfilos, mas baco, timo,
medula o6ssea e linfonodos também expressam BLT1. A expressao do BLT2 esta
presente na maioria dos tecidos humanos, com a expressao sendo mais alta no
baco, figado, ovario e leucocitos do sangue periférico, mas o BLT2 tem baixa
afinidade pelo seu ligante. A ativacao desses receptores induz quimiotaxia,
quimiocinese, influxo de calcio e producao de espécies reativas de oxigénio
em leucocitos. Através da inducao do recrutamento e ativacao de leucdcitos e
por prevenir a apoptose dessas células, o LTB; e seus receptores também
participam na patogénese de muitas doencas inflamatoérias (Tager and Luster

2003); (Okuno, Yokomizo et al. 2005). Assim, o heme poderia ligar aos
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receptores BLT1 e BLT2 para induzir a quimiotaxia dos neutrodfilos. Para
confirmar essa hipotese, nos pré-tratamos os neutrofilos com antagonistas dos
receptores BLT1 e BLT2 para avaliar se o heme induziria a migracao dessas
células pela ativacao de um desses receptores ou dos dois. O pré-tratamento
dos neutrofilos com CP105,696, antagonista do BLT1, inibiu apenas
parcialmente a migracao dos neutroéfilos induzida por heme, mas o U-75302,
outro antagonista do BLT1 e o LY255283, antagonista do BLT2, aboliram a
migracao induzida por heme (Fig. 17A). Esse efeito parcial demonstrado pelo
CP105,696 parece estranho, porque ele é um antagonista muito potente do
receptor BLT1. Como era esperado, o pré-tratamento dos neutrofilos com os
antagonistas aboliu a quimiotaxia induzida por LTB4 (Fig. 17B). Entao parece
que o heme ativa os receptores BLT1 e BLT2 para estimular a quimiotaxia de
neutrofilos. Por outro lado, experimentos feitos pelo Dr. Marcelo Bozza no
laboratorio do Dr. Bodduluri Haribabu, nos Estados Unidos, com células 300.19
transfectadas com os receptores BLT1 e BLT2, mostraram que o heme nao foi
capaz de induzir a quimiotaxia dessas células (dados ndo mostrados). A célula
300.19 é uma linhagem celular murina pré-B, que nao apresenta expressao
endogena detectavel dos receptores responsivos ao LTB4 e foi previamente
utilizada para estudar as vias de transducao de sinal ativadas por moléculas
de adesao de leucocitos e receptores de quimiocina. O fato do heme nao
induzir a quimiotaxia das células 300.19 transfectadas com os receptores BLT1
e BLT2 pode significar que o heme necessita da expressao de um co-receptor
ou uma molécula adaptadora para induzir a migracao dessas células. As
células 300.19 e os neutrofilos sao de origens diferentes e pode ser que esteja
faltando alguma molécula especifica na maquinaria da célula 300.19 que
capacita a migracao induzida pelo heme. De fato, estudos mais aprofundados
sao necessarios para que nos possamos afirmar com certeza que o heme liga e
interage fisicamente com os receptores BLT1 e BLT2.

A estimulacdao da quimiotaxia por uma quimiocina ou quimioatraente
requer o acoplamento funcional do receptor a proteina Gai, uma vez que a
migracao é completamente inibida pelo tratamento das células com toxina
pertussis (Thelen 2004). Entretanto, a proteina Goi parece nao ser necessaria

para a migracao celular. O passo essencial é a liberacao das subunidades By da
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proteina Gai e do receptor acoplado a proteina G (Neptune, liri et al. 1999).
As subunidades By liberadas dos receptores acoplados a proteina Gi, mas nao
aquelas liberadas dos receptores acoplados as proteinas Gq ou Gs, medeiam a
migracao celular. A importancia do acoplamento a proteina Gi foi
demonstrada em receptores que, em condicoes fisioldgicas, nao induzem
quimiotaxia. Os receptores opidides estimulam a quimiotaxia via proteina Gi
quando sdao expressos em células capazes de migrar. Por outro lado, os
receptores acoplados a proteina Gs ou Gg nao estimulam a quimiotaxia,
mesmo quando sao expressos em células capazes de migrar (Neptune and
Bourne 1997). A liberacao das subunidades By é requerida, mas nao suficiente
para a inducdao da quimiotaxia. Em adicao a ativacao da proteina G, os
receptores com sete dominios transmembrana geram sinais acessorios que
induzem respostas funcionais (Thelen 2004), através da ativacao de moléculas
efetoras que estdao abaixo da proteina G na cascata de sinalizacao. Graca-
Souza e colaboradores (2002) mostraram que a migracao de neutrofilos
induzida por heme requer a atividade da PKC. NoOs estendemos esta
observacao, mostrando que além do requerimento da proteina Gai, o heme
também ativa PI3K, PLC-B, RhoK, ERK e p38 para induzir a migracao de
neutrofilos (Fig. 12). Essas vias de sinalizacao foram avaliadas porque se sabe
que elas fazem parte da cascata de sinalizacao que é ativada por receptores
quimiotaticos (Neves, Ram et al. 2002). De fato, varios quimioatraentes de
neutrofilos ativam proteina Gai, PI3K e MAPKs para estimular a migracao
dessas células (Heit, Tavener et al. 2002); (Coxon, Rane et al. 2003). Duas
isoformas de PI3K parecem ser essenciais para a migracao de neutrofilos
induzida por varios quimioatraentes. Neutrofilos de camundongos deficientes
de PI3Ky demonstram uma profunda reducao na quimiotaxia induzida por IL-8,
fMLP e C5a (Hirsch, Katanaev et al. 2000). Além disso, PI3K3 é requerida para
a migracao direcional de neutrofilos, uma vez que o tratamento das células
com um inibidor especifico dessa isoforma inibe a quimiotaxia induzida por
fMLP, mas nao a migracao randomica dos neutrofilos (Sadhu, Masinovsky et al.
2003). Os nossos dados mostram que o tratamento dos neutrofilos com
LY294002, um inibidor de PI3K amplamente utilizado, abole a quimiotaxia

induzida por heme (Fig. 12B). Esse inibidor nao distingue as isoformas de PI3K,
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mas demonstra de forma robusta que a ativacao de PI3K é fundamental para o
efeito do heme na migracao de neutrdfilos.

As duas isoformas de PLC que estao envolvidas na transducao de sinal
induzida por quimiocinas sao ativadas pela interacao direta com as
subunidades Py, as quais sao liberadas do GPCR. Em neutréfilos de
camundongos que nao tém os genes que codificam a PLC-B2 e a PLC-B3, a
elevacao de calcio induzida por quimiocina é completamente suprimida, o que
suporta a conclusao de que PLC-B2 e PLC-B3 sao as Unicas isoformas de PLC
que sao ativadas por quimiocinas em neutroéfilos. A ativacao de PLC resulta na
producao de inositol trifosfato (IP;) e formacao de diacilglicerol (DAG), e a
subsequente ativacao de PKC (Thelen 2004). Os nossos resultados mostram
que o pré-tratamento dos neutrofilos humanos com o inibidor de PLC-B, U-
73122, aboliu a quimiotaxia induzida por heme (Fig. 12C). Esse inibidor se
mostrou especifico para a isoforma PLC-B2 e também inibiu a migracao de
neutrofilos induzida por IL-8 e LTB4 (Hou, Kirchner et al. 2003). Entao, o heme
parece ativar a isoforma PLC-B2, uma das duas isoformas ativadas por
quimiocinas, para induzir a migracao de neutrofilos.

As GTPases monoméricas da familia Rho desempenham um importante
papel na regulacao da dinamica do citoesqueleto e mobilidade celular em
resposta a estimulos externos (Ridley 2001). Rho quinase (proteina quinase
associada a Rho), uma das proteinas-alvo de Rho, é implicada em muitos
processos que estao abaixo de Rho na cascata de sinalizacao, como a
migracdo transendotelial de mondcitos (Honing, van den Berg et al. 2004).
Além disso, Rho quinase (RhoK) parece estar envolvida na quimiotaxia de
monocitos induzida por ATL-1, um analogo da lipoxina A4 (Simdes and Fierro
2005). Assim, nds hipotetizamos que, além de desempenhar um papel na
migracao de mondcitos, RhoK poderia também estar envolvida na migracao de
neutrofilos. De fato, quando nos pré-incubamos os neutrofilos com o inibidor
de RhoK, Y-27632, a migracao induzida por heme foi parcialmente inibida
(Fig. 12D). Entao, a quimiotaxia de neutrofilos induzida por heme depende em
parte da ativacao de RhoK. Outra GTPase monomérica poderia também estar
envolvida nesse efeito do heme sobre os neutrofilos, o que explicaria o efeito
inibitorio parcial do Y-27632.
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Por outro lado, a participacao de ERK na quimiotaxia de neutrofilos
parece ser controversa. Coffer e colaboradores (1998) mostraram que o preé-
tratamento de neutrofilos com um inibidor de ERK nao inibiu a migracao
dessas células induzida por PAF ou fMLP. Em contradicao a esse estudo, Coxon
e colegas (2003) demonstraram que a inibicao da ativacao de ERK bloqueia
parcialmente a migracao de neutréfilos induzida por fMLP e que o pré-
tratamento simultaneo com inibidores de ERK e p38 tem um efeito aditivo no
bloqueio da quimiotaxia. Os nossos resultados mostram que o pré-tratamento
dos neutrofilos com o inibidor de ERK (PD98059) inibe completamente a
migracao induzida por heme, assim como o tratamento com o inibidor de p38
(SB203580) (Fig. 12E). Assim, parece que pelo menos para a quimiotaxia de
neutrofilos induzida pelo heme, a ativacao das MAP quinases ERK e p38 tem
um papel essencial.

Os nossos resultados indicam que o heme atua como uma molécula
quimiotatica para neutrofilos, ativando proteina Gai e induzindo vias de
sinalizacdo que sao caracteristicas de quimioatraentes. Um estudo prévio
mostrou que o heme protege os neutrofilos da apoptose de maneira
dependente das vias de PI3K e MAP quinases (Arruda, Rossi et al. 2004),
sugerindo que vias de sinalizacao similares estao envolvidas na sobrevivéncia
e na migracao de neutrofilos induzidas por heme.

Os neutréfilos sao células especializadas na geracao de espécies
reativas de oxigénio, conhecida como “burst” oxidativo. Além de ser uma
funcao caracteristica dos neutrofilos, a ativacao do “burst” oxidativo € um
parametro para se avaliar a ativacao dessas células em resposta a estimulos
externos. As ROS, como superoxido e peroxido de hidrogénio, sao tidas como
produtos toxicos do metabolismo celular, que danificam inespecificamente
acidos nucléicos, proteinas, lipidios e outros componentes celulares.
Entretanto, evidéncias crescentes tém mostrado que as ROS, em
concentracoes moderadas, atuam como moléculas sinalizadoras e
desempenham um importante papel na regulacao de varias funcoes celulares.
Por outro lado, a producao excessiva ou sustentada de ROS tem sido implicada
na patogénese de varias doencas, como aterosclerose e hipertensao (Zhang

and Gutterman 2006). O heme é um potente gerador de radicais livres, pois o
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atomo de ferro presente na molécula de heme gera ROS através das reacoes
de Fenton e Haber-Weiss (Quaye 2008). N6s mostramos que o heme induz a
quimiotaxia de neutrofilos através da ativacao de vias de sinalizacao tipicas
de moléculas quimiotaticas; entao resolvemos avaliar se o heme ativaria as
mesmas vias de sinalizacao para a inducao de ROS por neutrofilos. De fato, a
geracao de ROS induzida por heme requer a ativacao de proteina Gai e PI3K.
Esse efeito foi parcialmente dependente de PLC-B2, PKC, RhoK e p38, mas
independente de ERK (Fig. 13). Estudos prévios utilizando inibidores
farmacologicos implicaram as vias de PI3K e PLC-PKC na regulacdao da
producao de superoxido induzida por quimiocinas (Coffer, Geijsen et al.
1998); (Wu, Huang et al. 2000). Esses resultados foram confirmados por
estudos com camundongos deficientes dessas moléculas. Neutrofilos de
camundongos deficientes de PI3Ky sao menos responsivos a geracao de ROS
induzida por agentes quimiotaticos, como fMLP (Hirsch, Katanaev, et al.
2000). A ativacao de PKC é estimulada por quase todos os receptores de
superficie e ndo € um evento caracteristico da transducao de sinal induzida
por quimiocinas. Entretanto, a ativacao de PKC por quimiocinas € requerida
para certas respostas, por exemplo, o “burst” oxidativo de neutrofilos (Thelen
2004). A ativacao de PKC pelo heme poderia ser um evento consequente da
liberacao da subunidade By de uma proteina Gai ativada. O nosso resultado
com o inibidor de PLC-B2 suporta esse conceito. Uma segunda possibilidade é
que a PKC seja ativada como consequéncia da geracao de ROS. Ja foi
demonstrado que o anion superoxido e o periodato podem ativar PKC
diretamente (Gopalakrishna and Anderson 1991); (Gopalakrishna, Gundimeda
et al. 2008). Além disso, as ROS, como o peroxido de hidrogénio, ativam
diretamente as proteinas Gai e GoO sem ativacao de um receptor (Nishida,
Maruyama et al. 2000). A ativacao de Gai induzida por ROS leva a liberacao de
GPy, causando possivelmente a ativacao de vias de sinalizacao abaixo de Gpy.
A subunidade By liberada de Gai pelo estresse oxidativo ativa PI3K, que leva a
ativacao de AKT e ERK (Nishida, Maruyama et al. 2000). Entao, nés podemos
hipotetizar que o heme ativa a proteina Gai nos neutrofilos, induzindo a

migracao e a geracao de ROS, que, por sua vez, ativam as células adjacentes
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através de Gai e/ou PKC, levando a uma amplificacdo da resposta
inflamatoria.

Uma variedade de sistemas enzimaticos sao potenciais fontes de ROS,
incluindo NADPH oxidase, Xantina oxidase, citocromo P450 e a cadeia
respiratéria mitocondrial, entre outros (Zhang and Gutterman 2006). Além
disso, o heme induz a producao de superoxido por neutrofilos humanos
através da ativacao da NADPH oxidase (Graca-Souza, Arruda et al. 2002). Nos
entao resolvemos investigar se o heme seria capaz de induzir a producao de
ROS através de outros sistemas geradores de ROS, além da NADPH oxidase. O
antioxidante nao-seletivo NAC aboliu a producao de ROS induzida por heme,
assim como o inibidor de flavoenzimas, DPI (Fig. 13B e E). Entao, parece que a
geracao de ROS por heme requer a atividade da NADPH oxidase, confirmando
os dados de Graca-Souza e colaboradores.

A mitocondria é sensivel ao estresse oxidativo e a producao de ROS por
essa via poderia ocorrer como consequéncia da producao de superoxido pela
NADPH oxidase. Como o DPI inibe a ativacao das flavoenzimas, ele poderia
estar inibindo também a producao de ROS pela mitocondria. Por outro lado, a
inibicao do complexo | mitocondrial pela Rotenona nao inibiu a geracao de
ROS, nem a utilizacao do desacoplador da mitocondria, FCCP (Fig. 13C e G).
Logo, parece que a mitocondria ndo desempenha nenhum papel na producao
de ROS induzida por heme. A inibicao da xantina oxidase pelo Alopurinol
também nao interferiu na producao de ROS induzida pelo heme (Fig. 13D).
Portanto, a geracao de ROS estimulada por heme em neutroéfilos ocorre pela
ativacao da NADPH oxidase. De fato, esta enzima € uma das principais fontes
de ROS em fagdcitos, incluindo neutroéfilos. Os quimioatraentes de neutrofilos,
como IL-8 e fMLP, também induzem a geracao de superdxido por essas células
através da ativacao da NADPH oxidase (Fu, Bylund et al. 2004).

As espécies reativas de oxigénio tém sido implicadas em diversas vias
de sinalizacdo que controlam funcdes celulares especificas. Arruda e
colaboradores propuseram um mecanismo para o controle da apoptose de
neutrofilos por heme, no qual o heme promoveria a manutencao do potencial
transmembrana mitocondrial, induzindo a sobrevivéncia dessas células. Esse

fendmeno é controlado pelas ROS derivadas da NADPH oxidase, via ativacao
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do fator de transcricao NF-kB (Arruda, Barcellos-de-Souza et al., 2006). Nos
entado hipotetizamos que o heme poderia induzir a migracao de neutrofilos por
um mecanismo similar, ou seja, a migracao dessas células seria dependente
da geracao de ROS pela NADPH oxidase. Nos observamos que a inibicao da
xantina oxidase e do complexo | mitocondrial pelo Alopurinol e pela
Rotenona, respectivamente, nao afetou a migracao induzida por heme (Fig.
15C e B), indicando que esses sistemas nao estao envolvidos na quimiotaxia de
neutrofilos estimulada por heme. Por outro lado, a inibicao da NADPH oxidase
pelo DPI e pela Apocinina inibiu apenas parcialmente a migracao dos
neutrofilos (Fig. 15D), o que sugere que outros sistemas geradores de ROS
estao envolvidos na migracao dos neutrofilos induzida por heme. Mas quando
as células foram pré-tratadas com o antioxidante nao-seletivo NAC, também
observamos uma inibicao parcial da quimiotaxia (Fig. 15A). Desse modo,
parece que a migracao de neutrofilos induzida por heme requer a geracao de
ROS pela NADPH oxidase, mas também outras moléculas sinalizadoras,
suportando a nocao de que as vias de sinalizacao ativadas por receptores
quimiotaticos sao necessarias para esse efeito do heme.

Com base na analise de sequéncia dos receptores BLT1 e BLT2, onde
podemos observar a presenca do motivo ligador de heme (sequéncia CXXCH) e
nos resultados que mostram que a quimiotaxia dos neutréfilos por heme é
dependente da ativacao desses receptores, nos resolvemos avaliar se a
geracao de ROS induzida por heme em neutrofilos também dependeria dos
receptores BLT1 e BLT2. De fato, quando os neutrofilos sao pré-tratados com
os antagonistas de BLT1 e BLT2, a producao de ROS estimulada por heme é
abolida (Fig. 18), o que sugere que o heme ativa esses receptores para induzir
ROS em neutrofilos humanos. A ativacao de BLT1 e BLT2 pelo seu agonista,
LTB4, induz a geracao de ROS em neutroéfilos (Tager and Luster 2003).

Graca-Souza e colaboradores (2002) mostraram que o heme induz a
expressao do mRNA de IL-8 em neutrdfilos humanos estimulados in vitro.
Tendo em vista que o heme nao foi capaz de induzir a migracao de células
300.19 transfectadas com os receptores BLT1 e BLT2, nds hipotetizamos que a
migracao de neutrofilos pode ser favorecida pela inducao de moléculas

quimiotaticas pelo proprio heme. Entado, neutréfilos humanos foram pré-
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tratados com zileuton, um inibidor da ativacao da enzima 5-lipoxigenase (5-
LO), a qual é responsavel pela formacao de LTB4 e cisteinil leucotrienos (LTCy,
LTD4 e LTE4). O pré-tratamento com zileuton inibiu parcialmente a migracao
de neutrofilos estimulada por heme (Fig. 19A), o que sugere que o heme induz
a secrecao de metabolitos da enzima 5-LO para favorecer a quimiotaxia
dessas células. Muito provavelmente o metabdlito da 5-LO envolvido na
migracdao dos neutréfilos por heme é o LTBs, uma vez que ele € um
quimioatraente muito potente de neutréfilos e os cisteinil leucotrienos nao
sao quimiotaticos para essas células. Por outro lado, o pré-tratamento com
zileuton nao foi capaz de inibir a migracao de neutrdfilos induzida por LTB4
(Fig. 19B). Apesar da inibicdo da producdao de LTB4 pelos neutroéfilos, a
quimiotaxia ocorreu porque o préprio quimioatraente estava presente como
estimulo na placa de quimiotaxia. A migracao dos neutroéfilos ainda observada
em direcao ao heme pode ter ocorrido como resultado da ativacao de um
receptor quimiotatico pelo heme, por exemplo BLT1 e/ou BLT2, uma vez que
a utilizacao dos antagonistas desses receptores aboliram a quimiotaxia
induzida por heme (Fig. 17A). Entdao, parece estar acontecendo dois
fendmenos simultaneos durante a migracao de neutréfilos induzida por heme:
os neutrofilos migram de forma randémica em direcao ao heme na placa de
quimiotaxia e sao ativados pelo heme, secretando LTB4, que, por sua vez,
induz a migracao dessas células; e o heme induz diretamente a migracao dos
neutrofilos pela ativacao de BLT1 e/ou BLT2 na superficie das células.

O LTB4 induz a migracao transepitelial de neutroéfilos e esse efeito é
mediado pela ativacao do receptor BLT1 e dependente de ERK e de ROS
geradas pela ativacao da NADPH oxidase (Woo, Yoo et al. 2003). Para que
ocorra a transmigracao de leucdcitos, € necessario que haja um aumento na
permeabilidade vascular. Tendo em vista que o heme induz o recrutamento
de neutroéfilos in vivo, nos hipotetizamos que heme também induziria um
aumento na permeabilidade vascular. De fato, quando aplicado no “cheek
pouch” de hamster, o heme induziu um aumento na permeabilidade vascular,
observado pelo extravasamento de plasma dos capilares (Fig. 20). Esse efeito
do heme sobre a permeabilidade vascular pode ser fundamental para a

inducao do recrutamento de neutrofilos in vivo. Desse modo, parece que o
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heme apresenta todas as caracteristicas de moléculas quimiotaticas: induz a
migracao de neutroéfilos in vitro e in vivo, estimula a geracao de ROS e esses
efeitos sao dependentes de vias de sinalizacao tipicas de quimioatraentes e da
ativacao de receptores quimiotaticos (BLT1 e BLT2). Além disso, o heme induz
um aumento na permeabilidade vascular, que também é efeito tipico de
moléculas gimiotaticas.

Um estudo prévio mostrou que a neuroglobina humana, uma
hemoproteina, é capaz de ligar diretamente a subunidade o da proteina Gai
in vitro. A interacao da neuroglobina com Gai libera a subunidade By, levando
a ativacao de vias de sinalizacao dependentes de GBy (Wakasugi, Nakano et
al. 2003). Entretanto, os nossos resultados mostrando que os antagonistas dos
receptores BLT inibem profundamente a quimiotaxia de neutroéfilos induzida
por heme demonstram claramente que esse efeito do heme requer a ativacao
de um GPCR. Estudos mais aprofundados sao necessarios para demonstar a
interacao fisica entre o heme e os receptores BLT1 e BLT2.

Durante um episdédio hemolitico, a hemoglobina livre vascular é
associada a haptoglobina, que, por sua vez, liga ao seu receptor, CD163, nos
hepatdcitos, promovendo a endocitose do complexo e posterior degradacao do
heme pela HO-1 (Kristiansen, Graversen et al. 2001). Entretanto, a
hemoglobina pode ser convertida em metemoglobina, que libera o heme. A
natureza pro-oxidante e proé-inflamatéria do heme requer um sistema
eficiente de transporte e degradacao, para evitar os efeitos deletérios dessa
molécula. Muitas espécies produzem proteinas plasmaticas ligadoras de heme,
como hemopexina ou albumina, que ligam e removem o heme livre
intravascular (Wagener, Folk et al. 2003). Por outro lado, quando grandes
quantidades de heme livre se acumulam, as proteinas ligadoras de heme sao
saturadas e sao incapazes de ligar a todas as moléculas de heme. Neste
trabalho, nds utilizamos concentracées de heme, tanto in vitro como in vivo,
compativeis com as concentracdes observadas durante episddios hemorragicos
e hemoliticos, indicando que o mecanismo de recrutamento e ativacao de
neutrofilos descrito aqui pode ser clinicamente relevante. Curiosamente, um
estudo recente indicou que o heme esta criticamente envolvido na patogénese

da malaria cerebral, afetando a integridade da barreira hematoencefalica e
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causando neuroinflamacao (Pamplona, Ferreira et al. 2007). Considerando o
papel dos neutrofilos na patogénese da malaria cerebral (Chen, Zhang et al.
2000), nds especulamos que o mecanismo pelo qual o heme potencializa a
neuroinflamacao envolve a ativacao da proteina Gai nesses leucocitos. De
fato, os mecanismos moleculares da inflamacao induzida por heme durante a
malaria necessitam maiores investigacoes.

Os nossos resultados sugerem que o heme liberado em situacdes de
hemorragia ou hemodlise atua como um quimioatraente, estimulando a
migracao de neutrofilos e a geracao de espécies reativas de oxigénio através
de proteina Gai e vias de sinalizacao especificas, amplificando a resposta
inflamatoria. Por outro lado, os nossos resultados in vitro e os resultados in
vivo obtidos no laboratério do Dr. Claudio Canetti mostram que a migracao de
neutrofilos depende em parte da secrecao de LTB, induzida pelo heme. Além
disso, o heme induz outros efeitos nas células do sistema imune inato, por
exemplo a producao de TNF-o. por macréfagos de maneira dependente de
TLR-4, CD14 e MyD88 e a producao de IL-1 dependente de ASC e Caspase-1,
proteinas que fazem parte do complexo inflamassomo. A caracterizacao das
mesoporfirinas como antagonistas seletivos do heme perimitira definir o papel
do heme endogeno em condicoes inflamatorias disparadas por hemdlise intra
e extravascular ou dano celular extenso, como na anemia falciforme,
isquemia-reperfusao, malaria, febres hemorragicas e leptospirose. Em adicao,
as mesoporfirinas e os antagonistas de BLT e IL-1B podem ser Uteis no
tratamento dos processos inflamatdrios desencadeados por doencas

hemoliticas ou hemorragicas.
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7. ANEXOS

7.1. “Heme induces neutrophil migration and reactive oxygen
species generation through signaling pathways characteristic of

chemotactic receptors.” The Journal of Biological Chemistry, 2007.

Este trabalho mostra que o heme induz a migracao de neutrofilos e a
geracao de espécies reativas de oxigénio através da ativacao de proteina Gai,
PI3K, PLC-B, RhoK, ERK e p38. Além disso, a mesoporfirina IX inibe

seletivamente a migracao dos neutrofilos induzidas por heme.
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7.2. “Characterization of heme as activator of Toll-like receptor 4.” The

Journal of Biological Chemistry, 2007.

Este estudo mostra que o heme induz a secrecao de TNF-a pr
macréfagos de maneira dependente do receptor TLR-4, CD14 e MYD-88. Por
outro lado, o recrutamento de neutrofilos, a geracao de espécies reativas de

oxigénio e a expressao de heme oxigenase-1 foram independentes de TLR-4.
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7.3. “Biochemical and biological characterization of the venoms of
Bothriopsis bilineata and Bothriopsis taeniata (Serpentes: Viperidae).”

Toxicon, 2007.

Este trabalho caracteriza as atividades enzimaticas presentes nos
venenos das serpentes Bothriopsis bilineata e Bothriopsis taeniata. Além
disso, o recrutamento de neutrofilos induzido por esses venenos € dependente
da atividade de metaloproteases presentes nos venenos e de metabdlitos do

acido araquidonico, provavelmente o LTB,.
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7.4. “Trypanossoma cruzi infection is enhanced by vector saliva
through immunosuppressant mechanisms mediated by

lysophosphatidylcholine.” Infection and Immunity, 2008.

Este estudo demonstra que a saliva do triatomineo Rhodnius prolixus,
vetor da Doenca de Chagas, € um potente indutor da quimiotaxia de
neutrofilos humanos. Além disso, a saliva e a lisofosfatidilcolina (LPC)
bloquearam a producao de dxido nitrico por macrofagos expostos ao T. cruzi.
A injecao de saliva ou LPC na pele de camundongos na presenca do parasita

aumenta a parasitemia sanguinea.
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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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