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RESUMO

xii



Neste trabalho, estudou-se o papel funcional de fator nuclear kappa B (NF-kB), sobre a
regulacdo do gene CYBB e, conseqiientemente, a influéncia que esse fator exerce sobre o

desenvolvimento do sistema NADPH oxidase humano.

Células mielociticas da linhagem U937 transformadas com um vetor carregando o gene
repressor de, NF-kB (I-xBa-S32A/ S36A) demonstraram uma redu¢do na liberagdo de
anion superoxido e uma diminui¢ao nos niveis de expressdo do gene CYBB comparado ao

grupo controle de células U937 selvagens.

Em paralelo, os mesmos parametros foram avaliados em linfécitos B de pacientes com
Displasia Anidrética Ectodérmica com Imunodeficiénca (DAE-ID) transformadas com
virus de Epstein-Barr (EBV), (EBV-DAE-IDkB S321 ¢ DAE-ID NEMO/IKKy X420W), e
células de um paciente portador de Doenca Granulomatosa Cronica (DGC), com mutacdo
ligada ao X (EBV-DGC-X91°). Esses experimentos também mostraram os mesmos efeitos

inibidores da atividade NADPH oxidase, assim como a redu¢ao dos niveis de expressao do

gene CYBB.

Os ensaios de EMSA supershift (anti-p5S0 humano) demonstraram auséncia da ligacdo do
complexo protéico a seqiiéncia consenso para NF-xkB 5’ do gene do CYBB, confirmando o
bloqueio da translocag¢do deste fator para o interior do compartimento nuclear das células

U937 transformadas e das células EBV-DAE-ID«B S321 e DAE-ID NEMO/IKKYy X420W.

Diante destes resultados, conclui-se que o NF-kB ¢ necessario para a ativacao da expressao
do gene CYBB e conseqiientemente para o desenvolvimento do sistema NADPH oxidase de

fagocitos humanos.

Resumo
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ABSTRACT
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This work investigated the functional role of nuclear factor-« B (NF-kB) in respiratory
burst activity and in expression of the human phagocyte nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) oxidase gene CYBB. U937 cells with a stably transfected repressor of
NF-kB (I-xkBa-S32A/ S36A) demonstrated significantly lower superoxide release and

lower CYBB gene expression compared with control U937 cells.

We further tested Epstein-Barr virus (EBV)-transformed B cells from patients with
anhidrotic ectodermal dysplasia with immunodeficiency (EDAID), an inherited disorder of
NF-«B function (DAE-IDIkB S321 e DAE-ID NEMO/IKKy X420W). Superoxide release
and CYBB gene expression by EDA-ID cells were significantly decreased compared with
healthy cells and similar to cells from patients with X-linked chronic granulomatous disease

(X91° CGD).

Gel shift assays demonstrated loss of recombinant human p50 binding to a NF-kB site 5’ to
the CYBB gene inU937 cells treated with NF-kB inhibitors, repressor-transfected U937
cells, and EDA-ID patients’ cells.

These studies show that NF-xB is necessary for CYBB gene expression and activation of

the phagocyte NADPH oxidase in this model system.

Abstract
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1.1- Espéciesreativas do oxigénio envolvidas na defesa imunol gica

Até a década de 80, as espécies reativas de oxigénio (EROs) eram consideradas
agentes toxicos capazes de produzir modificagdes oxidativas irreversiveis, alterando o
equilibrio bioquimico celular de forma letal. Entretanto, nos ultimos anos, as EROs vém
ganhando um novo papel nos sistemas biologicos, uma vez que varios estudos tém
mostrado que elas podem atuar em diversas fungdes fisioldgicas, entre elas, a fagocitose.
Nesse ambiente, os radicais livres possuem uma importante funcdo nas atividades
microbicida, tumoricida e inflamatéria (Henderson e Chappel, 1996; Chanock et al., 1994).
O fagossoma se forma por meio de uma série de complexos eventos de fusdo de
endossomas e lisossomas. Nos fagolisossomas, ocorre uma forte acidificacdo intravesicular,
através da geracdo de EROs, propiciando a ativagdo de enzimas proteoliticas lisossomais
como hidrolases acidas responsaveis pela quebra de restos intra e extracelulares, destruicao
de microrganismos fagocitados e produ¢do de nutrientes. (Underhill e Ozinsky, 2002). No
entanto, recentes evidéncias indicam que, além da producdo de espécies reativas do
oxigénio, substancias oxidantes e, conseqiientemente, a ativacdo de proteases, também
depende da atividade fisioldgica de carreadores de ions potdssio e calcio presentes nas
membranas de granulos fagocitarios (Reeves et al., 2003). Estudos realizados por
Reeves et al. (2002) mostraram que o acumulo anidnico no interior do vactiolo lisossomal
¢ compensado por um fluxo de ions potissio que cruzam a membrana de forma
pH-dependente. Estes canais sdo abertos pela combinagdo de despolarizagdo de membrana
e elevada concentragdo de ions calcio, como conseqiiéncia de atividade da oxidase
(Ahluwalia et al., 2004), gerando a liberagdo de proteinas granulares catidnicas, incluindo
elastase e catepsina G, entre outras. Portanto, o movimento de compensacdo idnica
possibilita as condi¢des para atividade microbicida realizadas pelas enzimas liberadas nos

granulos citoplasmicos (Segal, 2005; Segal, 2006).

Consideram-se como espécies reativas de oxigénio todas aquelas moléculas que
contém um oxigénio num estado altamente reativo, com alta capacidade oxidativa. Figuram
entre as EROs, os radicais livres superéxido (O7), o radical hidroxil (OH), e as espécies
nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H;O;) e o6xido nitrico (NO).

(Kohen e Nyska, 2002).

Introdugdo
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Sob circunstancias controladas, a formagdo de EROs se inicia pela reducao
incompleta do oxigénio molecular por alguns complexos enzimaticos, que incluem a
xantina oxidase (converte xantinas em acido urico), oOxido nitrico sintase (NOS),
cicloxigenase, NADPH oxidase (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato) e o
citocromo P450, assim como por vias mitocondriais (Cohen et al., 1994). A producao destes
radicais livres ¢ dependente de diversos mediadores com seus respectivos receptores,
presentes na membrana celular, desencadeando uma série de eventos moleculares,

principalmente alteragdes na expressao génica (Babior, 2000).

1.2- O sistema NADPH oxidase

A nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato ou sistema NADPH oxidase
compreende um complexo enzimdtico gerador de superoxido formando um pequeno
sistema aceptor de elétrons transmembrana, o que resulta na oxidagdo do NADPH na
superficie citoplasmatica e na geracao de reativos oxidantes, em uma variedade de células
de origem mesodérmica. Este sistema estd bem estudado em leucdécitos, particularmente em
fagocitos profissionais e linfocitos. Sbarra e Karnovsky (1960) demonstraram as primeiras
evidéncias da existéncia de uma entidade enzimaética inicialmente em neutréfilos,
(Nauseef, 2004) e o conhecimento sobre os componentes do sistema NADPH oxidase, seus
genes e suas relagdes estruturais avangou dramaticamente (Babior, 1999). Ao longo deste
tempo, foi demonstrado que a atividade enzimatica deste sistema ¢ realizada por um arranjo

multiprotéico formado por cinco subunidades: p40™"%* (PHOX “phagocyte oxidase™),

7PHOX 7PHOX 2PHOX

p4 , po , p2 e gp91PHOX. Em estado de repouso celular, trés destes cinco
componentes p40PHOX, p47PHOX e p67PHOX permanecem no citosol de forma complexada
formando um heterotrimero. (Babior, 2004). Os outros dois componentes p22"7°% ¢

PHOX ~ . » .
1PH9% estdo localizados na membrana plasmatica (aproximadamente 5%) e na

gp9
membrana e granulos intracelulares (aproximadamente 95%), em que aparecem como uma
flavoproteina conhecida como citocromo b558, que desempenha o papel de doador terminal
de elétrons ao oxigénio (Dahlgren e Karlsson, 1999). O flavocitocromo bssg ¢ um

heterodimero constituido por duas subunidades a e 3, compostas por uma glicoproteina de

Introdugdo
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91 kDa, (gp91PHOX) e por um polipeptideo nao glicosilado de 22 kDa, denominado p22PHOX

(Parkos et al., 1987).

Os genes que expressam as respectivas subunidades do complexo NADPH

oxidase sdo:

Genes Produto protéico
CYBA (Gene da subunidade a do citocromo b) p22PHoX
CYBB (Gene da subunidade b do citocromo b) gp9lPHOX
NCF1 (Gene que codifica o fator 1 citosolico de neutréfilos) p47F’HOX
NCF2 (Gene que codifica o fator 2 citosolico de neutréfilos) p67F’HOX
NCF4 (Gene que codifica o fator 4 citoso6lico de neutrofilos) p40PHox

Os estudos sobre a especificidade tissular e expressao dos genes que codificam
este heterodimero mostram que o gene que codifica o componente gp91PHOX se expressa
restritamente em células mieldides e o gene que codifica a porcao p22PHOX se expressa
constitutivamente em varias linhagens celulares (Royer-Pokora et al., 1986;
Parkos et al., 1988). A expressdo coordenada destes genes acompanha a diferenciacao de

células mieldides, sendo continua até a morte destas (Skalnik, 2002).

A ativacdo do sistema NADPH oxidase leucocitario requer o deslocamento de
seus componentes que se apresentam distribuidos entre compartimentos celulares distintos,
0 que garante que a oxidase esteja inativa nas células em repouso (ndo estimuladas)
(Babior, 1999). Esta ativagdo requer a participacdo ndo somente destas subunidades, mas
também de duas outras proteinas de baixo peso molecular ligantes de nucleotideos de
guanina. A Rac2 que, em células no estado de repouso, estd localizada no citoplasma
formando um complexo dimérico com sua molécula inibidora Rho-GDI
(“Guanidine nucleotide Dissociation Inhibitor”) e a RaplA, que estd presente na
membrana, a qual pertence a superfamilia Ras ligante de GTP, responsaveis pela regulacao

de diversas vias de transdu¢do de sinais, ciclo celular e translocacdo de proteinas

Introdugdo
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(Heyworth et al., 1993). Em resposta a uma grande variedade de mediadores extracelulares,
0 componente citosolico p47PHOX ¢ fosforilado e o complexo citosolico inteiro migra para a
membrana, sendo associado com o citocromo bssg para montar a forma ativa da

NADPH-oxidase.

A Rac2 liga-se a uma molécula de GTP (trifosfato de guanosina) e, em seguida,
essa molécula liga-se a uma regido rica em residuos de prolina, seguida por um dominio
SH3 C-terminal da p67PHOX produzindo, assim, a migracdo do complexo citosolico
(p40°7H% pa7"HOX p67PHOX ¢ Rac2) associada pelas interacdes diretas dos residuos de
prolina ¢ SH3. Dessa maneira, ocorre a migracdo deste complexo para a membrana,
integrando-se ao citocromo bssg (Diekmann et al.,, 1994). A funcdo da Rac2, nesta

PHOX ~ s N
em relagdo a complexagdo

interagdo, parece estar relacionada a estabilizacdo da p67
final com os outros componentes (Burg e Pillinnger, 2001), enquanto a Rap1 ¢ incorporada
ao citocromo bssg, 0s quais sdo liberados a superficie celular pela fusdo das membranas das
vesiculas secretoras (Babior, 1999). Aparentemente, a presenca de Rapl no
desenvolvimento do sistema NADPH, oxidase parece ter acdo moduladora desta ativagao,
como foi demonstrado por Segal et al., em (2000). Segundo estes autores, a fosforilacdo da
Rapl pode inibir a atividade da oxidase, uma vez que ¢ desfeita a associacdo com

citocromo bsssg.

A figura abaixo mostra um diagrama representativo do sistema NADPH

oxidase com seus componentes citoplasmaticos e membranosos.
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Figura 1- Ativacdo sistema NADPH oxidase (Luengo-Blanco, 2008).

O sistema NADPH-oxidase ativado ¢ entdo capaz de transferir elétrons e
catalisar a redug¢do do oxigénio molecular com gasto de NADPH. Quando a fagocitose
ocorre, a membrana plasmatica ¢ internalizada com a parede do fagossoma, produzindo a
face interna desta vesicula fagocitica. Com esta localizacdao, o complexo enzimatico gera o
superoxido, o primeiro produto da explosdo respiratoria, dentro do fagossoma. A fusdo da
membrana do fagossoma com a membrana plasmatica resulta também na liberagdo de

superoxido no meio extracelular (Dahlgren e Karlsson, 1999; Babior, 2000).

Introdugio
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A importancia do sistema NADPH oxidase como mecanismo microbicida pode
ser evidenciado através do conhecimento da Doenca Granulomatosa Cronica (DGC)

(Holmes et al., 1967).

1.3- Doencga granulomatosa cr énica

A DGC na infancia foi descrita como uma entidade clinica em 1957, a qual
acometia criangas do sexo masculino com pneumonia, linfadenite e abscessos localizados
em diferentes areas (Berendes et al., 1957; Bridges et al., 1959). Essa doenca caracteriza-se
clinicamente como imunodeficiéncia grave e rara (incidéncia estimada de 1/250.000
nascidos vivos por ano), de manifestacdo precoce, na qual os quadros infecciosos por
bactérias como Staphylococcus aureus, bacilos gram-negativos ¢  fungos como
Aspergillus, Candida e Nocardia ocorrem predominantemente em locais considerados
barreiras naturais do organismo (Segal et al., 1983; Tauber et al., 1983). Desta maneira, o
paciente apresenta infecgdes graves e recidivantes na pele, vias respiratorias, trato
gastrointestinal e respectivos linfonodos que drenam essas areas. Outros orgdos afetados
sao: figado, ossos, sistema nervoso central e pancreas (Forrest et al., 1988;

Segal et al., 2000).

As primeiras descrigdes da DGC surgiram em 1967 como uma forma fatal de
granulomatose que acometia individuos do sexo masculino. (Quie et al., 1967).
Windhorst et al. (1967) mostraram haver um distirbio na atividade microbicida de
fagocitos profissionais destes individuos. Esses mesmos autores também realizaram estudos
com a familia destes individuos e estabeleceram uma heranga recessiva ligada ao
cromossomo X. Baehner e Nathan (1967) demonstraram um defeito na atividade oxidase de
leucdcitos de individuos portadores de DGC, mostrando que estes leucdcitos nao reduzem o
corante nitroazul tetrazolim (NBT), utilizado para avaliar a capacidade oxidativa dos

leucocitos durante a fagocitose.

Os defeitos moleculares da DGC residem na auséncia, baixa expressao ou mau
funcionamento de um dos componentes do sistema NADPH oxidase. Os fagdcitos, tais

como os macrofagos, eosindfilos e neutrofilos possuem ancorado na membrana interna um
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complexo protéico denominado sistema NADPH oxidase que, durante a fagocitose ¢ na
dependéncia de um grande consumo de oxigénio, produzem superoxido e outros reativos
intermediarios do oxigénio, responsaveis pela atividade microbiocida, tumoricida e

inflamatoria (Chanock et al., 1994; Holmes et al., 1967; Henderson e Chappel, 1996).

Na forma DGC ligada ao sexo, ¢ afetada a cadeia pesada do citocromo b558, o
componente gp917"%* (Eklund et al.,, 2000), enquanto que nas formas autossdmicas
recessivas ¢ afetado um dos componentes citosolicos da NADPH oxidase, respectivamente
a p47 PHOX 5u p67 PHOX (Clark et al., 1999), ou ainda a cadeia leve do citocromo bssg, o
componente p22 PHOX (Parkos et al., 1988). Com base nestes achados, a classificagdo atual
da DGC baseia-se nos defeitos moleculares especificos (Baehner et al., 1986; Segal e Abo,

1993; Woodman et al., 1995; Condino-Neto ¢ Newburger, 2000).

Dentre os defeitos génicos dos pacientes com DGC, ocorrem delecoes,
insercdes e substituicdes, nas quais a maior parte dos pacientes apresenta mutagdes
exclusivas de suas familias. A diversidade destas mutacdes e os multiplos genes afetados
constituem uma explicagdo para a heterogeneidade clinica e genética da DGC
(Heyworth et al., 2003), em que o estudo das células dos pacientes com DGC, além de
ilustrar a relevancia clinica dos reativos intermediarios do oxigénio, possibilitou a
identificacdo dos diversos componentes da NADPH oxidase e seus mecanismos de ativacao

(Dinauer et al., 1990; Ding e Nathan 1988).

Os pacientes portadores de DGC sofrem intimeros processos infecciosos muitas
vezes letais, decorrentes de defeitos em subunidades protéicas do sistema NADPH oxidase
(p22779% ) pa7”H% ou p677m%%), que impedem a ocorréncia do processo da explosdo
respiratoria (El-Benna et al., 2005). Esses defeitos sdo capazes de bloquear alguns eventos
importantes na ativacdo da NADPH-oxidase como a fosforilagdo da p47PHOX e a
subseqiiente translocacdo dos componentes citosolicos para a membrana plasmatica
(Nauseef et al., 1991). A forma mais comum de DGC ¢ causada por um defeito na
gp91”"%* que tem padrio hereditario ligado ao cromossomo X (X-DGC, 56%),
(Dinauer et al., 1987; Winkelstein et al., 2000), seguida pelas formas autossomicas
recessivas por alteracdo na p47PHOX (A47-DGC, 30%), p22PHOX (A22-DGC, 5 a 7%) e
p67°H% (A67-DGC, 5 a 7%). (Parkos et al., 1988; Dinauer et al., 1987; Clark et al., 1990
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Winkelstein et al., 2000 ). Diversas mutacgdes ¢ polimorfismos génicos foram descritos ao
longo destes anos apos a descoberta da doenga, cujo conhecimento esta possibilitando
elucidar os mecanismos moleculares da fisiopatologia deste disturbio. (Newburger, 1998;
Winkelstein et al., 2000; Heyworth, et al., 2001, Heyworth, et al., 2003;
Agudelo-Florez et al., 2006; Leiva et al., 2007).

O estudo das bases moleculares do sistema NADPH oxidase vem sendo
desbravado nos ultimos anos funcionando como uma ferramenta para a compreensdo da
complexidade dos mecanismos que regem este sistema, possibilitando, assim, a

investigacdo dos mecanismos da expressao génica dos componentes da oxidase.

O componente gp91F’HOX do sistema NADPH oxidase ¢ codificado pelo gene
CYBB (cadeia beta do citocromo bssg). Este gene, por ter sido exaustivamente estudado,
tornou-se um modelo interessante para ilustrar a complexidade dos mecanismos
moleculares do sistema NADPH oxidase e adotou-se como referéncia de estudo de
transcrigdo célula-especifica (Skalnik, 2002) e ¢ também freqiientemente usado para avaliar
a diferenciacdo fase-especifica de células mieldides, por ser ativamente expresso apos

estagio promielocitico. (Royer-Pokora et al.,1986; Leto et al., 1990).

Este gene estd localizado no brago curto do cromossomo X no segmento
Xp21.1 (Baehner et al., 1986), expressa-se restritamente em células mieloides
(Clark, 1999), no qual ocupa aproximadamente 30kb do DNA gendmico e contém 13
éxons, os quais variam de 0,7 a 7kb em tamanho (Skalnik et al., 1991). A analise estrutural
da regido proximal de 1,5 kb do flanco 5’ terminal revela uma seqiiéncia de pares de bases
CCCAAT duplicada entre -106 e -124 nt (numeragdo proximal ao sitio de inicio de

transcricdo), bem como uma regido TATA ndo consensual em -30 pares de bases

(Skalnik et al., 1991).

1.4- Regulagéo transcricional do sistema NADPH oxidase humano

Viérios trabalhos na literatura investigaram os mecanismos de regulacao
transcricional do gene CYBB (Kautz et al., 2001). Recentemente, foram propostos alguns
mecanismos repressores ¢ ativadores da regido promotora deste gene, o qual possui

elementos cis, positivos € negativos, que interagem com multiplos fatores de transcrigao,
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tais como: STAT-1 (“Signal Transducers and Activator of Transcription”), CDP
(“coactivator CREB-binding protein”, (Eklund et al.,2000; Hawkins et al., 2001) e Pbx1
(“pre-B-cell transcription homeobox factor 1), expressos constitutivamente em células

indiferenciadas (Eklund et al.,2000; Neufeld et al., 1992).

Na diferenciagdo terminal do mielocito, a expressao das proteinas repressoras ¢
reduzida, permitindo, assim, a ligacdo de proteinas ativadoras como ¢ o caso dos fatores da
familia Ets (fatores transcricionais requeridos no desenvolvimento de diversas células da
linhagem hematopoética), como, por exemplo, a PU.1 (Proteina homoéloga da subfamilia
SPI, “Spi-B transcription factor Spi-1/PU.1”°) e EIlf- 1 (“E74-like factor 1- Ets domain
transcription factor”) (Woodman et al., 1995). Outros elementos trans ativadores induzidos
por IFN-y (interferon-gama) também sao necessarios para a ativacao da transcricdo do gene
CYBB (Eklund et al., 1998; Eklund e Kakar, 1999; Skalnik, 2002 ), como ¢ o caso do
HAF-1 (“Hematopoietic-Associated Factor”). Este fator restrito ¢ necessario, mas nao

PHOX ,
X em células

suficiente, para a indugdo da transcricio do componente gp9l
hematopocéticas estimuladas com IFN-y (Eklund e Skalnik, 1995). Estudos adicionais
(Eklund et al., 1996) demonstraram trés elementos entre —450 e —100 pares de bases da
regido promotora do gene CYBB que ndo compartilham nenhuma seqiiéncia consensual,
mas que possuem atividade ligante ao DNA, sendo denominadas BID-1, 2 e 3
(“Binding Increased During Differentiation”), incluindo nesta regido cis-elementos que
regulam a iniciagdo da transcrigdo do gene CYBB em resposta ao estimulo de IFN-y
(interferon-gama) e o fator de necrose de tumoral (TNF-alfa), em diferentes linhagens de

células mieldides (Lindsey et al., 2007). Recentemente, o envolvimento dos fatores de

transcrigao “Homeobox” (Hox A) vem sendo mais ativamente estudado (Bei et al, 2005).

De forma geral, os genes sdo controlados a partir de sua regido regulatéria 5’ ou
promotora, posicionada nos primeiros 300 pares de bases iniciando tipicamente com o
“TATA-box” que ndo favorecem a ligacdo a TBP (“TATA-binding protein”), um
componente-chave do fator de transcri¢do II D (TFIID, transcription factor II D). Em
cooperagdo com outros TFIIs e fatores gerais de transcri¢do, o TFIID forma com a RNA

polimerase II, o complexo de transcri¢do importante para sua ativagao.
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Além do promotor, o DNA flanqueador 5° de um gene também possui
elementos localizados mais distalmente que se ligam a fatores mais especificos de
transcricdo que podem atuar independentemente da orientagdo. (Pugh, 2000). Esses
elementos sdo denominados “enhancers” e podem estar localizados a uma grande distancia
do gene por eles regulados, ou estar contidos em introns. Sabe-se hoje que a distingao entre
o promotor e o ‘“enhancer” ¢ menos nitida do que se supunha anteriormente.
(Lewandoski, 2001). Os fatores de transcri¢do quando reconhecem seqiiéncias especificas
de DNA presentes nos “enhancers” modulam as atividades dos elementos cis. Podem ser
também classificados como fatores co-ativadores e co-repressores que nao requerem
interacao direta com DNA e sdo recrutados para ativar ou reprimir a expressdao génica.

(Rosenfeld et al, 2006).

A andlise da maquinaria transcricional de um gene refere-se a delimitacdo da
regido regulatoria e a caracterizacdo ou identificagdo dos fatores transcricionais que nela
atuam. Para obter essas informacdes, a transcricdo pode ser avaliada quanto ao fato de ser
dependente ou ndo de um determinado fator de transcri¢do, com o uso de sistemas de
promotor/reporter, nos quais fragmentos da seqiiéncia flanqueadora 5' sdo ligados a um
gene heter6logo. Posteriormente, o refinamento da localizagao dos elementos cis ¢ feito
com técnicas de “footprinting” que pode ser realizado com uso de DNase I, uma enzima
que se liga a curvatura menor da dupla hélice do DNA e corta a ligagdo fosfodiéster de
ambas as fitas independentemente (Galas e Schmitz, 1978). Trata-se de uma molécula
relativamente grande, o que a impede de atacar a parte do DNA que esta muito proxima dos
limites da ligagdo DNA-proteina. Esta propriedade faz com que, na maioria das vezes, o
“footprint” de um fator nuclear com a DNase I seja maior do que a area real que esta
proteina protege e posteriormente as interagdes especificas DNA-proteina sdo estudadas por

experimentos de retardo da mobilidade na eletroforese (Brenowitz, et al., 1986).

Estudos de “footprinting” com DNase I, realizados na regido “upstream” do
gene CYBB, demonstraram a presenca de uma regido hipersensivel distante da 5’
flanqueadora com aproximadamente -15kb de distdncia da regido promotora do gene
(Thain, et al., 2008 submetido e em revisdo - Journal of Biological Chemistry). Os
resultados deste estudo sugeriram a presenga de uma seqiiéncia consenso para o fator

nuclear kappa B (NF-kB) nesta regido.
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A figura abaixo mostra a possivel seqiiéncia de ligacdo do NF-kB ao sitio
“HSII” (DNase I hypersensitive site) dentro da regido flanqueadora 5° do gene CYBB.
Regido promotora do gene CYBB. Os repressores transcricionais (CDP) competem com
fatores ativadores de transcri¢do por quatro sitios de ligacdo dentro da regido promotora do

17"9% 41 indica o sitio transcri¢do inicial. Linhas acima de o, B, v e & indicam

gene gp9
posicdes de cada um dos quatro oligonucleotideos utilizados como sitios de ligagcdo para
CDP. Barras acima dos fatores de ativacao de transcricdo denotam correspondéncia a

DNase I footprints.

H3 IV H3III H31I H31I Proximal
-29%kh 2Ekb -15kh -13kh promeoter
o | it il
| — | |
-30kb 20 kb T -10 kb
MNFxEB site
R & FAPNR L] o0
HI IV HBIII H3II HAI Proximal
-29%b -28kb -15kh -13kb
protooter
IH | ﬁ é |
" | |
-30k0 20 kb T 10 kb
NF«E site
SGOAAAGCCCC-
g - HoxA10
ranscriptional Repressors
S CDP
CDP COP cop ©
8 i 0
I I I I 1
-400 -300 -200 -100 +1
CPl —
— — R — CP1
YY1 YY1 YY1 YY1 Elf-1/PUA
m GATA-1,2
Transcriptional Activators YY1
IRF-1,2

Figura 2- Possivel seqiiéncia de ligacdo do NF-«B ao sitio “HSII” (DNase I hypersensitive
site) dentro da regido transcritora do gene CYBB. (modificado de Luo e Skalnik,

1996a; Luo e Skalnik, 1996b).
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1.3- Fator nuclear kappa B

O fator nuclear kappa B foi descrito por Sem e Baltimore em (1986) como uma

proteina reguladora da expressao génica de imunoglobulinas em linfocitos B.

Atualmente, sabe-se que este fator pode modular a transcricdo de genes ligados
a resposta imunologica (Li e Verma, 2002), tais como: citocinas IL- 1, 2, 6, 8, TNF-q,
INF-a e B, anti-apoptdticos, TRAF-1, TRAF-2, c-IAPI1, c-IAP2, o fator de crescimento
GM-CSF (Stein e Yang, 1995; Baldwin Jr, 1996; Gerritsen et al.,1997; Wang et al., 1998),
moléculas de adesio, MAdJ-CAM-1, ELAM-1, ICAM-1, VCAM; enzimas como
cicloxigenase-2 (COX-2), 6xido nitro sintase (NOS), os quais promovem a expressao de
mais de 150 genes em resposta a inflamacdo, a infeccdo viral e bacteriana.

(Baeuerle e Henkel, 1994; Pahl, 1999; Lawrence e Bebien, 2007).

Genes que regulam a resposta imunoldgica inata como as proteinas envolvidas
no complexo de histocompatilidade também participam como co-estimuladores de
moléculas que sdo essenciais na indu¢do da imunidade especifica como as interleucinas 2,
12, e interferon, assim como outros elementos que regulam a prolifera¢do e diferenciacao
linfocitaria (Yamamoto e Gaynor, 2001) e que NF-kB também regula a expressdo de uma
variedade de proteinas que inibem a apoptose conduzindo o controle da proliferagdo e
sobrevida celular. Nesse sentido, qualquer irregularidade deste fator contribui para a
alteracdo dos processos de divisdo celular e carcinogénese. (Karin et al.,, 2002;

Skalnik, 2002).

O NF-kB ¢ uma proteina dimérica, cujos mondomeros pertencem a familia das
proteinas Rel/NF-kB. Essa familia ¢ constituida por cinco proteinas: c-Rel, RelA (p65),
RelB, NF-«B1(p105 que ¢ transformada por protedlise em p50) e NF-kB2 (p105 que ¢
transformada por protedlise em p52). Todos os dimeros apresentam um dominio comum
chamado de RHD (“Rel-homology domain™), que é responsavel pela dimerizagdo, ligacao
com o DNA e interagdo com a proteina inibidora de NF-kB. (McKay e Cidlowski 1999,
Hoffmann, 2006). A forma mais freqiiente deste fator ¢ formada pelo heterodimero

composto por duas subunidades, uma proteina de 50 kDa, chamada de p50 ou NF-kB1 e
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uma outra de 65 kDa, chamada de p65 ou RelA, as quais representam o protétipo classico
do NF-kB. (Karin e Ben-Neriah, 2000; Karin e Lin, 2002). Em outros tipos celulares
nao-leucocitarios ou células de outros organismos, como de insetos, estes dimeros podem
ocorrer de outras formas promovendo diversas combinagdes heterodiméricas como, por
exemplo: p50/p52, pS0/p105, pl00/p529, e, provavelmente, combina¢des homodiméricas
em células de mamiferos (pS0/p50) (Fujita et al., 1992; Moore et al., 1993).

Logo apdés a identificagdo do NF-kB, Baecuerle e Baltimore (1988)
identificaram outra proteina de 60 a 70 kDa de atividade inibitéria chamada de IxB, que
especificamente associa-se a dimeros de NF-kB, formando trimeros (p50/p65/ IkB) e
impedindo que o NF-«kB se ligue a0 DNA quando dentro do ntcleo. Além disso, essa forma
trimérica obriga a retencdo deste complexo no citoplasma (Rice et al., 1992; Verma e
Stevenson, 1997; Baldwin, 1996). Na década passada, foram descritas varias proteinas
inibitdrias englobando a familia das IxBs (IkBa, IkBp, IkBy, IkB-¢, Bcl-3), entre outras
(Haskill et al.,1991; Inoue et al., 1992). A atividade dos complexos Rel/NF-«B ¢ regulada
pela interacdo com os membros da familia de inibidores IkB, os quais interagem com a
seqiiéncia de localizagdo nuclear, localizada na por¢ao carboxi-terminal do dominio RHD
das subunidades de NF-kB, inibindo a translocacdo do fator de transcricao do citoplasma

para o nucleo e a ligagdo do heterodimero ao DNA (Garcia-Pifiere et al., 2004).

1.3.1- Ativagao fisiologica do sistema NF-kB

O NF-kB pode ser ativado por uma variedade de estimulos extracelulares,
incluindo citocinas pro-inflamatorias como o TNF-o e a IL-1, fatores ativadores de
linfécitos T e B, LPS bacteriano, proteinas virais, fatores de crescimento e fatores indutores
de estresse fisico e fisioldgico como as radiacdes UV e gama, além de inimeros agentes
quimicos (Brown et al., 1995; Carlsen et al.,2002). Outra via de ativacdo do NF-kB ocorre
por quando ha o reconhecimento de moléculas expressas por diversos microrganismos ao se
ligarem aos receptores do tipo Toll identificado em células da linhagem linfoide e mieldide

de origem murina ou humana. A ativacdo dos receptores Toll induz a transducdo de sinal
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resultando na ativacdo de MAP kinases e NF-«B (Medzhitov, 2001), o que pode levar a
perda da expressao de CD62L na superficie de granuldcitos e/ou sintese terminal de

citocinas pro-inflamatoérias, especialmente de TNF. (Deering e Orange, 2006).

Apesar da enorme diversidade de indutores descritos para NF-kB, a principal
via de indugao ocorre por meio de ativagdo do complexo kB quinase (IKK), pertencente ao

grupo das proteinas da familia MAPK (“mitogen activated protein Kkinase”)

(Garcia-Pifere et al., 2004).

O complexo IKK, que contém dois sitios cataliticos, IKK-oo e IKK-3, e uma
unidade regulatéria conhecida como NEMO (“NF-kB-essential modulator”)
(Kim et al., 2003). Com a ativacao da IKK, ocorre a fosforilagdo da IkB nos residuos de
aminoacidos serina 32 e 36. O IkB fosforilado sofre ubiquitinacdo pelo complexo
ligase-proteina-ubiquitina e em seguida a porg¢ao inibitoria IkB ¢ degradada pelo complexo
proteossoma 26S (Karin e Ben-Neriah, 2000 Traenckner et al., 1994; Krappamann
et al.,1996; Didonato et al., 1997, Mercurio et al.,1997; Verma e Setevenson, 1997),
permitindo o transporte do NF-kB livre ou ativo até o involucro nuclear e sua ligagdo
especifica com a seqiiéncia consenso de nucleotideos, desencadeando os processos
auxiliares da maquinaria de controle de expressdo génica que vao induzir a fosforilagao de
RNA polimerase I, dando inicio a transcrigdo (Garcia-Pifere et al.,, 2001,
Brown et al., 1995). Outras enzimas podem também causar a fosforilagdo de outros
aminoacidos do NF-kB, como um mecanismo indireto de ativacdo. Embora esse
mecanismo ndo seja muito bem compreendido, alguns autores relatam que, apds a
fosforilacdo da serina 276, da subunidade p65, aumenta a atividade transcricional do
NF-«B (Zhong et al., 1997; Tak e Firestein, 2001). Além da fosforilagdo, o NF-kB pode
sofrer acetilacdo ou outras modificagdes pos-translacionais. A acetilagdo impede que o
NF-«B se ligue novamente ao IkB, determinando maior tempo de permanéncia no
compartimento interno nuclear (Chen et al., 2001). Porém a transcri¢ao dirigida por NF-kB
¢ especifica e esta associada a um tipo especifico celular, mas os mecanismos que
determinam a transcricdo de um ou outro grupo de genes ainda ndo foram esclarecidos

(Garcia-Pinere et al., 2004). Gauss et al. (2007) mostraram que a ativacdo de NF-«B
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mediada por TNF, conduz a um aumento da expressdo dos genes CYBB, NFC1 e NCF2 ¢

conseqiientemente produgdo de superoxido em fagdcitos humanos.

Segue abaixo uma figura que ilustra os principais eventos moleculares de

ativacao do o NF-kB em células do sistema imunolégico.
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Figura 3- Vias de ativa¢ao do NF-xB.
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1.3.2- Intervencao farmacoldgica na atividade NF-xB

A inibi¢do farmacoldogica do NF-kB pode ser obtida pela agdo de diversos
agentes capazes de bloquear os mecanismos transducionais envolvidos na fosforilagdo da
IkB através da inatividade do complexo NEMO/IKK ou inibindo a atividade do
proteossoma, impedindo, assim, que o IkB seja degradado. Grande parte destes inibidores €
constituido pelos agentes antiinflamatérios hormonais e ndo hormonais tais como:
salicilatos, indometacina, meloxicam, glicocorticoides, entre outros, com mecanismos de

acdo bem relatados na literatura (D’ Acquisto et al., 2002).

Apds a descoberta que o AAS ¢ um inibidor de NF-kB, vérios grupos de
pesquisa comegaram a investigar se outras substancias farmacoldgicas desta mesma classe
também possuiam o mesmo efeito inibitorio deste fator em concentragdes compativeis dos
ja utilizados na terapéutica, visto que outros antiinflamatérios ndo hormonais como
sulfasalazina, trifusal, ibuprofeno, tepoxalina, indometacina também sdo inibidores de
NF-kB. (D’Acquisto et al., 2002 ; Lee et al., 2006; Noh et al., 2006). Alguns farmacos
(AINES) como a indometacina e os salicilatos inibem a atividade do NF-xB que controla a
expressao dos genes de ciclooxigenase 2 e ciclina D1 (Takada et al., 2004). Atualmente,
trabalhos da literatura abordam a inibi¢ao do NF-«B como um dos mecanismos de a¢ao de
farmacos AINES (D’Acquisto et al., 2002; Amann e Peskar, 2002), por bloquearem os
mecanismos de fosforilacdo da IkB, inibindo o sitio de ligacdo da IKKJ, suprimindo a

expressao dos genes de ciclooxigenase 2 e ciclina D1 (Takada et al., 2004).

Os glicocorticoides e os corticosterdides sdo amplamente utilizados como
antiinflamatérios e imunossupressores e também sdo inibidores de NF-kB. Os
glicorticoides se ligam com receptores citoplasmaticos especificos para glicorticdides
(RGs). Essas complexagdes funcionam como segundos mensageiros ativando a expressao
de genes também envolvidos na resposta imunoldgica sempre quando ocorre a ligagdo de
cortizol endogeno, promovendo assim os mecanismos endocrinos. Os glicocorticoides
sintéticos como a dexametasona e hidrocortisona, por sua vez, ligam-se aos RGs com
afinidade semelhante aos horménios endogenos, tornando-se complexos de alta afinidade

de ligagdo com o DNA. O complexo penetra no nucleo, ligando-se em promotores génicos
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especificos, ocasionando a inducdo da transcri¢ao destes genes (Leung e Bloom, 2000;

Pujols et al., 2004; Ito et al., 2006)

Um dos mecanismos dos glicocorticoides € que estes podem ativar a transcricao
da IkB, especificamente a IkBf, molécula responsavel por manter o NF-kB inativo no
citoplasma promovendo, a inibi¢ao deste fator de transcri¢do por impedir a translocacio
deste fator para o nucleo, sua inibigdo. (D’Acquisto et al., 2002). Além deste mecanismo,
outros também foram descritos como a inibi¢do antagdnica por interacdes proteina-proteina
dentro do nucleo, em que o receptor de glicocorticdide liga-se ao NF-xB, impedindo que o
fator se ligue ao sitio especifico do DNA (Almawi, 2002), seqliestrando a por¢do p65
associada a PKAc (Doucas,2000), inibindo a fosforilagdo da RNA polimerase II
(Nissen e Yamamoto, 2000) ou inibindo o NF-kB associado a atividade histona
acetiltransferase pela via histona desacetilase (Ito, 2001). Os glicocorticoides também
apresentam efeitos especificos sobre resposta em resposta por citocinas, como: INF-y, do
GM-CSF, das interleucinas IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-10 ¢ do TNF-a (Bessler et al., 1999;
Crinelli et al., 2000; Liu e Wang, 2000).

Collado-Escobar ¢ Mollinedo (1994) e Cox (1995) demonstraram que os
glicocorticdides inibem a liberacao de superoxido em varios modelos experimentais, porém
a regulagdo génica deste processo foi investigada por Condino-Neto et al., (1998) em
c¢lulas mieldides da linhagem THP-1 diferenciadas com citocinas e tratadas dexametasona,
que foi capaz de inibir a liberagdo de superdxido, em parte pela inibicdo da transcri¢do do

gene CYBB, quando administrada antes das citocinas (Condino-Neto et al., 1998).

Viérios grupos de pesquisa comecaram a investigar quais outras substancias
farmacoldgicas também possuiam o mesmo efeito inibitério deste fator em concentragdes
compativeis com os ja utilizados na terapéutica. Outra classe de agentes inibidores sdo as
substancias antioxidantes devido as suas propriedades de induzir uma redugdo dos agentes
que causam o estresse oxidativo e, conseqiientemente, impedindo a ativagao do fator kappa
B. Dentre estas substancias destacam-se a N-acetilcisteina, diidrocarbamato de pirrolidona
e as vitaminas C e E. Alguns compostos naturais extraidos de vegetais e microrganismos

também apresentam atividade inibitoria sobre o NF-kB. Nesta classe, sobressaem-se,
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principalmente, os compostos fitoquimicos medicinais como o resveratrol, um polifenol
antioxidante encontrado no vinho tinto. Entre os de origem microbiana, destacam-se
principalmente a ciclosporina A, a lactocistina, a gliotoxina fingica, entre outras. O
mecanismo geral desta classe é de promover a interrupcdo do proteossoma

(D’Acquisto et al., 2002). Como mostra a ilustragdo abaixo:

Mediador pro-inflamatorio
: Meio extracelular

Salicilatos —&3—

Subst. antioxidantes

——
Opeptideo NBD ~ TKKS

Salicilatos —2—

AINES
Compostos naturais

_®_|

Peptideo SN50 'L Translocagao nuclear

S At e transcri:ﬁu :

Figura 4- Inativagdo farmacoldgica das vias de ativagdo do NF-kB. (modificado de

D’Acquisto et al., 2002).

Introdugio
34



A gliotoxina despertou o interesse de varios grupos de pesquisa devido a sua
potente acdo de inibicdo da atividade do NF-xB. Esta toxina ¢ um metabolito de
pipolitiodioxopiperazina fingica de propriedades imunossupressora e antiinflamatoria
(Fitzpatrick et al., 2002). Este efeito inibitério ¢ devido ao fato também de inibir a
proliferacdo celular, mostrando ser uma substancia potencialmente antineoplésica, ja que o
fator de transcricdo nuclear da familia NF-kB estd implicado na ativacdo de genes

associados a proliferagdo celular, angiogénese, metastase e supressdo da apoptose

(Shehata, 2005).

A inibi¢do do NF-kB também pode ser concebida por meio de técnicas de
recombinacdo de DNA, como ¢ caso da linhagem leucémica de células monociticas U937,
transformadas com um vetor plasmidial contendo um promotor de citomegalovirus
(pMCV) recombinando com um inserto do gene de [kB contendo duas mutagdes nos sitios
responsdveis por codificar os residuos de serina das posicdes 32 e 36 da IkB, as quais
foram trocadas por alaninas, prevenindo a atividade catalitica das cinases IKKa ou IKK[
sobre a IkB, afetando assim a atividade do NF-kB por ndo ser translocado para o

compartimento nuclear (Asin et al., 1999; Pennington et al., 2001).

1.4- Displasia ectodérmica

Os distirbios de ativacdo do NF-kB podem produzir uma diversidade de
doengas. Dentre elas, uma série de imunodeficiéncias isoladas ou acompanhadas de outras
doencgas devido ao eixo comum de sinalizagdo do NF-xB que apresenta um papel
importante no processo de homeostase da epiderme ¢ no desenvolvimento de anexos

cutaneos (Orange et al., 2004).

A displasia ectodérmica (DE) ¢ uma condicdo clinica heterogénea caracterizada
por desenvolvimento anormal de estruturas derivadas do ectoderma, como dentes, cabelos,
nariz e glandulas exocrinas. A literatura até o momento descreveu mais de 170 formas

fenotipicas desta doenca. A forma anidrética/hipodrotica (DAE/HD) € caracterizada pela
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presenca de cabelos esparsos, anormalidades dentarias, pouca sudorese e episddios de

hipertermia. (Smahi et al., 2002).

A displasia ectodérmica pode ser transmitida por heranca recessiva ligada ao
cromossomo X, autossdmica dominante e autossomica recessiva (Murdoch-Kinch et al.,
1993) e mutagdes espontaneas podem também ser as responsdveis pelo aparecimento da

doenca (Smahi et al., 2002), ou ainda por mutagdes hipomorficas (Pedersen e Hallett,

1994).

A forma recessiva ligada ao cromossomo X ¢ a mais comum, sendo causada por
uma mutagdo no gene ectodisplasina, um membro da familia do TNF. A forma autossomica
¢ causada por uma mutagdo no gene EDA3 (cromossomo 2ql3) que codifica EDAR
(“Ectodysplasin A Receptor’), uma proteina associada a familia de receptores do TNF, cujo
gene ¢ responsavel tanto pela forma dominante quanto a recessiva de DAE/HD. Em
camundongos, este defeito leva a um defeito na subunidade o do complexo IKK
(Mercurio et al., 1997), resultando camundongos com inumeros defeitos cutaneos como
visto na DE e incapacidade de ativacdo do NF-kB por células da pele (Doffinger et al.,
2001). Outras mutagdes que podem levar a este comportamento fisiopatoldgico, como ¢ o
caso da alteracdo do gene da familia de receptores que ligam ao TNF, localizado no
cromossomo 1g42 que foi descrito em outra forma recessiva de DAE/HD, relatado por
Yan et al., 2000. Os mesmos autores discutem que durante a ligagdo de EDA com seu
respectivo receptor (EDAR) ¢ ativado outra molécula intracelular como EDARADD
(“EDAR-associated death domain”), que funciona como um adaptador para a ligagdo
intracelular que confere a sinalizacdo do complexo e ativacdo de NF-kB e estudos

bioquimicos desta molécula apresentam atividade NEMO dependente.

1.4.1- Displasia ectodérmica anidrética com Imunodeficiéncia

Existe um subgrupo de DAE que apresenta imunodeficiéncia (DAE-ID), cujo

historico clinico ¢ bastante variavel, incluindo tanto defeitos celulares quanto moleculares.

(Smabhi et al., 2002).
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A literatura descreve um pequeno numero de pacientes com DAE
acompanhados de infec¢do grave por bactérias piogénicas como Streptococcus pneumoniae
e Staphylococus aureus, bactérias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae e micobactérias, além de deficiéncia na produgdo de anticorpos
anti-polissacarideos. Habitualmente, os individuos do sexo masculino com DAE-ID
apresentam infec¢do de repeticao do trato superior respiratdrio, pele, tecidos moles, 0ssos,
trato gastrintestinal e eventualmente septicemia ou meningite. Deve-se lembrar que a
ativacdo de NF-kB dependente de NEMO ¢ uma importante via de sinalizagdo associada
com “Toll like receptors” (TLR), fendmeno visto em pacientes que apresentam baixa
resposta inflamatoria acompanhada de producao deficiente de citocinas como IL-1p, IL-18
e TNF-a (Liou et al., 1995). Outros pacientes podem apresentar defeitos associados com
baixa estimulacdo mediada por TNF-a, LPS e IL-1 (Yang et al., 2004; Vinolo et al., 2006).
Uma das formas de ativagdo de NF-kB e que estd associada com NEMO seria através do
reconhecimento de NEMO de Lys 63-ligada poliubiquinada com elementos de sinalizagao
via complexo TNF-RI, cujo reconhecimento ¢ requerido para que TNF-o induza o

recrutamento de IKK para TNF-R1 e subseqiiente sinalizagdao (Wu et al., 2006).

Inimeros pacientes apresentam hipogamaglobulinemia com baixos niveis
séricos de IgG ou IgG2, acompanhado de niveis variados de outros isotipos (IgA, IgM,
IgE), embora outros tenham sido descritos como apresentando aumento dos niveis de IgM,
sugerindo que alguns sinais mediados por CD40 sido dependentes de NEMO para linfocitos
B. Em alguns destes pacientes, existe uma incapacidade de resposta para a sinalizagao
CD40-CD40L, enquanto que outros apresentam uma mudanca de isotipo de cadeia pesada
de imunoglobulina normal, porém com resposta linfoproliferativa prejudicada
(Orange et al., 2004). Além da resposta deficitaria de ativagdo de linfocitos B mediante
CDA40e defeitos na troca de isotipo de cadeia pesada de imunoglobulinas, existe prejuizo na
atividade citotoxica de células NK da resposta mediada por LPS e producdo de TNF-a e
IL-12 (Orange et al., 2002). Estes defeitos levam a uma susceptibilidade especifica para
algumas infec¢des como, por exemplo, micobactérias atipicas (Abinun et al., 1996).
Contudo uma das mais importantes manifestagcdes laboratoriais nestes pacientes ¢ a

deficiéncia de anticorpos antipolissacarideos, embora a resposta linfoproliferativa seja
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normal quando comparada com outros tipos de imunodeficiéncias associadas com linfocitos

B (Smabhi et al., 2002).

Outros trabalhos mostram que mutagdes espontidneas podem também ser as
responsaveis pelo aparecimento da doenga (Pedersen e Hallett, 1994), que representam um
grupo de defeitos naturais da via de sinalizagdo do NF-kB, causada por uma mutacio
hipermorfica no gene que codifica a proteina inibitéria de NF-kB, mais especificamente os
nucleotideos que codificam os residuos de Serina 32 e Serina 36, impossibilitando a acao
reguladora da atividade quinase do complexo NEMO/IKK, responsavel pela fosforilacao de
IkB e, conseqiientemente, bloqueando a migracao do fator nuclear. (Doffinger et al., 2001;

Courtois et al., 2003; Kim et al., 2003).

Introdugdo

38



2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivos gerais:

Investigar o papel do NF-xB na regulacdo do gene CYBB que codifica o
componente gp917"°* do sistema NADPH oxidase humano em células mielociticas U937 e

células B imortalizadas de pacientes com DAE-ID e pacientes com DGC.

2.2- Objetivos especificos:

Investigar nas células mielociticas da linhagem U937, U937 transformadas com
vetor pCMV3 vazio e U937 com vetor contendo mutacdes |-kB-S321/S36,
pré-diferenciadas ou ndo com IFN-y e TNF-a e tratadas ou ndo com Dexametasona ou
Gliotoxina e nas células B imortalizadas de pacientes portadores de DAE-ID e DGC, os

seguintes parametros:
- Liberac&o de &nion superoxido;

- Expressdo em tempo real do gene CYBB que codifica 0 componente
gpglPHOX.

- Presenca de NF-xB no compartimento nuclear através do ensaio de retardo

da mobilidade el etroforética de super complexo (EM SA supershift).
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Os estudos em células da linhagem mielocitica THP-1 sob o tratamento com
Dexametasona mostraram gue este glicocorticoide é capaz de inibir a atividade do sistema
NADPH oxidase. Este fato associado a descoberta da regido consenso para NF-xB, a -15
Kb de distancia da regido promotora do gene CYBB, partindo das diversas evidéncias na
literatura que os antiinflamatérios ndo esteroidais, assm como os esterdides sdo
bloqueadores da ativacdo do NF-xB, afetam a explosdo respiratoria celular, levaram a
realizacdo deste estudo que objetiva elucidar alguns dos mecanismos de controle endégeno
promovidos pelo NF-kB sobre a expressdo do gene CYBB, assim como contribuir para o
avanco do conhecimento sobre os mecanismos reguladores da expresséo génica dos

componentes do sistema NADPH oxidase de células da linhagem mielGide.
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4.1- Selecao de pacientes, controles e obtencéo de células.
4.1.1- Pacientes

Foram incluidos dois pacientes com defeitos na via do NF-kB, previamente
caracterizados no laboratorio do Prof. Jean Laurent Casanova. Os linfocitos imortalizados
destes pacientes foram disponibilizados e encaminhados para o Laboratorio de Biologia
Molecular — CIPED — UNICAMP, cujos defeitos moleculares estdo indicados abaixo.
(Cortois et al., 2003, Doffinger et al., 2000; Picard e Casanova, 2005):

Molécula afetada Heranca M utacéo
NEMO Lig X (hipomorfica) X420W
IkBa Aut Dom (hipermorfica) S321

Para andlise comparativa, foi incluido um caso de doenga granulomatosa
cronica com quadro clinico previamente caracterizado por uma substitui¢do de A>G na
posicdo -2 da seqiiéncia consenso do sitio doador e aceptor de splice do intron 9
provocando a eliminagdo do éxon 10 no gene CYBB, afetando o processo de transcrigao do

RNA mensageiro e conseqiientemente a falta do componente gp91PHOX

, prejudicando a
explosdo respiratoria, com mutacdo ligada ao X (X91°) (Prando-Andrade et al., 2004;

Agudelo-Florez et al., 2006).

Também foram selecionados voluntarios adultos sadios para analise
comparativa. Os voluntarios autorizaram previamente a utilizagdo de amostras de seu
sangue para propositos cientificos. Todos os procedimentos aqui descritos ndo
ultrapassaram os limites descritos de risco minimo de acordo com a regulamentacdo da
convencao de Helsinki para pesquisa com seres humanos e do Conselho Nacional de Saude.
Os pacientes ingressaram no estudo depois do aceite do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP.
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4.1.2- Obtencao de células do sangue periférico e transformacao de células B com

virus de Epstein-Barr

Sangue periférico dos pacientes com defeitos na via do NF-xB, pacientes com
DGC ou DAE-IDI e voluntarios sadios foi coletado em frascos de polipropileno estéreis
contendo ACD. A seguir, o sangue coletado foi diluido volume/volume em RPMI (Gibco)
estéril. Depois foi adicionado o gradiente de centrifugacao Ficoll-Hypaque (Boyum, 1968),
no mesmo volume. Apds centrifugacao a 400g por 30 minutos a 200C, a interface contendo
a camada de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi coletada e separada
da camada de polimorfonucleares. As células foram lavadas duas vezes com solucdo salina
tamponada (PBS) (NaCl 0,14 M; Na2PO4 0,01 M; pH 7,2), e a seguir quantificadas, tendo

a sua viabilidade verificada pela utilizagdo de Trypan blue (Sigma Chemical Co.).

O sangue total foi fracionado por -centrifugacdo em Ficoll-Hypaque
(Boyum, 1968) e a fracdo de células mononucleares cultivadas com sobrenadantes da
linhagem B95-8, produtora de EBV (Condino-Neto ¢ Newburger, 1998), Dessa forma, foi
obtida uma fonte constante de acidos nucléicos das células dos pacientes para os estudos
moleculares, evitando-se, com isto, repetidas coletas de sangue em pacientes. Além disso,
linfécitos B EBV mimetizam com eficiéncia a ativacdo da NADPH oxidase humana, bem

como a expressao dos genes que codificam os componentes deste sistema.

4.1.3- Cultivo e tratamento das células da linhagem B transformadas pelo virus de

Epstein-Barr

Linfocitos B de sangue periférico imortalizados com virus Epstein-Barr (EBV),
foram cultivados em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado
pelo calor, 2 mM L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, a
37°C em atmosfera umida saturada com 5% de CO,. A viabilidade celular foi monitorizada
diariamente e a cultura mantida indefinidamente durante os estudos. Aliquotas das
linhagens celulares foram congeladas e mantidas em nitrogénio liquido para estudos

posteriores. Estas células foram tratadas com interferon-gama (IFN-y; 100 U/mL) e fator de
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necrose tumoral alfa (TNF-a; 1000 U/mL) por 48 horas e apds essa incubagdo foram

realizados protocolos experimentais analiticos.

4.2- Obtencao de células da linhagem U937

Células da linhagem monocitica de linfoma histiocitico difuso humano (U937),
obtidas da ATCC; Rockville, MD, E.U.A., foram transformadas com um vetor plasmidial
pMCV3 controle (U937pMCV3) ou contendo um inserto do gene de IxB mutado que
expressa a proteina inibitéria com residuos de serina nas posicdes 32 e 36 mutados por
alaninas (U937pMCV3-IkBM), gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Carlos V. Paya.
(Asin et al.,1999; Pennington et al.; 2001).

4.2.1- Cultivo e tratamento das células da linhagem U937

Estas células foram cultivadas em frascos de cultura celular (50 ou 75 mL), de
poliestireno contendo meio RPMI 1640 completo, suplementado com 10% de soro bovino
fetal inativado pelo calor, 2mM de L-glutamina, 100U/mL de estreptomicina, a 37°C, em
atmosfera Umida, saturada com 5% de CO,, em condi¢des livres de endotoxina

(<10pg/mL). A viabilidade celular foi monitorizada no dia do experimento.

O protocolo experimental foi estabelecido da seguinte forma: As células da
linhagem U937 foram tratadas com Dexametosona na concentracdo de final de 1 uM
(Condino-Neto et al., 1998), ou Glitoxina 10 pM (Yoshida et al., 2000), por 24 horas. Apos
esse periodo, foram incubadas com interferon-gama (IFN-y; 100 U/mL) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a; 1000 U/mL) por mais 48 horas, perfazendo um total de 72 horas de
incubagdo. O uso destas duas entidades farmacoldgicas de diferentes classes teve por
objetivo bloquear a atividade do NF-kB (D’Acquisto et al., 2002), em concentracdes
menores aos valores da IC50 dos respectivos inibidores. Para um controle positivo dos
ensaios realizados com as células U937, foi realizado somente o tratamento das células

U937 com as citocinas por 48 horas.
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4.3- Dosagem de Anion Super 6xido

A andlise funcional do sistema NADPH oxidase foi realizada a partir da
liberagdo de superdxido quantificada espectrofotometricamente utilizando o ensaio da
redu¢do do citocromo c, especificamente, inibido pela superoxido dismutase (SOD)
(McCord e Fridovich, 1969). O ativador soluvel da proteina quinase ¢ (PKC), 43-forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) foi utilizado como agonista do sistema NADPH oxidase nos
experimentos que quantificaram a liberacdo de superdxido. A atividade do superdxido foi
determinada a partir da curva dose-resposta, com concentragdes de PMA variando de 30,
100, 300, 1000 e 3000nM modificado por Condino-Neto et al., 1993; Condino-Neto et al.,
1996.

As células U937 ou células B EBV-transformadas, cultivadas na presenca ou
auséncia de Dexametosona ou Gliotoxina, foram incubadas em placas de cultura de seis
pogos com PMA na concentracao 30 nM e citocromo ¢ (80uM), na presenga ou auséncia de
SOD (75 U/mL) a 37 °C, durante 60 minutos. Apds a incubagdo, as placas foram colocadas
em banho de gelo. O sobrenadante foi transferido para tubos Eppendorf e centrifugados a
12.000 x g por 5 minutos a 4°C. A intensidade colorimétrica produzida pela reacdo de
reducdo do citocromo c foi quantificada no comprimento de onda de 550 nm, (DU Series
500, Beckman). A quantidade total de superdxido liberado foi calculada aplicando-se o
coeficiente de extingdo de 21.100M™ cm™. Os resultados foram expressos em nmol de

superéxido liberado por 10° células por hora. (nmol O, / 10° células / hora).

4.4- PCR em tempo real

Para determinar os niveis de RNAm transcrito de gp91”"°* foi realizada a
analise quantitativa de expressdao em tempo real (Real Time PCR). Essa metodologia ¢
baseada no monitoramento da fluorescéncia emitida durante a reacdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR) pela ligagdo de uma sonda especifica (“Tagman, Molecular Beacon”) ou um

corante (“SYBR Green”), na fita recém sintetizada. A detec¢do de amplificagdo em tempo
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real foi realizada no equipamento ABI 5700 Sequence Detector System
(Applied Biosystems), utilizando o reagente “SYBRGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems)”, contendo, dNTPs, MgCl,, Tampao, Taq Ampli-Gold.

O RNA total das células U937 ou células B EBV-transformadas cultivadas na
presenca ou auséncia de Dexametosona ou Gliotoxina, foi isolado de 107 células. As células
foram lavadas com Hank’s 1X gelado e o RNA total foi extraido usando um reagente
comercial TRIzol® (Gibco BRL, MD, USA; 1 ml / 1 x 10 céls) e quantificado em
espectrofotometro (260/280 nm; DU 500, Beckman) e estocados a —80°C até seu uso. As
amostras de cDNA foram sintetizadas a partir de 3 pg de RNA total usando o sistema de
Transcricdo Reversa com hexdmeros randomicos (5 uM; Amersham) em uma mistura de
20 pl contendo tampao RT (Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 1 mM),
dNTP’s 250 uM cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Invitrogen) 5 mM DTT (Invitrogen) 28,4
U de inibidor de RNase (RNAguardTM; Amersham) e 200 U da enzima transcriptase
reversa (M-MLV [Moloney Murine Leukemia Virus] RT; kit SuperscriptTM II Reverse
Transcriptase, Invitrogen) (Condino-Neto e Newburger, 2000).

Para PCR em tempo real foram usados num volume final de 25 ul os seguintes
reagentes em concentragdes finais: 5 ng/pl cDNA, 7.9875 ul Sybr® Green Master Mix
(1X Sybr® Green Buffer, 3 mM MgCl,, 200 nM dNTPs, 0.63275 U Amplitaq Gold®, 0.25
U AmpErase® (UNG) e por fim 100uM de primers de CYBB e p-actina. Os
oligonucleotideos foram desenhados com o uso do software “Primer Express”
(Applied Biosystems): para CYBB: sense, (5'-TTG TGG AAA CCC TCC TAT GA-3") e
antisense, (5’-AAA ACC GCA CCA ACC TCT CA-3"), (Gene Bank NM 00397) e para
B-actina: sense, (5'-TCA CCG AGC GCG GCT-3") e antisense, (5-TAA TGT CAC GCA
CGA TTT CCC-3"), (Gene Bank NM 001101).

A reacdo foi realizada na condigdo de 45 ciclos de anelamento, extensdao e
amplificacao (95°C - 15 seg. e 60°C - 1 min.). Apo6s a amplificacao foi gerada uma curva de
dissociagao em (60°C a 95°C) de CYBB e B-actina, como controle interno. A quantificagao
da expressao do gene CYBB foi realizada em relacao ao controle endogeno de expressao da

B-actina. A analise relativa dos dados foi expressa pela derivagdo da formula aritmética
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AACT ~ . , . ~ A ~ \
224CT da qual sdo obtidos os niveis de expressio génica das amostras em relagdo a

expressao calibradora, conforme descri¢do do manual do equipamento.

45 Ensaio de retardo da mobilidade €eletroforética de supercomplexo (EMSA
super shift)

Este ensaio ¢ baseado na ligagao de proteinas nucleares em sitios especificos de
DNA nuclear, detectado por meio da migracdo eletroforética de complexos

proteina-DNA-anticorpo, utilizando gel de poliacrilamida ndo desnaturado.

O protocolo de obten¢do do extrato nuclear foi realizado de acordo com a
descricdo de Dignam et al., (1983) e Lee et al., (1988). As células da linhagem U937 ou
c¢lulas B EBV-transformadas foram lavadas duas vezes com tampao fosfato salino (PBS)
gelado e a seguir centrifugadas a 240 x g a 4°C por 5 minutos. Apos a lavagem foram
ressuspensas em 10 mL de uma solug¢do tampao A contendo 10 mM HEPES pH 8, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 500 nM Sacarose. Ap0s esta lavagem, as células foram mais uma vez
ressuspensas em 10 mL da mesma solugio, adicionada de 0,2% Np-40 ¢ 1 mL/ 10 cels/mL
de coquetel de inibidores de protease (Sigma®). Esta suspensdo foi incubada em banho de
gelo por 10 minutos com agitagcdo ocasional para permitir a lise das membranas celulares.
Logo apoOs a ruptura citoplasmatica, as estruturas nucleares foram separadas por
centrifugagdo (400 x g a 4 °C por 5 minutos) e ressuspensas em 1 mL da mesma solucdo
tampao B (50 mM NaCl, 10 mM HEPES pH 8.0, 25 % glicerol, 0.1 mM EDTA e
1 mL/ 107 cels/mL de coquetel de inibidores de protease (Sigma®). Apés a centrifugacio,
as proteinas nucleares foram extraidas em mais uma solucdo tampao C composta de
(350 mM NacCl, 10 mM HEPES pH 8.0, 25 % glicerol e 0.1 mM EDTA). Esta extragdo
permaneceu em banho de ultra-som por 30 minutos. Por fim, os extratos protéicos
nucleares foram aliquotados e armazenados a -80°C. A concentragdo destas proteinas foi
quantificada pelo método colorimétrico de Bradford e dosadas por espectroscopia no
comprimento de onda de 595 nm. A dosagem da reacdo foi calibrada usando uma curva de

concentragdo de Albumina do Soro Bovino (BSA).
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Para a marcacdo oligonucleotidica, foram utilizados 4 pmol de
oligonucleotideos correspondentes a seqiiéncias consenso para NFxB obtida pela Promega,
Madison, WI (5'...AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C...3"), seqiiéncia consenso para
NF«kB 5’ distante da regido promotora do gene do CYBB (5'... CGA TAA GGG GCT TTC
CTG TTC A... 3') e seqiiéncias consenso para NFkB mutada, também obtida pela Promega,
Madison, WI (5'... AGT TGA GGC GAC TTT CCC AGG C..3’), com 0,5 ng de
y-P[ATP] 5°. A reacdo foi catalisada pela T4 polinucleotidioquinase por 1 hora a 37 °C.
A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida a 5%, acrilamida 29% e bis-acrilamida
a 1% na auséncia de SDS, com dimensdes 14 x 14 x 0,1 cm, moldado entre placas de vidro
limpas. A rea¢do de ligacdo foi feita em 4ul de “Binding Buffer”, contendo 10ug de
proteina nuclear, 0,1nmol/ ul oligos P** purificados, 1pug/mL de Poli (dIdC) (competidor
por proteina que se ligam ao DNA inespecificamente, deixando a sonda radioativa livre
para a ligagdo com o NFkB) e 4 pg anti-p50 (obtido pela Santa Cruz Biotechnology). Essa
reacdo foi incubada por 20 minutos em temperatura ambiente. A mobilidade eletrolitica

ocorreu em tampao 0,5 x T.B.E. por 2 horas em 120 a 130 volts.

Apos a corrida, o gel foi removido do suporte ¢ aderido a uma folha de papel
Whatman 3 MM, coberto com folha de pléstico e seco a vacuo a 80°C por 1 hora. Logo
apos a secagem o gel foi exposto a -80°C a um filme Phosphoimager-BAS por cerca de 24
a 48 horas e os sinais de ligacdo do supercomplexo (NF-IkB/ p50/ anti-p50) com as
respectivas seqiiéncias consenso NF-«xB 5’ CYBB e oligonucleotideo consenso para NF-kxB

(Promega™, foram detectados pelo aparelho Phosphoimager, (Fujifilm, Phosphoimager

BAS-1500).

4.6- Anélise Estatistica

Os dados foram representados como a média + erro padrdo da média (SEM). O
teste de Mann-Whitney foi usado para a comparagdo entre os grupos € um valor de p<0,05

foi considerado estatisticamente significativo.
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5- RESULTADOS
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5.1- Efeitos da Dexametasona e Gliotoxina sobre o sistema NADPH oxidase em células

da linhagem monaocitica U937:

A liberacéo de superoxido por células U937 mostrou déficit importante quando
tratadas com Dexametosona ou Gliotoxina e diferenciadas com as citocinas citadas
anteriormente, quando comparado as células somente diferenciadas com IFN-y e TNF-a, e
as células U937pMCV3, sob as mesmas condi¢cbes de tratamento e diferenciacéo,
apresentaram também uma reducéo de anion superoxido, mostrando que a transformacao
com vetor pMCV 3 ndo altera a atividade fisiol 6gica da oxidase. Ja os resultados observados
com as células transformadas com vetor pMCV 3-1kBM (contendo as mutagdes S32 e S32),
apresentaram uma drastica diminuicdo da liberacdo de superdxido por todas as células
diferenciadas e expostas a Dexametosona ou Gliotoxina. Estes resultados estdo
apresentados nos gréficos 1A, 1B e 1C.
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Células U937
1 Controle basal 2 Controle IFN -y +TNF-a
3 DEXA 4 DEXA + IFN -y + TNF-a
5GTX 6 GTX +IFN -v + TNF-a

Grafico 1A- Liberacdo de anion superéxido por células U937. (*p< 0.05 comparado com
as células diferenciadas; n= 6, teste de Mann-Whitney).
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Células U937pMCV3

1 Controle basal 2 Controle IFN -y +TNF-a
3 DEXA 4 DEXA + IFN -y + TNF-a
5GTX 6 GTX +IFN -y + TNF-a

Gréfico 1B- Liberacdo de anion superdxido por células U937pMCV3. (*p< 0.05
comparado com as células diferenciadas; n= 6, teste de Mann-Whitney).
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Células U937pMCV3-IkBM

1 Controle basal 2 Controle IFN -y +TNF-a
3 DEXA 4 DEXA + IFN -y + TNF-a
5GTX 6 GTX +IFN -y + TNF-a

Gréfico 1C- Liberacdo de anion superéxido por células U937pMCV3-1kBM. (*p< 0.05

comparado com as células diferenciadas; n= 6, teste de Mann-Whitney).

5.2- Efeitos das mutagOes naturais da via do NF-xB sobre a producdo de anion
superéxido em células B-EBV de pacientes com Displasia Anidrética

Ectodérmica e Imunodeficiéncia (DAE-ID):

Ao verificar os mesmos parametros em linfocitos B de pacientes portadores de
Displasia Anidrética Ectodérmica (EBV-DAE-IDkB S321 e DAE-ID NEMO/IKKy
X420W), observou-se uma baixa producéo de superdxido, reproduzindo o fendmeno que €
observado em células de pacientes portadores de Doenca Granulomatosa Cronica
(EBV-DGC), quando comparado as células linfociticas normais de sangue periférico. Estes

resultados estéo apresentados no gréfico 2.
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Células B-EBV

1- Células B normais

2- DGC

3- DAE-IDIxB S32I

4- DAE-ID NEMO/IKKy (X420W)

Grafico 2- Liberaco de anion superéxido por células B-EBV de pacientes com Doenca
Granulomatosa Cronica (DGC), com mutagéo ligada ao X (X91°) comparados
com linfécitos B-EBV de pacientes com Displasia Anidrética Ectodérmica com
Imunodeficiéncia (EBV-DAE-IDkB S32I e DAE-ID/ NEMO/IKKy X420W) .
(*p <0.05 em todas as situagdes; n = 6, teste de Mann-Whitney).

5.3- Efeito da inibicdo do NF-xB sobre a expressdo em tempo real do gene CYBB em
células U937:

A expressdo do gene CYBB avaliada por meio de PCR Quantitativo em Tempo
Real, das células U937 mostraram uma reducdo significativa dos niveis de expressdo do
gene CYBB, quando comparado as células em condi¢des basais controle que foram somente
diferenciadas. No entanto, a reducéo da expressdo produzida pela Gliotoxina foi bem mais

intensa que a observada pelo tratamento com Dexametosona. As céulas U937
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transformadas com um vetor plasmidiad pMCV3 controle (U937pMCV3) também
apresentaram uma reducdo significativa dos nivels de expressdo do gene CYBB, quando
comparado as células em condigdes basais controle que foram somente diferenciadas. Mais
uma vez, foi constatada uma maior atividade inibitoria produzida pela Gliotoxina, que
induziu uma reducdo mais intensa, nos niveis de expressdo do gene CYBB, comparando
com a do tratamento com Dexametosona. As células U937pMCV 3-1kBM (contendo as
mutacOes S32 e S32) apresentaram uma dréstica reducéo da expressédo do gene CYBB,
independente do tratamento farmacoldgico, quando comparado as células controle que
foram somente diferenciadas. A normalizacéo da quantificagdo da expresséo do gene CYBB
foi realizada utilizando um controle endégeno de expressdo da -actina. Estes resultados
estao apresentados nos graficos 3A, 3B e 3C.

Resultados
56



Expressao Relativa

1 2 3 4 5 6

Células U937

1 Controle basal 2 Controle IFN -y +TNF-a
3 DEXA 4 DEXA + IFN -y + TNF-a
5GTX 6 GTX +IFN -y + TNF-a

Gréafico 3A- Expressdo relativa do gene CYBB (PCR em tempo rea) por células U937.
(*p <0.05 em todas as situagdes; n = 6, teste de Mann-Whitney).
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Células U937pMCV3

1 Controle basal 2 Controle IFN -y +TNF-a
3 DEXA 4 DEXA + IFN -y + TNF-a
5GTX 6 GTX +IFN -y + TNF-a

Grafico 3B- Expressdo relativa do gene CYBB (PCR em tempo real) por células
U937pMCV3. (*p <0.05 em todas as sSituagbes, n = 6, teste de
Mann-Whitney).
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Expresséao Relativa

Células U937pMCV3-1kBM

1 Controle basal 2 Controle IFN -y +TNF-a
3 DEXA 4 DEXA + IFN -y + TNF-a.
5GTX 6 GTX +IFN -y + TNF-a

Grafico 3C- Expressdo relativa do gene CYBB (PCR em tempo rea) por células
U937pMCV3-IkBM. (*p <0.05 em todas as Situagdes; n = 6, teste de
Mann-Whitney).
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5.4- Efeitos das mutacfes naturais kb 32s/36s sobre a expressdo do gene CYBB em
células B-EBV de pacientes com Displasia Anidrética Ectodérmica com
imunodeficiéncia (DAE-ID):

A expressdo do gene CYBB pelos linfocitos B-EBV de pacientes com Displasia
Anidrética Ectodérmica com imunodeficiéncia (EBV-DAE-IDkB S321 e DAE-ID
NEMO/IKKy X420W) foi significativamente reduzida, reproduzindo o que é observado em
células de pacientes com Doenca Granulomatosa Crénica (EBV-DGC), quando comparado

as células de individuos sadios. Estes resultados estdo apresentados no grafico 4.
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Células B-EBV
1- Células B normais

2- DGC
3- DAE-IDIkB S32I
4- DAE-ID NEMO/IKKy (X420W)

Grafico 4- Expressdo relativa do gene CYBB (PCR em tempo real) por células B-EBV de
pacientes com Doenca Granulomatosa Crénica (DGC), com mutagdo ligada ao
X (X91°), comparada a células B-EBV de pacientes com Displasia Anidrética
Ectodérmica com  Imunodeficiéncia  (EBV-DAE-IDkB  S321 e
DAE-ID/ NEMO/IKKy X420W). (*p <0.05 em todas as situacdes; n = 6, teste
de Mann-Whitney).
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5.5- Determinacéo da presenca de NF-kB no compartimento nuclear de células U937

tratadas com Dexametasona ou Gliotoxina:

Na investigacdo de translocacdo do fator nuclear kappa B para compartimento
nuclear de células da linhagem U937 selvagem, U937 pMCV3 ou U937pMCV 3-1xkBM,
submetidas aos mesmos tratamentos anteriores, observou-se uma diminuigcdo significativa
da ligagdo do supercomplexo (NF-1xB/ p50/ anti-p50) com as sequéncias consenso de
NF-xB 5 flanqueadora do gene do CYBB e de oligonucleotideos consenso de NF-xB
(Promega®), nas células U937 e nas células U937pMCV3. No entanto, os resultados
observados com as células U937 contendo o vetor pMCV 3-1kBM com as mutagdes S32 e
S32 apresentaram auséncia total da ligagdo do supercomplexo com o0s respectivos
oligonucleotideos consenso. Para detectar os possiveis eventos de ligacfes inespecificas,
foram realizados ensaios de competicdo com sondas de sequiéncias mutadas marcadas com
radioisotopo. A identidade do heterodimero foi confirmada através da presenca do

anticorpo anti-p50 no supercomplexo de ligagdo. Os resultados estdo ilustrados no

grafico 5.
-+ -+ -]+ - | + - | + - |+ -]+ -+ -] + |IFN-y,TNF-a
- - + + - - - - + + - - - - + + - - DEXA
- - - - + | + - - - - + | + - - - - + | * GTX
n'ﬁ [ L L o L L i
U937 U937 pMCV3 U937 IkB-S32A/S36A

Grafico 5- Ensaio eletroforético da mobilidade de super complexo (EMSA supershift) do
heterodimero NF-xB com sequéncias consenso NFkB da regido transcritora do
genedo CYBB (5'... CGA TAA GGG GCT TTCCTG TTCA... 3), em células
monociticas humanas U937, U937pMCV3 ou U937pMCV3-1kBM.
(Representativamente comparado com as células diferenciadas, n= 6, teste de
Mann-Whitney).
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5.6- Migracéo do NF-kB no compartimento nuclear de células B-EBV de pacientes

com Displasia Anidr6tica Ectodér mica com Imunodeficiéncia (DAE-ID):

Os resultados obtidos nesta avaliacdo estéo apresentados no grafico 6. Pode-se
observar a auséncia da ligacdo do supercomplexo (NF-1kB/ p50/ anti-p50) com as
sequiéncias consenso de NF-xB 5’ flanqueadora do gene do CYBB, nas células B-EBV de
pacientes com Displasia Anidrética Ectodérmica com imunodeficiéncia (DAE-IDxB S32I e
DAE-ID NEMO/IKKy X420W). Entretanto, quando se compara este resultado com os
outros resultados obtidos em células de pacientes portadores de Doenca Granulomatosa
Crénica (EBV-DGC) e células linfociticas normais de sangue periférico, este mesmo
fendmeno ndo ocorre. Indicando a presenca do fator protéico dentro do involucro nuclear.
Para discriminar os possivels eventos de ligacdes inespecificas foram realizados ensaios de
competicdo com sondas de sequéncias consenso. A identidade do heterodimero foi

confirmada através da presenca do anticorpo anti-p50 no supercomplexo de ligacéo.

1- Células B normais

2- Células B-EBV de DGC

3- Células B-EBV de DAE-IDIxB S32I,

4- Células B-EBV de DAE-ID NEMO/IKKy (X420W)

Gréfico 6- Ensaio eetroforético da mobilidade de supercomplexo (EMSA supershift) de
NF-xB com sequiéncias consenso de ligagdo especifica. (Representativamente

comparado com as células diferenciadas, n= 6, teste de Mann-Whitney).
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Condino-Neto et al., (1998) demonstraram que células da linhagem mielocitica
THP-1 diferenciadas com IFN-y e TNF-a e tratadas com glicocorticdides, especificamente
Dexametasona e estimuladas com acetado de forbol miristato (PMA), apresentavam uma
diminuicéo na liberacdo de anion superdxido e queda dos niveis transcricéo do gene CYBB.
Somam-se a esses resultados as evidéncias de que o gene CYBB possui uma sequéncia
consenso de ligagdo para NF-xB & -15kb de distancia da regi& promotora na direcéo
“upstream”, como demonstra um estudo atual de footprinting com DNase | realizado por

(Thain, et al., 2008 submetido e em revisdo - Journal of Biological Chemistry. Em anexo).

Este trabalho investigou o papel do NF-kB sobre a expressdo do gene CYBB
por células da linhagem monocitica U937 tratadas com Dexametasona ou Gliotoxina e
posteriormente diferenciadas com IFN-y e TNF-a.. Estes experimentos mostraram que estes
inibidores produzem uma diminuicéo da expresséo do gene CYBB, acompanhada de uma
baixa producdo de anion superéxido e diminuicdo de trandocacdo do NF-«xB para o
compartimento nuclear. Ao comparar 0s efeitos produzidos pelos dois agentes
farmacolégicos em questdo, observa-se que a Gliotoxina produz uma redugdo mais
acentuada destes parametros em comparacdo com o efeito produzido pela Dexametasona.

A inibicdo da atividade NADPH oxidase e da expressdo do componente

1PH9% promovido pela agdo farmacolédgica do glicocorticdide esta associado com a

gp9
habilidade destas moléculas interromperem as vias de ativacdo do NF-xB (Auphan et al.,
1995; Ito et al., 2006), promovendo a retencdo deste fator de transcricdo no citoplasma ou
desativacdo deste fator de vérias maneiras como a ativacdo da transcricdo de |-xB
(Ponta et al., 1992) bloqueando a translocacdo do NF-kB para 0 compartimento nuclear ou
produzindo uma interacdo com o receptor glicocorticdide (RG), o qual interage com o
NF-xB que se liga a subunidade p65 do heterodimero NF-xB, impedindo a ligacdo
DNA — NF-xB (Adock et a., 1994) que, por sua vez, suprime a transcricdo de genes
controlados por este fator. Mecanismos adicionais também sdo citados por outros autores,
como € caso da indugdo da desacetilagdo das histonas promovido pela acdo de
glicocorticéides produzindo conseqlientemente, a compactacdo de DNA, impedindo assim

aligacdo de NF-kB em seus respectivos sitios de ligagdo (Ito et al., 2000; Ito et al., 2001),
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No entanto, a Gliotoxina dispde de um mecanismo distinto, devido a sua
capacidade de inibir proteases. Sua presenca no meio intracelular promove a inativacdo da
via proteolitica mediada pela atividade do nucleo catalitico do complexo 20S do
proteossomo dependente de ubiquitina e ATP (Kroll, et al., 1999), conseqlentemente
promovendo um aumento da permanéncia do kB no meio citoplasmatico (Moynagh, 2005
Nishida, 2005).

A diferenca de magnitude de inibicdo vista pela Gliotoxina em relacdo a
Dexametasona pode ser parcialmente explicada pelo fato de a Gliotoxina bloquear a
migracdo deste fator para 0 nucleo, enquanto a Dexametasona permite que o NF-xB sga
translocado até o nucleo (D’ Acquisto et al., 2002), possibilitando a ativacgo de mecanismos
de compensagéo.

A hipétese de que a interagdo do NF-xB € realmente necess&ria para a
transcricdo do gene CYBB torna-se mais evidente, quando oS mesmos parémetros sao
estudados no modelo de manipulagédo génica, utilizando células monociticas da linhagem
U937 transformadas com um vetor plasmidial, recombinado com um inserto do gene de
kB contendo duas mutagbes (321 36l), (Asin, et a., 1999; Pennington, et a., 2001),
também tratadas com os inibidores farmacolgicos e, para uma andlise de controle das
condicdes fisiol6gicas da expressdo génica que possivelmente pudessem sofrer alteracoes,
foram concomitantemente avaliados 0os mesmos parédmetros anteriores em células da

linhagem U937 contendo o vetor vazio como um controle negativo da analise.

Os resultados destes novos experimentos mostraram que as céulas
transformadas com o inserto do gene de IkB (321 36l1) diminuiram drasticamente a
expresséo do gene CYBB, ocorrendo 0 mesmo com a explosdo respiratdria, comparado aos
resultados observados com as células selvagens submetidas aos mesmos tratamentos.
Interessantemente, os resultados vistos com o modelo celular de manipulacdo génica
demonstraram existir uma correlacdo concordante aos efeitos dos inibidores
farmacol 6gicos. Além disso, essas células também demonstraram auséncia da formagdo do
complexo NF-kB/DNA, confirmado pelos resultados de ensaios de supershift, mostrando

um blogueio datranslocacéo do NF-kB para 0 compartimento nuclear.
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Numa revisdo mais apurada sobre o controle da expressdo dos genes do sistema
NADPH oxidase, a transcricdo do gene CYBB é mediada por um conjunto de sequiéncias
reguladoras cis atuantes e de fatores de transcri¢cdo tecido-especificos (Kautz et al., 2001),
como por exemplo: elf-1 e PU.1 que sdo restritos a linhagem mieléide (Voo e Skalnik,
1999), sendo que a fosforilagdo de PU.laumenta a afinidade deste fator pela regido
promotora do gene NCF-1 induzindo a diferenciacdo tecido-especifica mielocitica
(Marden, 2003). Outros fatores como IRF1, ICSBP e CBP dependentes de proteinas
tirosina fosfatase (SHP1-PTP) ativam gp91™9%, p22°H0% e p477"%% (Kautz et al., 2001) em
células mieldides. Em eosindfilos, os fatores GATA-1 e 2 s80 necessarios para ativar a

expressdo do gp91”Hox

(Yang et a., 2000). A interacdo das proteinas da familia
“Homeobox” (Hox) parece ser essencial para a regulagdo do gene CYBB e NCF2
(Eklund et a., 2000) e outros trabalhos mostram uma grande relevancia da presencga de
quatro cis-elementos para o fator transcricional YY1, presentes a -145 a -412 pb

“upstream” daregido promotora do gene CYBB (Jacobsen e Skalnik, 1999).

Os resultados deste estudo mostrados até esse ponto, S80 curiosamente
coincidentes com os relatos publicados por Anrather et a., (2006), que demonstraram a
fata da atividade NADPH oxidase em leucocitos, fibroblastos e e microgliécitos de
linhagem murina, submetidas a um blogueio atividade do fator nuclear kappa B. Nesse
mesmo trabalho os autores discutem a presenca de possiveis elementos cis de ligacdo de

NF-kB, naregido promotorado gene CYBB de células murinas.

Ao estabelecer uma correlagdo entre o sistema NADPH oxidade e falta ou
disfuncéo das diversas vias de ativagdo do NF-kB, pode-se observar que estes disturbios
moleculares sdo capazes produzir ateragbes no sistema imunolégico com repercussoes
clinicas. Quando estas disfungdes ocorrem isoladamente nos componentes do sistema
NADPH oxidase, blogueia-se a producdo dos reativos intermediarios do oxigénio,
interferindo na capacidade microbicida das células leucocitérias. Essas ateracdes levam ao
desenvolvimento da Doenca Granulomatosa Crénica (DGC). Por outro lado, a deficiéncia
de alguns dos componentes de sinalizagéo da ativagdo do NF-«xB, pode desencadear um
grupo heterogéneo de imunodeficiéncias (Nishikomori et al., 2004), gerando a Displasia
Anidrética Ectodérmica com Imunodeficiéncia (DAE-ID), de cardter mendeliano recessivo,
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ligado a0 sexo, ou de forma autossOmica dominante ou ainda, autossdomica recessiva
(Murdoch-Kinch et al., 1993). Recentes trabalhos na literatura vinculam os defeitos de
sinalizac8o das vias de ativacdo do NF-xB as doencas Displasia Anidrética Ectodérmica,

associada ou ndo com imunodeficiéncia. (Doffinger et al., 2001; Courtois et al., 2003).

Neste sentido, este trabalho procurou avangar ainda mais o entendimento do
papel do NF-«B sobre a atividade do sistema NAPDH oxidase através de um estudo
comparativo da liberagdo de anion superdxido e expressao do gene CYBB entre as células
da linhagem U937 submetidas aos protocolos de inibicdo da atividade do NF-xB, com
células linfociticas imortalizadas com virus Epstein-Barr de pacientes portadores de DGC

ou DAE-ID comparadas com células B-EBV de individuos normais.

As células de pacientes que foram utilizadas neste estudo mostram um padr&o
de heranca autossdmica dominante de Displasia Anidrética Ectodérmica associada com
Imunodeficiéncia causada por uma mutagdo (S32) no gene que expressa IkB a, 0 que
impossibilitaria a agdo reguladora da atividade quinase do complexo NEMO/IKK,
responsaveis pela fosforilagdo de IkB, bloqueando a migragdo do NF-xB, para o nicleo
(Courtois et a., 2003). Semelhante a situagdo artificial das células U937 transformadas com
o vetor contendo um inserto do gene de IkB mutado (U937pMCV3-1kBM) que
concomitantemente reproduz o mesmo fenétipo alterado visto em células B-EBV de
pacientes com DGC que apresentam defeitos moleculares nos genes relacionados ao
sistema NADPH oxidase (Agudelo-Florez et al., 2006).

Os resultados obtidos nos experimentos realizados com linfocitos B-EBV de
pacientes com DAE-ID evidenciaram um prejuizo na expressdo do gene CYBB seguido da
falta de explosdo respiratéria, semelhante aos resultados que apresentaram as células
B-EBV de pacientes com DGC secundaria a mutacéo no gene CYBB (Agudelo-Florez et al.,
2006). Esse resultado explica em parte a suscetibilidade a infec¢do dos pacientes portadores
de DAE-ID (Courtois et al., 2003), indicando que esta alteracdo também pode gerar outros
disturbios no compartimento mieldide destes pacientes. No entanto o NF-xB estava
presente no extrato nuclear das células de pacientes com DGC. Isso se da por que as duas

doencas ndo compartilham do mesmo mecanismo molecular fisiopatologico, ja que a
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alteracdo das células do portador de DGC ocorre intrinsecamente no gene que codifica o

componente gp91°Hox

(Agudelo-Florez et al., 2006).

, comprometendo diretamente a atividade NADPH oxidase

Por outro lado, a auséncia de NF-kB no interior do nucleo das células de
pacientes com DAE-ID, junto a fata de expressdo do gene CYBB mostrada nestas células,
confirma a hipétese que o NF-xB possui relevancia no controle transcricional do gene
CYBB, quando comparados os modelos de manipulagdo farmacolOgica/génica a este

modelo natura de “knock out™ humano.

E interessante observar que a mutacdo (S32I S361) pode provocar inimeras
deficiéncias celulares atraves de diversos genes que requerem o NF-xB, sendo que o efeito
mais devastador desta deficiéncia compreenderia os componentes do sistema imunol 6gico
gue ndo podem se desenvolver sem a presenca do NF-xB. O efeito destas mutacfes sobre o
controle de genes mediados por NF-kB de células mielociticas humanas ainda ndo foi
explorado e trata-se, portanto, de um campo fértil para o estudo da fisiopatol ogia molecular
de diversas imunodeficiéncias primérias, que ainda permanecem sem entendimento, ja que,
conclusivamente, o NF-kB é um fator de transcricdo fregliente e de grande importancia

paratranscricdo de genes da série mielocitica.

Diante do conjunto de todos estes resultados, pode-se sugerir que o fator
nuclear kappa B promove um controle cooperativo para a transcricdo do gene CYBB, sendo

necessario para o desenvolvimento da atividade do sistema NADPH oxidase humano.

Em relagdo &4 DAE-ID, estes defeitos teriam ainda maior importancia, pois aém
de provocar os disturbios linfocitarios como foi descrito por Courtois et al., (2003), estas
ateracBes também podem gerar danos na fungdo mielocitica, uma vez que o NF-xB é
responsavel pela ativacéo de um grande nimero de genes da série miel6ide, reproduzindo o
mesmo quadro bioguimico molecular visto em células de pacientes com DGC, conduzindo

aimunodeficiéncias severas.
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7- CONCLUSAO
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Conclui-se que o NF-kB € necessario para a expressao do gene de CYBB e
consequentemente importante para 0 desenvolvimento do sistema NADPH oxidase

humano.

Defeitos na sinalizagdo celular causadas por mutagdes que afetam a atividade
do NF-xB, como é o caso da Displasia Ectodérmica, pode conduzir a um fendtipo celular
semelhante ao observado em pacientes com Doenca Granulomatosa Cronica afetando ndo
s6 0 compartimento linféide, como ja é conhecido, mas também produzindo distlrbios

miel6ides, levando a uma imunodeficiéncia severa.

Portanto a continuidade de estudos mais detalhados sobre a atividade NADPH
oxidase como agente bactericida em fagocitos primarios de pacientes portadores de
DAE-ID sdo necess&rios, correlacionando os diversos defeitos nas vias de ativago do

NF-xB, com suscetibilidade as infec¢Bes que acometem estes pacientes.
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