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RESUMO

INTRODUCAO: Entre suas diversas agdes biologicas, o célcio extracelular exerce um
papel fundamental na manutencdo da polaridade da membrana plasmatica. Procurou-se
avaliar o efeito da despolarizagdio da membrana induzidas por baixa concentragdo
extracelular de calcio ou ouabaina na apoptose e expressao da Caspase-3 em neutrofilos
(PMN).

METODOS: PMN foram isolados de sangue de voluntarios por gradiente de densidade e
cultivados por 18h em meios com concentragdo normal (1.8mM) ou baixa de calcio
(<10nM), ou com ouabaina (1mM), um inibidor da so6dio/potassio ATPase. A apoptose foi
quantificada por citometria de fluxo pela captagdo nuclear do iodeto de propidio. A
expressao da proteina Caspase-3 foi avaliada por eletroforese de proteinas.

RESULTADOS: Nao foram observados efeitos na apoptose basal dos PMN com o uso
isolado de estimulos despolarizantes. Entretanto, os efeitos inibitorios do lipopolissacarideo
(LPS - lug/ml) foram anulados quando os PMN foram cultivados em meio com baixa
[Ca™"], e restaurados pela adi¢do de cations divalentes (calcio, estroncio ou manganés);
ouabaina, de forma similar, bloqueou o efeito do LPS. Tanto a deplecdo de calcio
extracelular quanto a utilizagdo de ouabaina reduziram a expressao da forma precursora da
Caspase-3.

CONCLUSAO: A cultura de PMN em meio com baixa [Ca”'] ou ouabaina, dois estimulos
distintos que induzem a despolarizagdo de membrana, bloqueiam a inibi¢do da apoptose
mediada por LPS em PMN e alteram a expressdao de caspases. Estas observagdes podem
estabelecer um novo mecanismo de regulacao da sobrevida dos PMN.

Palavras-chave: neutrofilos; apoptose; despolarizagdo da membrana plasmatica;

lipopolissacarideo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Among its many biologic activities, extracellular calcium plays a key
role in the maintenance of plasma membrane polarization. The effect of membrane
depolarization induced by low extracellular calcium concentration or ouabain in neutrophil
(PMN) apoptosis and Caspase-3 expression are evaluated.

METHODS: PMN were isolated from blood of healthy lab volunteers by density gradient
centrifugation, and cultured for 18h in normal (1.8mM) or low (>10nM) calcium medium
or with the Na'K'-ATPase inhibitor, ouabain (ImM). Apoptosis was quantified with flow
cytometer by the nuclear uptake of propidium iodide. Caspase-3 protein was evaluated by
Western blot.

RESULTS: There were no observed effects in PMN apoptosis cultured only with
depolarizing stimuli. The inhibitory effects of LPS (lug/ml) on PMN apoptosis were
abolished by culture of PMN in low Ca™ medium, and restored by the addition of divalent
cations (calcium, strontium or manganese); ouabain similarly blocked the inhibitory effects
of LPS. Both calcium depletion and ouabain reduced expression of Pro-Caspase-3.
CONCLUSION: Extracellular calcium depletion or ouabain, two distinct stimuli that
induce plasma membrane depolarization, block the LPS-mediated inhibition of PMN
apoptosis, and alter expression and activation of caspases. These observations may

establish a novel mechanism regulating PMN survival.

KEYWORDS: neutrophils;  apoptosis;  plasmatic = membrane  depolarization;

lipopolysaccharide.
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1. INTRODUCAO

Neutrofilos desempenham um papel primordial na patogénese da resposta
inflamatoria dos mamiferos. Depois do processo de ativagdo, desencadeado por estimulos
enddgenos ou exdgenos, suas propriedades aumentam exponencialmente. A sua capacidade
de quimiotaxia, aderéncia, migragdo, degranulacdo, fagocitose e produ¢do de radicais livres
de oxigénio estd aumentada, bem como seu tempo de vida (Collota et al., 1992; Condliffe
et al., 1998; Chilvers et al., 2000). Isto resulta em um incremento funcional e numérico,
desejavel para defender o organismo de uma fonte infecciosa exdgena. Porém, a
persisténcia ou exacerbagdo desta resposta pode levar a dano tecidual no hospedeiro
(Smith, 1994; Marshall & Watson, 1997).

O aumento no periodo de vida dos neutrofilos (PMN) durante estados inflamatorios
ou infecciosos ¢ mediado por retardo na apoptose. A resolugdo da inflamagao sistémica
acontece com a remog¢ao dos PMN ativados por processo de apoptose pelos macrofagos do
figado e bagos (Hallett, 1992; Marshall & Watson, 1997). O entendimento dos fendmenos
celulares relacionados ao fim da inflamagdo sistémica despertam interesse clinico obvio,
por seu potencial envolvimento em estratégias de tratamento da sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS).

O célcio exerce um papel importante na regulacdo de véarias fun¢des celulares. Sua
importancia como segundo mensageiro de fun¢des neutrofilicas (Bratton et al., 1997;
Mahomed et al., 2000; Hauser et al., 2001) e o aumento de suas concentragdes
intracelulares com varios estimulos que modulam a apoptose (f-MLP, solu¢dao salina
hipertonica, iondforos, etc), o coloca como agente potencialmente implicado no

desencadeamento e modulacdo dos processos de morte celular programada pelas vias
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plasmatica e mitocondrial (Bernardi et al., 1999; Gottllieb, 2000; Vieira & Kroemer, 1999;
Duchen, 2000; Rizzuto et al., 2000; Gunter et al., 2000). Além disto, o calcio extracelular é
um dos responsdveis pela manutencdo do potencial de membrana plasmatica. Embora se
saiba que mudancgas na concentracao de calcio intracelular possam modular a expressao da
apoptose em PMN, até o momento ndo foi descrito um papel regulatério para o calcio
extracelular. Artigos demonstrando desregulagdo no metabolismo celular do célcio em
neutréfilos de pacientes com SIRS tem surgido (Hauser ef al., 2000; Rose et al., 2000;
Hauser et al., 2001), trazendo novo interesse ao tema.

O proposito do presente estudo foi verificar a influéncia do célcio extracelular e
outros estimulos com efeito na polaridade da membrana celular, nas taxas de apoptose de

neutrofilos humanos in vitro, estimulados ou nao por lipopolissacarideo.
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2.0. OBJETIVOS

Os estudos aqui reportados usaram culturas in vitro de PMN humanos. Nestas
condi¢des visamos:
2.1. Verificar a influéncia do meio de cultura com baixa [Ca''] na taxa de apoptose
espontanea;
2.2. Verificar a influéncia do meio de cultura com baixa [Ca™] na taxa de apoptose
estimulada por LPS;
2.3. Observar o efeito da reposicao de catios divalentes (célcio, estroncio € manganés) na
taxa de apoptose estimulada por LPS;
2.4. Verificar a influéncia do meio de cultura com outro agente despolarizante da
membrana (ouabaina) na taxa de apoptose espontanea ou estimulada por LPS;
2.5. Comparar os resultados obtidos utilizando meio de cultura com baixa [Ca"'] em
apoptose com outra fun¢do leucocitaria, a perda da L-selectina;
2.6. Determinar o efeito da cultura dos PMN em meios com baixa [Ca"'] ou ouabaina na

concentracao da proteina Caspase-3, em células estimuladas ou ndo com LPS.

xvii



3.0. LITERATURA
3.1. APOPTOSE

3.1.1. Breve historico

Os achados histologicos da apoptose foram descritos pela primeira vez por
Walther Flemming, em 1885 ao estudar foliculos ovarianos maduros de mamiferos. Em
1914, Ludwig Graper, ao pesquisar células de endométrio propds que este mecanismo seria
oposto ao processo de mitose, e que estaria presente em todos os 6rgdos em que houvesse
necessidade de eliminagdo de células. Suas observagdes nao receberam a importancia
devida, passando-se algumas décadas sem estudos relevantes sobre o tema. Em 1950,
Glucksmann, examinando embrides, verificou ser este um processo comum nesta fase de
desenvolvimento, sugerindo ser esta uma forma especial de morte limitada a tecidos
embrionarios. Kerr, a partir de 1971, analisando figado de ratos submetidos a ligadura de
segmentos dos vasos portais, demonstrou as mesmas alteracdes histologicas anteriormente
descritas, desta vez em células ndo germinativas ou embriondrias, retomando os conceitos
do inicio do século. A este mecanismo de morte celular, Kerr denominou apoptose. Esta
palavra ¢ de origem grega e refere a perda de pétalas ou folhas caindo no outono, numa
alusdo a uma perda aceitavel, para posterior renovagao. Desde entdo, um grande espectro de
particularidades vem sendo estudado sobre fatores relacionados a este processo (Majno &

Joris, 1995; Rosser e Goren, 1995).
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3.1.2. Conceitos e morfologia

Necrose ¢ apoptose, processos de morte celular conhecidos atualmente, sao
desencadeados por estimulos diversos, sendo factivel sua diferenciagdo, e consequente
mensuragdo, por alteragdes especificas ocorridas no nivel dos compartimentos celulares
(Duke et al., 1996; Marshall & Watson, 1997; Kuan & Pdassaro, 1998; Spencer Netto &
Ferraz, 2001).

A necrose, geralmente mediada por estimulos externos agressivos € nao
fisiologicos, como a hipdxia, ¢ um mecanismo passivo e patologico. Sao achados
morfoldgicos/bioquimicos caracteristicos da necrose: a) Perda da arquitetura do
citoesqueleto de membrana celular e organelas, com balonizacdo e formacao de bolhas,
culminando com ruptura e langamento dos componentes citosolicos no meio extracelular,
desencadeando resposta inflamatoria tecidual, que ¢ um achado constante; b) Perda da
homeostasia i0nica intracelular, com aumento das concentragdes de sodio ¢ de calcio e
queda das concentracdes de potassio intracelular com alteragdo concomitante de
permeabilidade a liquido; c) Desequilibrio oxidativo, com predominio de agentes
oxidantes; d) Disfun¢do micotondrial levando a deplecao dos niveis de ATP; e) Ativagdo de
hidrolases degradativas (proteases, fosfolipases e endonucleases) a niveis citosolico e
lisossomico. O DNA nuclear sofre hidrdlise de forma inespecifica

Devido a liberagdo de cininas no meio, ha migracdo de células leucocitarias ao
redor das células necréticas para a fagocitose, bem como edema e dilatacdo capilar. Esta
resposta inflamatoria leva horas a dias para ocorrer, e leva a formagdo de cicatriz. A

necrose ajuda a limitar a infecgdo, porém, pode lesar extensamente o tecido normal

XiX



adjacente (Duke er al., 1996; Flora-Filho & Zilberstein, 1996; Kuan & Passaro, 1998;
Marshall & Watson, 1997; Spencer Netto & Ferraz, 2001).

Apoptose, ou morte celular programada, ¢ um processo vital normal que ocorre
todo o tempo nos organismos, de forma ativa e fisiologica. As células, em resposta a
estimulos externos ou inerentes a célula, perdem a aderéncia ao tecido adjacente e
estruturas especializadas, como as microvilosidades. Formam-se bolhas citoplasmaticas e a
cromatina nuclear condensa e fragmenta-se de forma regular, sendo envolta pela membrana
nuclear. A célula perde liquido e divide-se em segmentos envolvidos pela membrana
celular chamados corpos apoptoticos. Todo o processo ¢ mediado por vias intracelulares
complexas, exigindo a produgdo de proteinas a partir do material génico (Cox & Austin,
1997; Kuan & Passaro, 1998). Os corpos apoptoticos sdo fagocitados por macrofagos
adjacentes sem sinais de inflamagdo local. E estimado que o processo dure cerca de duas
horas desde as primeiras mudangas estruturais até a ingestao pelos fagocitos (Duke et al.,
1996; Marshall & Watson, 1997; Kuan & Péssaro, 1998).

A morte celular programada pode ser observada por microscopia ou eletroforese
de DNA, uma vez que a fragmentagdo de DNA segue um padrdo caracteristico, sendo este
ultimo método qualitativo (Nicoletti et al., 1991).

A afericdo das taxas de apoptose através da citometria de fluxo trouxe a
possibilidade de sua quantificacdo, simplificando o processo. Através desta técnica, a morte
celular programada pode ser detectada com o uso de corante nuclear, permitindo a
quantificagdo através da identificagdo das células com DNA fragmentado (hipodipléide)
(Nicoletti et al., 1991; Telford et al., 1992; McClosley et al., 1994) ou ainda pela

verificacdo da fosfatidilserina na membrana celular, fosfolipidio que se exterioriza
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precocemente na membrana celular de células em apoptose (Homburg et al., 1995; Vermes

etal., 1995).

3.1.3. Apoptose na ontogénese e homeostasia

A morte celular programada ¢ essencial para o crescimento e desenvolvimento dos
organismos. Embora o processo tenha sido documentado em células embrionicas desde
1950, ganhou impulso ha cerca de 30 anos quando foi detectado em organismos maduros.
Os estudos com o Caenorhabditis elegans, um pequeno nematdide foram de importancia
para o entendimento da entidade. Este verme maduro possui 1090 células, perdendo
precisamente 131 delas durante o processo de maturagdao (Duke et al., 1996; Marshall &
Watson, 1997; Kuan & Péssaro, 1998).

Todo o mecanismo de transformagdo no embrido humano, como o
desaparecimento de membranas interdigitais, fendas faringeas e tubulizagdo do intestino
deve-se a apoptose, sendo que a falha nestes processos pode levar a malformagdes como
sindactilia, anomalias craniofaciais, estenose/atresia intestinal (Marshall & Watson, 1997;
Kuan & Passaro, 1998).

A todo o momento, células estio morrendo devido a morte celular
programada nos seres humanos a fim de garantir a homeostase. Queratindcitos iniciam a
vida a partir de camadas profundas da pele, e entram em apoptose durante sua jornada as
camadas superficiais onde descamam. Este processo de migragdo e descamacao leva cerca
de 21 dias, podendo ser acelerado, por exemplo, por queimaduras solares, levando a morte

de células mais profundas (Duke et al., 1996; Kuan & Passaro, 1998).
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No intestino, as células migram das criptas para o apice das vilosidades, onde
perdem o contato com a membrana basal e morrem, sendo perdidas no limen intestinal. De
forma semelhante, as células endometriais sdo perdidas na menstruacdo. Nos exemplos
citados, evidencia-se a tentativa de equilibrio entre a produgdo e morte celular, regulada por
fatores troficos da membrana basal ou hormonais (Duke et al, 1996; Kuan & Passaro,
1998).

Durante o desenvolvimento do sistema imunoldgico, os linfocitos que reagem
contra antigenos do hospedeiro sdo eliminados por apoptose, podendo haver a expressao
clinica de doenca auto-imune se ndo isto ndo ocorre de forma adequada (Thompsom, 1995;
Duke et al., 1996; Thate & Dahanukar, 1997; Kuan & Passaro, 1998).

Da mesma forma, células transformadas sdo induzidas a morte, evitando o
aparecimento de neoplasias. O acimulo de mutagdes em varios genes ¢ necessario para que
a célula exiba alteragcdes fenotipicas caracteristicas do cancer. Quando se verifica a
irreversibilidade da transformacao, mecanismos de reparo sdo acionados, desencadeando a
apoptose da célula modificada. Se por alguma falha esta sequéncia de reparo ndo entra em
acdo, a célula continuara se multiplicando a despeito da inibicao da replicagdo por contato
ou falta de fatores de crescimento e originando metéstases. Na maioria dos tumores solidos
em humanos, inclusive pulmao, colon e mama, observa-se uma falha na expressdo da
proteina p53, que induz a morte celular programada. Neoplasias de colon com alguma
expressao desta proteina tém melhor resposta a radio e quimioterapia do que aqueles em
que ndo se evidencia o gene (Thompsom, 1995; Duke et al., 1996; Thate & Dahanukar,
1997).

A Bcl-2, outra proteina relacionada ao desenvolvimento de neoplasias,

particularmente linfomas, onde se encontra em producdo excessiva, bloqueia os
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mecanismos de indugdo da apoptose adequada (Duke et al., 1996; Kuan & Passaro, 1998).
O conhecimento de sua forma de acdo pode levar a atuagdo especifica, e com a ajuda da
engenharia genética, propiciar possibilidade terapéutica.

A orquiectomia ou ooforectomia agem na inducdo da apoptose de células,
inclusive neoplésicas, que dependem de estimulo hormonal para seu crescimento
(Thompsom, 1995; Thate & Dahanukar, 1997). A expressao excessiva da ciclooxigenase-2
¢ associada com a supressdo da apoptose em cancer de colon humano. O uso de
antiinflamatorios ndo-hormonais ocasionou o retorno aos niveis normais de apoptose e a
regressao de adenomas em pacientes com adenomatose familiar (Thate & Dahanukar,
1997).

Em contraste com as enfermidades anteriores, a morte excessiva pode ocorrer em
eventos isquémicos em cérebro e miocardio. Nestas entidades, uma parte das células morre
imediatamente por necrose, em decorréncia da privagdo aguda de oxigé€nio e glicose,
essenciais para os mecanismos basicos intracelulares. No periodo que se segue, a zona
circunjacente pode morrer, a despeito de receber irrigacdo. Isto pode ocorrer por necrose,
em virtude de lesdo direta decorrente da reagdo inflamatoria despertada, porém, a maioria ¢
levada a apoptose (Duke ef al., 1996).

Correlacionando outras afec¢des do aparelho digestivo, a infeccdo gastrica pelo
Helicobacter pylori causa liberagdo de nitrogénio enddgeno reativo, que lesa o DNA e
estimula a apoptose de células gastricas. O tratamento leva a uma diminuicao das taxas de
morte celular. A acaldsia ndo chagasica esta relacionada a uma perda de neurdnios
mioentéricos pelo mesmo mecanismo. Na colite ulcerativa, as células da cripta também sdo
induzidas a morte celular. No figado, uma série de doencas esta relacionada a apoptose

como as neoplasias e toxicidade por alcool e outras substancias. O alcool também esta
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envolvido na indug¢do da morte celular em células pancreaticas na pancreatite alcodlica
adequada (Thompsom, 1995; Duke et al., 1996; Flora-Filho & Zilberstein, 1996; Marshall
& Watson, 1997; Thate & Dahanukar, 1997; Kuan & Péssaro, 1998).

Na Universidade Federal de Pernambuco, em estudo conjunto com as Universidades
de Aberdeen e Nottingham, verificaram-se alteragdes na mucosa e submucosa de intestino
delgado em pacientes com sepse intra-abdominal. Observaram aumento da morte celular
programada de plasmoécitos e uma consequente reducdo na IgA e IgM, favorecendo a

adesdo e translocacdo bacteriana (Coutinho ef al., 1997).
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3.1.4. Regulacio da apoptose em neutrofilos: estudos in vitro

A regulacdo das taxas de apoptose em PMN e do langamento de formas jovens na
circulacdo pela medula dssea sdo responsaveis por seu aumento numérico durante as
infecgdes e posterior retorno aos valores basais (Smith, 1994; Marshall & Watson, 1997). O
periodo de vida do neutréfilo estad entre os mais curtos entre todas as células. Eles vivem
menos que um dia entre a liberagdo pela medula 6ssea e a morte por apoptose, sendo
fagocitados por macrofagos do figado ou bago (Hasllett, 1992). In vitro, apés 24h em
cultura, uma grande propor¢do de PMN extraidos do sangue periférico ou tecidos
inflamados exibe caracteristicas celulares compativeis com apoptose (Savill et al., 1989).
Neutrofilos apoptoticos perdem gradualmente as fungdes de mudanca de formato e
migragdo, reduzindo a resposta receptor dependente a degranulacdo, metabolismo
oxidativo, fagocitose (Whyte et al., 1993a) e diminuem a expressao de L-selectina (Tanji-
Matsuba et al., 1997).

A taxa de apoptose nos neutrofilos € muito sensivel as condi¢des ambientais. A
exposi¢ao a componentes organicos e alguns processos celulares podem alterar a expressao
da apoptose nesta célula. Fagocitose de bactérias, exposi¢ao a substancias bacterianas como
endotoxinas ou a algumas citocinas provocam uma diminuicdo na taxa de apoptose,
aumentando a sobrevida e consequentemente o ntimero dos neutrofilos circulantes na
tentativa de fortalecer as defesas orgénicas (Baran ef al., 1992; Colotta et al., 1992; Watson
et al., 1996a). Os neutrofilos inflamatdrios perdem sua sensibilidade aos mecanismos de
inducdo de apoptose e circulam por longos periodos (Marshall & Watson, 1997; Condliffe

et al., 1998; Chilvers et al., 2000).
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Watson et al. (1996a), estudando in vitro neutrofilos humanos, os submeteram a
estimulos antagénicos no que tange a regulagdo das taxas de apoptose. Apds incubagao por
lh ao LPS, submeteu os PMN a incubacdo com TNF-a, a ingestdo de E. coli, ¢ a
temperatura de 42°C por 45 minutos, observou o efeito predominante destes sobre a acao
do LPS, aumentando a taxa de apoptose.

Spencer Netto et al. (2000), estudando in vitro, PMN humanos submetidos a
solucdo salina hipertonica, demonstrou um aumento das taxas de morte celular programada
e que PMN previamente submetidos a solugao salina hipertonica (SSH) ndo apresentavam a
queda nas taxas de apoptose ao serem expostos a endotoxina bacteriana.

Antioxidantes endogenos como o glutation (GSH), protegem a célula do
metabolimo oxidativo. A exposi¢do ao dietilmaleato, um inibidor do GSH, leva a uma
queda nos niveis de glutation intracelulares e aumento nas taxas de apoptose. Uma vez que
os antioxidantes celulares levam a mediacao intracelular através da fosforilagao da tirosina,
inibidores da tirosina quinase inibiram a reducdo das taxas de apoptose induzidas pelo
dietilmaleato (Watson et al., 1996b).

O Fas, receptor de membrana tipo I, membro da familia do TNF, expresso nos
PMN e em uma série de células, quando ativado pelo seu anticorpo agonista ou ligante
fisiologico (Fas ligand — FasL), leva a transdu¢do do sinal para morte celular, sendo um
mecanismo reportado de apoptose constitucional nos PMN (Liles et al., 1996; Watson et
al., 1997a).

Tortorella et al. (1998a), estudando apoptose constitucional em PMN de
voluntarios sadios idosos, ndo observaram diferenga estatisticamente significativa entre este

grupo e de voluntérios sadios jovens, seja na taxa de apoptose espontanea ou induzida por
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Fas-L. Observaram, entretanto, uma diminui¢ao da inibi¢do apoptose devido a estimulo de
LPS, GM-CSF e G-CSF em PMN de voluntérios idosos expostos a Fas-L.

Watson et al. (1997a), demonstraram in vitro, um aumento dose dependente das
taxas de apoptose em PMN ndo ativados expostos ao anticorpo anti-Fas, resposta que nao
foi observada em PMN ativados previamente pela exposi¢do ao LPS ou transmigracao de
membrana. Uma vez que o LPS induz ao aumento de concentragdo intracelular de
glutation, foi induzido o aumento da concentragdo do antioxidante no intracelular através
do aumento da concentracdo no meio, observando diminui¢do nas taxas de apoptose dos
PMN submetidos a anti-Fas. A exposi¢do ao LPS, in vitro, aumenta a expressdao das 32
integrinas CDj;, € CDyjp, diminuindo a expressdo da L-selectina. O uso de anticorpos
contra a L-selectina aumentou as taxas de apoptose. A L-selectina inicia a cascata de
indugdo da fosforilagdo da tirosina, ativagdo da MAPK e liberagdo do calcio dos estoques
intracelulares (Watson et al., 1997a).

Liles et al. (1995 e 1996), também observaram a indugdo da apoptose em PMN
ativados por anti-Fas. Esta inducao foi suprimida pela incubagdo prévia com citocinas pro-
inflamatorias [fator estimulador de colonia de granuldcitos (G-CSF), fator estimulador de
colonia de granulocito-macréfago (GM-CSF), interferon-y (IFN-y) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a)], dexametasona ou inibidores da tirosina quinase.

Colotta et al. (1992), ao exporem PMN a citocinas [interleucina-1p (I1-13), TNF,
GM-CSF, G-CSF e IFN-y], observaram redugdo das taxas de apoptose. Murray et al.
(1997), tentando esclarecer controvérsias sobre o efeito do TNF-a na taxa de apoptose dos

PMN, demonstraram que este efeito & variavel, dependendo do tempo de exposigao.
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Tempos de exposicao de 2 a 6h levam a indugdo da apoptose, enquanto tempos maiores que
12h levam a inibigao do processo.

Kettritz et al. (1998), observaram, in vitro, que a exposicao a IL-8 retarda as taxas
de apoptose em 10, 20 e 30h de exposi¢cao num processo dose dependente ndo mediado
pelo gene Bcl-2.

O GM-CSF inibe a apoptose ¢ leva a aumento da fosforilagdo da tirosina. Este
efeito ¢ revertido com o uso de um bloqueador da tirosina quinase (genistein). Usando um
bloqueador da tirosina fosfatase, Yousefi et al. (1994), aumentaram a fosforilagdo da
tirosina e inibiram a apoptose em PMN.

Os neutréfilos humanos possuem quatro receptores para a adenosina, sendo estes
acoplados a adenilato ciclase para envio de mensageiro e modulagdo de processos
intracelulares. O receptor A, que ativado inibe a fagocitose, producdo de peroxido de
hidrogénio, radical superoxido e regula a expressdo de receptores CD;g, quando ativado por
agonistas levam a reducdo das taxas de apoptose (Walker et al., 1997). A adi¢do de
inibidores da fosfodiesterase potencializam esta redugdo, sugerindo que o adenilato
monofosfato ciclico (AMP,) esteja envolvido como mensageiro intracelular (Tortorella et
al., 1998; Walker et al., 1997). A exposi¢do a prostaglandina E; e E, (PGE; e PGE,), que
modulam fungdes celulares em neutrdfilos através do AMP, , também retardam a apoptose
em PMN em cultura (Walker et al., 1997).

A adesdao do PMN ao endotélio, um dos passos precoces na resposta inflamatoria,
mediado por receptores de membrana especificos (moléculas de adesdo), modula fungdes
efetoras no PMN como concentragdo de calcio intracelular, estado do citoesqueleto,
resposta aos agonistas da inflamagdo (Whorthen & Downey, 1993; Chacon-Cruz et al.,

1998). Ginis & Faller (1997) observaram que a adesdao de PMN a diferentes superficies leva
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a diferengas na regulagdo das taxas de apoptose, a depender da superficie. A adesdo ao
endotélio ativado com exposi¢ao prévia a interleucina-1 (Il-1), reduz as taxas de apoptose
em relagdo a adesdo ao endotélio ndo ativado, sendo este efeito revertido pela adicdo ao
meio de anticorpos monoclonais contra a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e
contra a cadeia 3, das integrinas leucocitarias.

O processo de localizagdo neutrofilica em resposta a um estimulo inflamatoério é
precoce, decorrendo da interagdo entre as moléculas de adesdo dos PMN e seus
contrarreceptores no endotélio, seguidos da transmigracao para o local da lesdo. Watson et
al. (1997b), demonstraram que o processo de transmigracao pelo endotélio pode modular as
taxas de apoptose ao induzir a migracdo em membrana em resposta a um quimiotatico.
Observaram que PMN ndo estimulados que migram aumentam a taxa de apoptose,
enquanto PMN pré-tratados com LPS apresentavam retardo na apoptose que era
exacerbado com a migragao através do endotélio.

Frash et al. (1998), procuraram definir vias intracelulares de transducdo de
apoptose. Verificaram que a indugdo da apoptose por estimulos estressantes com raios
ultravioletas (UV), hiperosmolaridade induzida por sucrose e esfingosina foi suprimida
com a inibicdo da MAP p38, o que ndo aconteceu com a morte celular programada mediada
por anti-Fas, formulando a hipdtese da existéncia de pelo menos duas vias mediadoras da
apoptose em PMN.

Aoshiba et al. (1999), estudando as vias intracelulares da apoptose constitucional
dos PMN, in vitro, observaram que inibidores especificos da MAPK p38 (SB2035580)
levavam a inibi¢do da apoptose constitucional, bem como inibidores da tirosina quinase de

maior espectro (genistein) o faziam de forma menos intensa. Estes dados se contrapdem aos
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de Frash er al. (1998), que sugerem que a MAPK p38 ndo tem efeito na apoptose
constitucional.

A exposicao dos PMN ao calor, in vitro, uma condi¢do conhecida como choque
térmico, em que se mantém as células a temperatura de 43°C por 60 minutos, leva a
aceleracao da apoptose e diminui¢ao das suas func¢des oxidativas (Callahan et al., 1999).

Liles et al. (1995), observaram em experimento in vitro, em que submetiam PMN
a culturas com glicocorticoides (dexametasona, prednisolona e hidrocortisona), que ao

contrario do efeito observado em linfécitos, houve redugdo na taxa de apoptose.
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3.1.5. Apoptose em neutrofilos: estudos clinicos

Pacientes com queimaduras severas apresentam retardo nas taxas de apoptose dos
neutrofilos circulantes, provavelmente por mecanismo regulado pelo fator estimulante de
crescimento granulécito macrofago (GM-CSF) (Dhanajay et al., 1996).

Pacientes submetidos a cirurgias eletivas apresentam aumento da apoptose dos
linfocitos periféricos e redugdo da apoptose dos PMN. Estas alteragdes sao mais acentuadas
e prolongadas em cirurgias de grande porte, sendo aventada que a severidade e persisténcia
destas alteragdes estaria relacionada aos niveis de interleucina-6 (IL-6) circulante
(Kobayashi & Yamauchi, 1997).

Estudando plasma de pacientes com sindrome da resposta inflamatdria sist€émica
(SIRS) e em pods-operatdrio de aneurismectomia de aorta eletiva, Jimenez et al. (1997)
observaram inibi¢ao da apoptose dos neutrofilos em relagdo a doadores sadios.

De forma similar, PMN de pacientes sépticos também apresentam significativa
inibicdo da apoptose. Esta reducdo ¢ reproduzida in vitro ao cultivar PMN de doadores
sadios com as citocinas inflamatérias fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-
1B(11-1B), G-CSF e GM-CSF nos niveis detectados em pacientes sépticos. Culturas com II-
6 e 11-8 nas concentragdes encontradas no sangue de pacientes sépticos ndo apresentaram
efeito na apoptose dos neutrofilos de doadores sadios (Keel et al., 1997).

No trauma, frequentemente associam-se o choque hipovolémico e a contaminagao,
sendo a SIRS e a sepse as principais causas de mortalidade tardia nestes pacientes. Ogura et
al. (1999) demonstraram que a inibicdo da taxa de apoptose observada em PMN de

pacientes severamente traumatizados permanece por trés semanas.
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Ertel et al. (1999) observaram em pacientes com trauma craniano e toracico, que o
liquido cefalorraquidiano e o lavado broncoalveolar demonstra concentragdes elevadas de
G-CSF. Quando incubados com PMN de doadores sadios, estes produziam inibicdo das
taxas de apoptose que eram parcialmente revertidas quando as solugdes eram tratadas

previamente com anticorpo monoclonal contra G-CSF.

3.2. CALCIO, POLARIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA E APOPTOSE EM

PMN

No sangue humano, durante a circulagdo, os PMN estdo expostos a uma
concentragio de calcio extracelular ([Ca™"].) de aproximadamente 1,8mM. Concentracdes
similares tendem a ser reproduzidas em meios de cultura convencionais. Cultivos celulares
em meios contendo esta [Ca '] resultam na concentragio de calcio intracelular de
aproximadamente 100—130nM no citoplasma (Majander & Wikstrom, 1989; Morris et al.,
2001), embora tenham sido verificadas diferencas significativas da [Ca”'] de acordo com o
local da afericdo intracelular, ou seja, a concentragdo pode variar de acordo com o sitio
intracelular verificado (Davies & Hallett, 1998; Pettit & Hallett, 2000). Esta diferenca é
mantida por mecanismos ativos de permeabilidade seletiva da membrana plasmatica, uma
vez que a tendéncia das membranas semipermeaveis ¢ a isotonicidade. Quando
experimentalmente a [Ca™']. é levada a zero, a [Ca™']; cai para niveis de aproximadamente
20nM (Majander & Wikstrom, 1989).

A manipulagio da [Ca"]. até niveis considerados livres de calcio, leva a

despolarizagdo da membrana plasmatica de neutrofilos. Acredita-se que isto se deva ao
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influxo de sodio do extracelular, que ¢ bloqueado nao apenas pela presenga extracelular de
calcio, mas também por outros ions divalentes (Majander & Wikstrom, 1989). A ouabaina ¢
um inibidor da sodio/potassio ATPase, que também atua levando a despolarizagdo de
membrana, embora haja discordancia a respeito da magnitude dessa despolarizacao
(Majander & Wikstrom, 1989).

Contrariamente a maioria das outras células do organismo, o aumento prolongado
da [Ca™]; em PMN cultivados por 20h, causado por ionéforos (A23187 ou ionomicina),
leva a retardo acentuado nas taxas de apoptose. Por outro lado, o uso de quelantes
intracelulares do célcio, levou ao aumento das taxas de apoptose em culturas por 8h (Whyte
etal., 1993b).

Hipertonicidade por NaCl ou sucrose, condi¢des que levam ao aumento da taxa de
apoptose em PMN (Frash et al.,, 1998; Spencer Netto et al., 2000), sdo capazes de induzir
aumentos significativos do [Ca"']; . Nesta situagio, acredita-se que este aumento se daria
apenas pela contracdo de volume celular proporcionado pela hipertonicidade, havendo
retorno aos niveis basais com a volta a isotonicidade (Morris, ef al., 2001).

O calcio exerce importantes funcdes celulares como segundo mensageiro.
Entretanto, acredita-se que a ativagdo dos PMN pelo lipopolissacarideo (LPS), ocorra de
forma cdalcio independente. A exposi¢do de PMN pelo LPS ndo leva a alteracdes
detectaveis na [Ca"'J;. Coerente com esta hipotese, a deplegdo das reservas intracelulares de
calcio ndo inibiram a resposta de regulacdo dos receptores CD11b/CD18 por neutréfilos
estimulados com LPS (Rodeberg & Babcock, 1996).

Chacon-Cruz et al. (1998), foram os primeiros a aventar um papel para a
despolarizagdo de membrana na regulacdo da apoptose de PMN. Usando metodologia

diversa da utilizada neste estudo, aferiram precocemente a apoptose induzida por
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ciclohexamida e observaram que a deplecdo do calcio intracelular protegia a célula da
apoptose ciclohexamida induzida. Esta prote¢ao foi mantida com o uso de outros meios de

cultura que levavam a despolarizagdo da membrana (150uM de KClI).
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4. METODO

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sepsis do Departamento de
Cirurgia da Universidade de Toronto, através de convénio entre o Servigo de Cirurgia Geral
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco e o referido servico.

Para realizacdo do mesmo, o doutorando recebeu bolsa individual do Conselho de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), na categoria doutorado sanduiche
(processo 200545/01-9), durante o periodo de seis meses em que esteve no exterior.

Todo o material de laboratorio utilizado foi custeado pelo Laboratério de Sepse do

Departamento de Cirurgia da Universidade de Toronto.

4.1. AMOSTRA

Foram utilizadas no presente estudo amostras de sangue periférico de voluntarios
sadios que trabalhavam nos laboratorios de pesquisa do Toronto General Hospital, entre os
meses de junho e dezembro de 2001. A idade dos voluntérios variou de 19 a 55 anos. Todos
os voluntarios negavam ao inquérito qualquer sintoma de doengas ou faziam uso de
qualquer medicamento. Nenhum dos mesmos era tabagista ou havia feito uso de alcool nas
72h que antecederam a coleta. O volume das doagdes variava de 10 a 60ml, conforme o

numero e tipo de experimentos propostos.
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4.2. DESENHO DO ESTUDO

O desenho do estudo enquadrou-se na tipologia ensaio bioldgico, sendo objeto de

estudo, in vitro, os leucécitos humanos. Na presente investigacdo, os doadores voluntarios

foram submetidos a coleta de sangue periférico e em seguida realizou-se o isolamento dos

leucocitos polimorfonucleares (PMN) das amostras sanguineas. Apds o isolamento dos

PMN realizaram-se os procedimentos dos experimentos, seguidos dos procedimentos

inerentes a quantificagdo das taxas de apoptose das células ou isolamento e separagdo de

proteinas por gradiente de peso molecular.

4.2.1. Elenco de variaveis

4.2.1.1. Variaveis Independentes

Nome da variavel

Escala

[Ca""] no meio de cultura

Nominal (normal; baixo)

Presenca de ouabaina no meio de cultura

Nominal (Sim; Nao)

Exposicao a LPS

Nominal (Sim; Nao)

Exposicao sequencial a catios divalentes

Nominal (Sim; Nao)
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4.2.1.2. Variaveis Dependentes

Nome da varidvel Escala

Taxa de apoptose em PMN Razao (%)

Numero de PMN positivos para L-selectina Razao (%)

Concentragao de Caspase-3 Quantidade de proteina e relagao

entre pro-forma e forma ativa.

4.3. MATERIAL

Foram utilizados os materiais listados a seguir no presente estudo, estando
relacionados os fornecedores.

O meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) DMEM livre de calcio,
proteina sérica de vitelo e penicilina/estreptomicina foram fornecidos pela Gibco Life
Technologists Ltd. (Missassauga, ON, Canada).

Cloreto de sddio, citrato de sodio, Tris, acido etilenodiamina tetraacético (EDTA),
EGTA, Triton — X, iodeto de propidio (PI), albumina bovina obtidos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, Mo.).

Dextran T500 e Ficoll foram oriundos da Pharmacia (San Diego, Calif).

LPS (E. coli, 0111:B4) fornecido pela Difco Laboratories (Detroit, MI).

Sistema de detec¢do de quimiluminescéncia, anticorpo anti-coelho com peroxidase

acoplada e anti-rato foram comprados da Amersham Pharmachia Biotech.
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Albumina bovina, anticorpo monoclonal fluoresceina isotiocanato-conjugado anti-
L-selectina (CD62L) foi comprado da Imunotech. Demais materiais utilizados foram
obtidos da Sigma e Gibco.

Os meios de culturas eram acrescidos de penicilina/estreptomicina e proteina sérica
de vitelo. Para utilizagdo do meio com baixo célcio (7-9nM) foi adicionado EGTA
(400uM) a solugao de DMEM livre de célcio. A concentracdao de calcio foi calculada por
programa de computador de forma matemadtica e dosada em laboratorio. Além disso, um
controle usando cultura de PMN com ionomicina foi utilizado a cada experimento.

Para utilizagdo do meio com ouabaina, ImM da substancia foi acrescido ao DMEM
[Ca""] normal, sendo este conservado com protegdo da luz.

A manipulacdo das amostras sanguineas ocorria em capelas de fluxo unidirecional.

O citometro de fluxo utilizado foi o Coulter EPICS XL-MCL.

4.4. PROCEDIMENTOS

4.4.1. Coleta de sangue

Foi realizada a coleta individual de sangue dos voluntarios sempre pelo horario da

manha apds noite de sono e refeicdes habituais. Foram seguidas as normas de assepsia e

antissepsia requeridas para um procedimento invasivo com uso de luvas e material estéril
em ambiente proprio.

As pungdes procederam-se com escalpe nimero 21, na veia cefalica a altura da

prega do cotovelo, em seringa de 50ml. O escalpe e a seringa foram previamente
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preparados com 1.000 UI de heparina sodica para cada 10ml de sangue. ApoOs a coleta, o

sangue seguia para os procedimentos de isolamento na capela de fluxo unidirecional.

4.4.2. Isolamento de polimorfonucleares

Ap6s a coleta, cada 10 a 30ml de sangue sdo colocados em tubo com 10ml de
dextran a 3% por 25min, observando-se a sedimenta¢do das hemdcias. As camadas
superiores, localizadas acima das hemacias eram aspiradas e colocadas em um segundo
tubo com 10ml de Ficoll-Paque. A solugdo era submetida a centrifuga¢do por 20min a uma
velocidade de 1.200RPM, a temperatura ambiente (aproximadamente 21°C). O
sobrenadante da solucdo era desprezado e adicionado 2ml de solugdo de lise a base de
amonia por 5Smin, para evitar a contaminagdo por hemacias. Realizada nova centrifugagao
por Smin a uma velocidade de 1.200RPM, a temperatura ambiente. O sobrenadante
novamente desprezado e as células ressuspensas em solucdo isoténica de DMEM com
[Ca™] normal (Savill ez al., 1989). 10ul da solugdo eram colocados em lamina e corados
por azul de tripan, sendo realizada a contagem de células. A partir desta, a solu¢do era
submetida a uma nova diluicilo com DMEM com [Ca"'] normal fim de obter-se a
concentragdo de 10° PMN/ml (Figura I). As células eram novamente centrifugadas e
ressuspensas no meio de cultura a ser estudado {[Ca’'] normal, baixa (7-9nM), ou com
ouabaina (ImM)}.

Todos os tubos usados no processo foram de polipropileno, a fim de evitar a
aderéncia de células. O grau de pureza observado dos PMN foi maior que 95%, verificado

pela microscopia direta e pela citometria de fluxo.
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4.4.3. Experimentos

4.4.3.1. Experimento 1

Apbs o isolamento dos neutréfilos estes foram cultivados em meios com [Ca'']
normal ou baixa, com ou sem adi¢ao de lipopolissacarideo. Apds 18h de cultura, os PMN
foram submetidos a procedimentos para verificacdo da taxa de apoptose, havendo seis

repeticdes do experimento.

4.4.3.2. Experimento I1

Apds o isolamento, os PMN foram expostos a LPS em meios com [Ca" ] normal ou
baixa por uma hora em condi¢des de cultura. Todas as amostras foram entdo submetidas a
centrifugaco e ressuspensas em meio com [Ca’ ] normal, sendo cultivadas por 17h. Apos
18h do isolamento, os PMN foram submetidos a procedimentos para verificacdo da taxa de

apoptose. O experimento foi repetido por cinco vezes.

4.4.3.3. Experimento I11

Apo6s os procedimentos de isolamento, os neutréfilos foram cultivados em meio
com baixa [Ca’'], incubados com ou sem lipopolissacarideo, receberam a adigdo
subseqiiente de 2mM dos cations divalentes célcio, estroncio ou manganés. Apos 18h de
cultura, os PMN foram submetidos a procedimentos para verificagao da taxa de apoptose,

sendo realizadas cinco repeti¢des.
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4.4.3.4.Experimento IV

Apo6s os procedimentos de isolamento, os neutréfilos foram cultivados em meio
++ ’ . x 4
com [Ca '] normal com ou sem ouabaina e estimulados ou ndo por LPS. Apds 18h de

cultura, os PMN foram submetidos a procedimentos para verificacdo da taxa de apoptose

(n=7).

4.4.3.5. Experimento V

Ap0s os procedimentos de isolamento, os neutréfilos foram cultivados em meios
com [Ca'"] normal ou baixa e estimulados ou ndo por LPS. Apos 2h de cultura, os PMN
foram submetidos a procedimentos para verificacdo da perda da L-selectina. O experimento

foi repetido cinco vezes.

4.4.3.6. Experimento VI

Ap6s os procedimentos de isolamento, os neutréfilos foram cultivados em meios de
++ . ++ . © o~ o . ++
cultura com [Ca ] baixa, [Ca '] baixa com reposi¢ao de cations divalentes, [Ca | normal
++ e ~ ~ It
ou [Ca" | normal com ouabaina por 20h. Procedeu-se entdo a extracdao de proteinas. Estas
foram utilizadas em técnica de eletroforese de proteinas para deteccdo de Caspase-3 em
suas formas precursora e ativa. O experimento foi repetido quatro vezes comparando a
o~ y . . . ++ .
reposi¢do dos cations divalentes e quatro comparando meios de cultura com [Ca’ '] baixa,

++ Py .
[Ca" '] normal e com adigdo de ouabaina.
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4.4.4. Quantificacio das taxas de apoptose

A quantificagdo das taxas de apoptose foi realizada ap6s 18 horas de cultura (37°C;
5% CO,) ap0s o isolamento dos PMN. As solugdes com PMN testadas foram centrifugados
a 1200RPM por cinco minutos a temperatura ambiente. As células foram delicadamente
ressuspensas em 400 ul de solugdo de fluorocromo hipotonico (50 ug/ml de iodeto de
propidio; 3,4 mmol/L de citrato de s6dio; 1 mmol/L Tris; 0,1 mmol/L EDTA, 0,1 % Triton
X-100), estocados por 20 minutos no escuro a 4° C (Nicolleti et al., 1991) e analisados pelo
citometro de fluxo Coulter EPICS XL-MCL (Miami, FL) com o software Lysis II. Desta
forma foi verificada a aquisi¢ao de fluorescéncia pelo nucleo das células e o tamanho,
registrando os dados em escala logaritmica. A taxa de apoptose em PMN foi quantificada
como a percentagem de células com DNA hipodiploide uma vez que os PMN apoptoticos
sao distintos dos normais por esta caracteristica (Nicolleti et al., 1991; Telford et al., 1992).
Esta forma de aquisicdo de dados permite a diferenciagdo de debris e possivel
contaminacdo por células de outra linhagem. Um nimero minimo de 10.000 eventos ¢
coletado e analisado. Todas as afericdes foram realizadas pelo autor, com os mesmos

instrumentos.
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4.4.5. Quantificacido da perda da L-selectina

A quantifica¢do da perda da L-selectina dos neutréfilos foi realizada por citometria
de fluxo. Apods duas horas de cultura, os PMN foram incubados com anticorpo marcado
contra L-selectina e armazenados por 30 minutos a 4°C, protegidos da luz. As células
foram analisadas por citometria (Coulter EPICS XL-MCL), usando o detector FLI
(comprimento de onda de 488). Um total de 5000 neutrofilos foi analisado por amostra e
os resultados foram expressos como numero de neutréfilos apresentando fluorescéncia

(anticorpos marcados para L-selectina).

4.4.6. Eletroforese de proteinas para quantificacio da Caspase-3

Para quantificar a proteina Caspase-3, foram utilizadas amostras de PMN em cultura
por 20h nos meios previamente descritos. As células foram centrifugadas e acondicionadas
em 1ml de PBS, novamente centrifugadas e ap0s retirada de sobrenadante rediluidas em 40
ul de solucao A (10ul de NazVO4 a 100mM; 10ul de PMSF 100mM; 20ul EGTA 50mM;
12.5ul NaF 1M; 1l leptina 10mg/ml; 1l aprotinina a 10mg/ml) e 40 ul de solugdo B
(400ul de SDSa 10%; 100ul glicerol 100%; 66l Tris/HCl pH7.0 a 1M; 1ul bromphenol
blue 1%; 390ul H,O; 40ul DTT), aquecidas a 100° C por 5Smin e estocadas por
congelamento em -20°C.

O extrato protéico obtido foi separado por gradiente de migragao por eletroforese de
proteinas em gel de SDS-poliacrilamida a 15% (2,3ml de H,O; 5ml de mistura de

acrilamida a 30%; 2,5ml de Tris 1,5M — pH 8,8; 0,1ml de SDS a 10%; 0,1ml de persulfato
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de amoénia a 10%; 4ul de TEMED por gel). Em seguida, as proteinas foram transferidas
para membrana de polivinil diofluoride por eletroblot e as terminacdes livres reativas
bloqueadas com tampao salino Tris contendo albumina bovina a 1% por 12h a 4°C. A
membrana entdo era imersa em solugdo com anticorpo contra Caspase-3 na concentragao de
1:3.000 por 30 minutos, temperatura ambiente. Os complexos antigeno-anticorpo eram
marcados por IgG anti rato marcadas com peroxidase e detectados por sistema de deteccao
de quimioluminescéncia em filme radioldgico. A andlise foi feita com base na densidade
das bandas correspondentes das formas precursoras (Pro-Caspase-3) de 34 e 32 kD e
formas ativas de 20 e 18kD. Foi verificada a aplicacao similar de proteinas no gel através
do azul de Cromassie. Foram considerados conclusivos os achados concordantes em todos

0s quatro experimentos.

4.5. PLANO DE DESCRICAO E ANALISE

Foram seguidas as recomendagdes para apresentacdo e editoragdo de tese
sugeridas pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas (Spector, 2001).

O formato das referéncias bibliograficas desta tese seguiu as normas estabelecidas
Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas, denominadas Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomed Journals, e conhecidas como o Estilo

de Vancouver (http://www.icmje.org).

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. Todos os experimentos

foram feitos em duplicata. Utilizou-se o programa STATISTICA for Windows (Copyright)
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para analise estatistica dos dados, sendo empregado o método do T pareado para amostras

dependentes para analise dos dados. Empregou-se o intervalo de confianga de 95%.

5. RESULTADOS

5.1. EXPERIMENTO 1 - Efeito do lipopolissacarideo na apoptose de PMN em baixa

concentracao de calcio extracelular

Neutréfilos incubados em meio com baixa [Ca"'] apresentam taxa de apoptose basal
similar ao controle. Entretanto, a inibicdo da apoptose induzida por LPS ¢ revertida em

meio com baixa [Ca""] (Figura II — Tabela I). Os dados referentes aos experimentos

individuais estdo no Anexo I.
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Figura II — Efeitos do LPS na apoptose de PMN em baixa concentragdo de calcio
extracelular. N=6; * p<0,001 do controle.

xlvi



TABELA I - EFEITO DO LIPOPOLISSACARIDEO NA

MEIO COM BAIXA CONCENTRACAO DE CALCIO.

APOPTOSE DE PMN EM

Meio de Cultivo M¢édia + desvio padrao p
Controle ([Ca"'] 1,8mM) 442479 -
Controle + LPS 26,1+8,9 0,001
Baixa [Ca''] 45,4477 0,814
Baixa [Ca” ]+ LPS 42,7+6,1 0,678
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5.2. EXPERIMENTO 1II - Efeito temporal da concentracido de calcio extracelular na
apoptose de PMN

PMN foram expostos a LPS em meios com [Ca"] normal ou baixa por uma hora e
entdo centrifugados e ressuspensos em meio com [Ca' | normal (Figura III — Tabela II). A
inibicdo da apoptose pelo LPS ocorreu em ambas condi¢cdes. Os dados referentes aos

experimentos individuais estdo no Anexo L.
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Figura III — Efeito temporal da concentracao do calcio extracelular na apoptose de PMN
humanos. N= 5; * p=0,002 do controle; #=0,001 do controle. Observacdo: as amostras

foram centrifugadas apos 1h e ressuspensas num meio com concentracdo normal de calcio.
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TABELA 11 - EFEITO TEMPORAL DA CONCENTRACAO DE CALCIO
EXTRACELULAR NA APOPTOSE DE PMN

Meio de Cultivo Média + desvio padrao p
Controle ([Ca"'] 1,8mM) 38,5+5,8 -
Controle + LPS 25,9+6,6 0,001
Baixa [Ca"'] 40,6+11,1 0,814
Baixa [Ca’ ]+ LPS 23,947,8 0,678

Observacdo: as amostras foram centrifugadas apos lh e ressuspensas num meio com

concentra¢ao normal de célcio.
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5.3. EXPERIMENTO III — Efeito de cations divalentes na inibicio da apoptose dos
PMN induzida por LPS

Neutrofilos foram cultivados em meio com baixa [Ca" '], recebendo posteriormente
a adi¢do de 2mM dos cations divalentes calcio, estroncio ou manganés, sendo incubados
com ou sem lipopolissacarideo. A adi¢do de cations divalentes (calcio, estroncio ou
manganés) ao meio com baixa [Ca""] restaura a resposta ao LPS (Figura IV — Tabela III),
demonstrando um efeito inespecifico que pode ser exercido por outros cations. Os dados

referentes aos experimentos individuais estdo no Anexo I.
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Figura IV — Efeitos de cations divalentes na inibigdo da apoptose dos PMN induzida por

LPS. N=5; a amostra que recebeu apenas calcio foi considerada controle; * p<0,001 do

controle.



TABELA 1II - EFEITO DE CATIONS DIVALENTES NA INIBICAO DA APOPTOSE

DOS PMN INDUZIDA POR LPS.

Meio de Cultivo M¢édia + desvio padrao p
Baixa [Ca''] 49,4+9,9 0,181
Baixa [Ca” ]+ LPS 50,2+7.5 0,192
Baixa [Ca” ]+Ca 58,2+4.,6 -
Baixa [Ca’ ]+ Ca+LPS 19,3+8.4 0,0009
Baixa [Ca++]+Sr 46,3+10,5 0,08
Baixa [Ca’ ]+ Sr+LPS 23,8+12.8 0,006
Baixa [Ca++]+Mn 52,9+9.6 0,171
Baixa [Ca” ]+ Mn+LPS 22,149.4 0,0008
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5.4. EXPERIMENTO IV — Efeito da despolarizacio da membrana por ouabaina na
apoptose de PMN

Neutr6filos foram cultivados em meio com [Ca" ] normal, com ou sem adicdo de
ouabaiana e estimulados ou nao por LPS. A presenga de ouabaina em meio de cultura inibiu
a reducdo da taxa de apoptose observada em neutrofilos desencadeada pelo LPS (Figura V

— Tabela IV). Os dados referentes aos experimentos individuais estdo no Anexo L.
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Figura V — Efeito da despolarizagdo de membrana induzida por ouabaina na apoptose de

PMN. N=7; * p<0,002 do controle.
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TABELA 1V — EFEITO DA DESPOLARIZACAO DA MEMBRANA POR OUABAINA

NA APOPTOSE DE PMN.

Meio de Cultivo M¢édia + desvio padrao p
Controle ([Ca"'] 1,8mM) 46,7+14,1 -
Controle + LPS 13,8+7,8 0,001
Ouabaina (1mM) 44,8+15,2 0,750
Ouabaina (1ImM)+ LPS 45,4+10,6 0,816
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5.5. EXPERIMENTO V — Efeito da concentracio de calcio extracelular na perda da L-

selectina em resposta ao LPS

Neutrofilos foram cultivados em meios com [Ca’™ ] normal ou baixa e estimulados
ou nao por LPS. A perda da L-selectina induzida pelo LPS nao sofreu modificacdo pela
concentracao de calcio no meio extracelular (Figura V — Tabela V). Os dados referentes aos

experimentos individuais estdo no Anexo I.

Figura VI — Efeito da concentracdo de calcio extracelular na perda da L-selectina dos PMN

em resposta ao LPS. N=5; * p< 0,02 do controle.
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TABELA V — EFEITO DA CONCENTRACAO DE CALCIO EXTRACELULAR NA
PERDA DA L-SELECTINA EM RESPOSTA AO LPS.

Meio de Cultivo M¢édia + desvio padrao p
Controle ([Ca"'] 1,8mM) 84,6+2,7 -
Controle + LPS 54,5+17,7 0,017
Baixa [Ca''] 91,4+5,5 0,922
Baixa [Ca’ ]+ LPS 58,8+8,0 0,0009

Observacdo: a variavel aferida foi a percentagem de PMN positivos para Ac anti L-

selectina (CD62L).

5.6. EXPERIMENTO VI - Efeitos de condi¢cdes despolarizantes para a membrana

plasmatica de PMN na quantidade de Caspase-3

Apbs 20h de cultivo em meios de cultura com [Ca™'] baixa, [Ca"'] baixa com

B " . ++ ,
reposicao de cations divalentes, [Ca ] normal ou normal com ouabaina, com ou sem

estimulo por LPS, as células foram submetidas a extracdo de proteinas. Em seguida foi

realizado eletroforese de proteinas para deteccdo de Caspase-3 em suas formas precursora e

ativa. Verificou-se a diminuicdo da quantidade total de Caspase-3, particularmente em sua

forma precursora, em células cultivadas em condi¢des que levavam a despolariza¢do da

membrana plasmatica (Figura VII).
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Figura VII — Eletroforese de proteinas para Caspase-3 em PMN humanos sob condigdes
despolarizantes. Observagdo: os filmes acima representam cada um o resultado de quatro

experimentos com resultados similares.
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6. DISCUSSAO
6.1. METODOS

A amostra utilizada foi formada por voluntirios sadios, em sua maioria
pesquisadores ou profissionais do Toronto General Hospital. Uma vez que as variaveis
pesquisadas referem-se a propriedades fundamentais dos neutrdfilos, uma populagido de
doadores sadios ndo deve diferir significativamente de outra. Possiveis fatores de confusado
estariam relacionados a enfermidades que causem alteragdo quantitativa ou qualitativa nos
neutrofilos. Nao foi verificada ao interrogatério anormalidade que estivesse associada a
anormalidades funcionais ou quantitativas ou qualitativas dos PMN (ex: elevada freqiiéncia
de infecgdes).

Manaster et al. (1996) demonstraram in vitro o efeito da exposi¢ao prolongada de
heparina na inducdo de apoptose em neutrofilos de humanos. No presente estudo, a coleta
do sangue foi feita em tubos heparinizados com dose constante e a exposi¢ao a mesma foi
transitoria, apenas na fase inicial de coleta e isolamento dos PMN, sendo esta técnica usada
pela maioria dos autores que estuda o tema (Baran et al., 1996; Watson et al., 1996a e b/
1997a e b; Jimenez et al., 1997; Frash et al., 1998; Tortorella et al., 1998a e b).

A escolha de meio com [Ca''] diferente de zero (em torno de 7-9nM) deveu-se ao
receio de instabilidade da membrana plasmatica dos PMN em cultura prolongada com a
auséncia total de calcio extracelular. Entretanto, uma vez que a [Ca'']; quando PMN sdo
cultivados em meio livre de célcio situa-se em torno de 20nM, ndo ha diferenca de
gradiente entre a concentragdo utilizada neste trabalho em relagdo ao meio totalmente livre

de calcio (Majander & Wikstrom, 1989).
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Os PMN sdo células sensiveis aos estimulos ambientais exigindo manuseio
delicado a fim de evitar a ativagdo. Devido a esta possibilidade, todos os experimentos
foram realizados pelo mesmo pesquisador, usando a mesma aparelhagem. Pelo mesmo
motivo, as amostras controle foram submetidas aos procedimentos de centrifugacdo e
ressuspensdo como as amostras testadas.

Uma vez que se buscou analisar uma propriedade fundamental dos neutréfilos, em
que a resposta a pergunta de cada experimento versava sobre a possibilidade de um
estimulo causar ou ndo variagdo nas taxas de apoptose ou de perda da L-selectina, usou-se o
minimo de experimentos necessarios para alcancar resultado estatistico confiavel (N variou
de 5 a 7 de acordo com o experimento). Ha uma tendéncia mundial neste sentido,
relacionando resultados com analise estatistica, baixando custos e economizando tempo do
pesquisador. Este nimero de repetigdes por experimento esta de acordo com as publicagdes
relacionadas ao tema, bem como o método estatistico utilizado (T pareado para amostras
dependentes).

Previamente a utilizagdo da citometria de fluxo, a morte celular programada
poderia ser aferida por métodos de microscopia ou eletroforese de DNA. No primeiro
método, sdo necessarias a identificagdo morfologica e contagem pelo pesquisador das
células individualmente. Na eletroforese, o0 DNA ¢ separado, determinando-se o DNA
intacto ¢ o fragmentado, apresentando o risco potencial de contaminagdao por DNA de
células necroticas, sendo menos sensivel e ndo quantitativo (McCloskey ef al., 1994).

A afericdo das taxas de apoptose e da perda da L-selectina através da citometria de
fluxo ¢ um meio reprodutivel e fidedigno, trazendo a possibilidade de quantificacao celular,
simplificando o processo (Nicoletti et al., 1991; Telford et al., 1992; McCloskey et al.,

1994; Homburg et al., 1995; Vermes et al., 1995). O propidium iodide ¢ um corante
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nuclear, permitindo a quantificagdo da apoptose através da identificacdo das células com
DNA fragmentado (hipodipléide), que formam um pico na area A,. Neste método, ndo ha
possibilidade de interferéncia da leitura por células necréticas, identificadas em outra fase
da leitura (Nicoletti et al., 1991; McCloskey et al., 1994; Vermes et al., 1995). As células
em apoptose também podem ser identificadas na citometria de fluxo devido a expressdo
precoce da fosfatidilserina na membrana celular com o uso de corantes especificos
(Homburg et al., 1995; Vermes et al., 1995).

A verificacdo da quantidade de Caspase-3 nas células estudadas ¢ um método
qualitativo, em que € possivel ver a distribuicao relativa das formas precursoras e ativas.
Para uma adequada comparagdo, € necessario que as colunas estejam igualmente carregadas
com proteinas celulares. A verificagdo da quantidade de proteina foi estimada visualmente
por analise do gel formado com azul cromassie. Estes métodos poderiam ter sido
aperfeicoados pela analise densitométrica computadorizada das bandas, que atribuiria
valores relativos as bandas estudadas, permitindo comparacdo quantitativa e mais

fidedigna.

6.2. EXPERIMENTOS

Verificou-se no Experimento I que os PMN deixam de responder ao LPS com
reducdo das taxas de apoptose em meio com baixa [Ca™]. Uma vez que foi verificada
anteriormente auséncia de alteracdo nas reservas de cdlcio intracelular com estimulo por
LPS (Rodeberg & Babcock, 1996) e que PMN cultivados em meio livre de calcio
preservam a modulagao de CD11b/CD18 em resposta ao LPS, formulou-se a hipotese que

0 meio com baixo calcio a interacdo entre LPS e seu receptor estariam preservadas, porém
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passos subseqiientes da cascata de desenvolvimento das alteragdes morfologicas
relacionadas a diminuigdo da apoptose mediada por LPS seriam dependentes da [Ca™ ..

No Experimento II, observou-se que os PMN estimulados por 1h pelo LPS em meio
com baixa [Ca""], submetidos a centrifugacio e ressuspensio em meio com [Ca' '] normal
(livre de LPS) apresentavam resposta ao LPS com queda das taxas de apoptose. Esta
informagao corrobora com a hipdtese que ocorre o acoplamento LPS-receptor em meio
com baixa [Ca™], porém os passos subseqiientes do desenvolvimento das alteragdes
relacionadas a modulacio da apoptose desencadeada por LPS sdo dependentes da [Ca'']..
Uma hipotese alternativa € que apenas uma centrifugagdo seria insuficiente para remover
todas as moléculas de LPS e as que permanecessem na cultura seriam suficientes para
desencadear a resposta na presenca de célcio extracelular. Entretanto, o método empregado
(centrifugagdo e ressuspensao) ¢ o padrdo para a remog¢ao de particulas extracelulares de
pequena massa molecular como o LPS.

Uma vez que meios de cultura livres de [Ca’'] levam a despolarizacio da
membrana plasmatica dos PMN e que, a propriedade de manuten¢do do potencial de
membrana pode ser mantida inespecificamente por outros cations divalentes (Majander &
Wikstrom, 1989), procurou-se avaliar o efeito da adigdo de outros cations divalentes na
regulacdo de apoptose mediada por LPS. No Experimento III verificou-se que a adi¢ao de
estroncio ou manganés no meio com baixa [Ca’']. atuou de forma idéntica a adicdo do
calcio, sugerindo um papel inespecifico para o mesmo, que poderia ser apenas de
manutengdo da polaridade de membrana. Chacon-Cruz et al. (1998) ja haviam sugerido um
papel da polaridade da membrana de PMN na regulagdo da apoptose e demonstrado a
inespecificidade do meio com auséncia do calcio extracelular, que poderia ser substituido

por meio com 150mM de KCI. Entretanto, de forma contraria e usando metodologia
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diversa a utilizada no corrente trabalho, demonstrou diminui¢ao da apoptose espontanea em
PMN cultivados por 16 e 24h em meio extracelular livre de calcio.

Utilizou-se outro estimulo a fim de levar a despolarizagdo da membrana plasmatica
dos PMN (ouabaina 1mM). De forma concordante aos experimentos anteriores, PMN
cultivados com ouabaina ndo apresentaram resposta com modulacdo da apoptose ao
estimulo do LPS, corroborando a hipotese de que, a despolarizagdo da membrana
plasmatica e ndo a auséncia do [Ca'']. seria o fenomeno responsavel pela perda desta
propriedade.

As selectinas constituem um grupo de glicoproteinas de membrana, que engloba as
L-, E- e P-selectinas. Suas caracteristicas estruturais incluem um dominio calcio-
dependente no terminal amina, um dominio tipo fator epidérmico de crescimento (EGF-
like), um dominio transmembrana e um curto final citoplasmatico (Crockett-Torabi et al.,
1998).

A adesdo dos neutréfilos as células endoteliais € um evento basico no processo de
migracdo celular e subseqiiente inflamagdo tissular. Neutrofilos circulantes no sangue
periférico entram em contato e transitoriamente interagem com moléculas das células
endoteliais, resultando em um movimento de rolamento pela superficie endotelial. O
rolamento constitui um primeiro passo no recrutamento de neutrdéfilo para os tecidos,
estabelecendo uma associacao frouxa entre eles, representando um pré-requisito para uma
posterior interagdo firme com o endotélio. Este processo ¢ mediado por proteinas
pertencentes a familia das selectinas, as quais distribuem-se em leucocitos (L e P-selectina)
e células endoteliais vasculares (E e P-selectina). Nos neutrofilos, a molécula da L-selectina
¢ localizada na microvilosidade do neutrofilo e ¢ clivada ou perdida durante a ativacao

desta célula, permitindo aos neutrofilos o inicio dos estadgios subseqiientes de adesdo. L-
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selectina ¢ rapidamente clivada a partir da membrana celular por metaloproteases ainda nao
conhecidas (Walcheck et al., 1996; Kahn et al., 1998; Middelhoven et al., 1999; Burg &
Pillinger, 2001).

Anteriormente foi demonstrado que PMN em meio livre de céalcio mantinha a
resposta de regulagdo de CD11b/Cd18 (Rodeberg & Babcock, 1996). O fato do LPS ser
efetivo na modulacao desta propriedade da membrana em meio livre de calcio € ndo ser na
modulacdo da apoptose poderia ser justificado se diferentes vias intracelulares estivessem
relacionadas a cada uma destas func¢des neutrofilicas. Assim, foi necessario testar outra
funcao neutrofilica regulada pelo LPS. A perda da L-selectina induzida pelo LPS nao foi
influenciada pela meio de cultura utilizado, sugerindo que a necessidade de calcio no meio
¢ especifica para a modulagao da apoptose mediada por LPS, porém ndo para as outras
fungdes acima discutidas. Outro ponto relevante ¢ que ha discussdo sobre o tempo que o
meio livre de calcio leva para causar completa despolarizacdo dos PMN. Enquanto alguns
autores afirmam que o fendmeno ¢ rapido, outros afirmam que a despolarizagdo ¢
progressiva, demorando pelo menos 120min para apresentar queda diferenca
estatisticamente significativa (Majander & Wikstrom, 1989; Chacon-Cruz et al., 1998). No
caso de que a despolarizacdo significativa s6 ocorra com 120min o experimento acima se
torna invalido, sob o parametro de avaliagdo da influéncia da perda da L-selectina em
resposta ao LPS em células despolarizadas. Uma vez que PMN em cultivo perdem
progressivamente L-selectina, e o que se pretendeu no corrente estudo ¢ a avaliagdo da
modulagdo da perda, outro intervalo de tempo poderia ser inadequado.

As proteinas caspases sdo cisteino-proteases envolvidas na regulagdo do processo

de morte celular programada. Sdo atualmente conhecidas 14 caspases, sendo divididas em
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3 classes. A Caspase-3, bem como as Caspases-2 e 7, sdo efetores primarios da apoptose
pela via citoplasmatica e exercem sua acao a partir de sua clivagem na forma ativa.

Analisando os separadamente os grupos de eletroforese de proteinas, pode-se
observar um padrao distinto. Estudando inicialmente os experimentos em que cations
divalentes (calcio, estroncio e manganés) sdo adicionados a meio com baixa [Ca'™] e
estimulados ou ndo com LPS, pode-se observar que, nas solugdes em que se preserva a
polaridade da membrana, a quantidade de Caspase-3 em sua forma precursora (32 e 34 kD)
¢ expressa em bandas mais densas (maior quantidade de proteina). Nos experimentos em
que células cultivadas em meio com [Ca""] foram comparadas a cultivadas em meios com
estimulo despolarizante (baixa [Ca"'] ou ouabaina) foi possivel reproduzir esta observagio
inicial, havendo maior quantidade da forma inativa da Caspase-3 entre as células cultivadas
no meio que preservou a polaridade celular.

Uma vez que o numero de células ao inicio do experimento foi idéntico para cada
grupo, e as proteinas ndo seriam degradadas por processo passivo, cabe a formulagdo de
algumas hipoteses para explicar estes achados. E possivel que a despolarizagdo da
membrana cause a degradacdo da Caspase-3 pela célula ou regule a sintese da mesma.
Dados ndo publicados realizados no Laboratorio de Sepse da Universidade de Toronto
sugerem que a sintese de Caspase-3, verificada pela quantidade de RNAm, possa sofrer
modulagdo de sua sintese (Spencer Netto et al., 2002), embora a resposta definitiva esteja

em aberto.
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6.3. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das propriedades funcionais dos neutrdfilos pode ajudar na compreensao e
tratamento de inumeras enfermidades que tem sua patogénese mediada por esta célula. De
particular importancia para clinica cirirgica, apresenta-se a SIRS pela alta morbidade e
mortalidade associadas. A maioria dos pacientes que vem a falecer em Unidades de Terapia
Intensiva (50-80%), sofre a faléncia progressiva dos orgdos vitais conhecida como
sindrome de disfun¢do de multiplos 6rgdos e sistemas (MODS), que desenvolve-se a partir
da SIRS ou da septicemia (Marshall & Nathens, 1996).

As estratégias para tratamento desta entidade, apesar da pequena mudanga do ponto
de vista pratico, sendo mantido basicamente o tratamento de suporte em UTI, passou por
uma mudanga conceitual importante. A verificacdo que estados graves de inflamagdo
sistémica, podem acontecer sem a presenca de microorganismos (SIRS) mudou o foco de
atencdo das pesquisas em desenvolvimento de antibidticos potentes, para as possiveis
estratégias de modulagdo da resposta imunoldgica (Bone et al., 1992; Nathens & Marshall,
1996). Esta mudanca de entendimento levou, por exemplo, a reutilizacdo de
corticosterdides em situacdo de sindrome da angustia respiratoria do adulto (ARDS —
Tasaka et al., 2002).

Hé4 cerca de duas décadas, houve no meio cientifico a impressao que o
conhecimento e controle das moléculas mediadoras da inflamacao levaria ao controle da
SIRS. Apesar de resultados em sua maioria favoraveis em situagdes experimentais,
anticorpos monoclonais contra citocinas inflamatérias falharam em demonstrar efeitos
benéficos em estudos clinicos. E possivel que isto se deva ao fato de que, em situacdes

clinicas, a cascata inflamatoria esta ativada, sendo multiplas as substancias circulantes pré e
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anti-inflamatorias, interagindo de forma complexa. Atualmente, as atengdes dos
pesquisadores se voltam para a modulacdo das fungdes das células envolvidas na
inflamacdo. Neste quadro, a observagdo do aumento da apoptose de linfocitos e diminuicao
da apoptose de neutrofilos em situacdo de inflamagdo merece destaque (Smith, 1994;
Marshall & Watson, 1997; Condliffe et al., 1998; Chilvers et al., 2000; Oberholzer et al.,
2001).

Neutrofilos ativados circulam em condi¢des de inflamagdo sist€émica. Como
discutido anteriormente, esta exacerbagdo funcional pode levar a danos no hospedeiro
(Chilvers et al., 2000; Condliffe et al., 1998; Smith, 1994). Embora recentemente tenha-se
verificado a possibilidade do PMN ser desativado e ativado de novo (Condliffe et al.,
1998), ndo se sabe ainda a importancia numérica e funcional deste processo. Desta forma, a
retirada dos PMN por apoptose permanece como principal mecanismo potencial implicado
na resolugdo da inflamacao sistémica (Chilvers et al., 2000; Squier et al., 1995).

O presente estudo versou sobre uma propriedade basica dos PMN: a resposta a
apoptose em condigdes reconhecidamente despolarizantes. O conhecimento das
propriedades elementares dos PMN trazidos por estudos in vitro sdo importantes para
entendimento do funcionamento destas células e para aventar futuros estudos de
intervencao. Torna-se necessario esclarecer, por exemplo, se a modulagdo da apoptose dos
PMN por outras substancias observadas na circulagdo durante a SRIS, que exercam papel
pré e anti-inflamatorio, também necessitam da preservacdo da polaridade da membrana
plasmatica ou se ¢ um fendmeno especifico para o LPS. De importancia também ¢ o
conhecimento se o retorno da polaridade a membrana celular restauraria sua resposta a

modulagao da apoptose.
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Embora nao seja possivel na pratica clinica reproduzir uso de meios com tdo baixa
quantidade de calcio ou uso de ouabaina, os PMN perdem parcialmente a polaridade da
membrana ao sofrerem degranulagdo, quando perdem carga negativa (Demaurex et al.,
1993). Sabendo que os estimulos inflamatérios levam precocemente e de forma
concomitante a degranulacdo e perda da suscetibilidade a morte celular programada, ¢
possivel aventar uma correlagdo entre os eventos. Talvez a falha de resposta dos PMN a
mecanismos de inducdo da apoptose durante a SIRS esteja relacionada a despolarizacdo da
membrana plasmatica.

A despeito de saber-se que a apoptose pode ser modulada, com uma aceleraciao ou
retardo em sua expressao, esta regulagdo que pode ser efetuada por substancias exdgenas ou
enddgenas, por alguns processos celulares e que ha necessidade de ativacdo de vias
intracelulares a fim de desencadear os mecanismos de produgdo protéica a partir de
material cromossomico, ainda ha muito a ser esclarecido sobre o assunto.

Os fendmenos que regem a reposta inflamatoria sio complexos e ainda mantém-se
incompletamente compreendidos pelos investigadores. E possivel que o aprofundamento no
estudo do comportamento da morte celular programada em neutro6filos traga contribuigao
para sua compreensdo, permitindo interferir na expressdo da mesma, modulando-a e com

isso evitando uma série de efeitos indesejaveis observados na SIRS.
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7. CONCLUSOES

Nas condigdes de trabalho apresentadas, ¢ possivel concluir com um nivel de 95%
de seguranga que:
I — PMN cultivados em meio com baixa [Ca" ] ndo modificam sua taxa de apoptose basal;
II — PMN cultivados em meio com baixa [Ca""] ndo apresentam a reducdo da apoptose
mediada por LPS;
IIT — Esta a¢do permissiva na modulacao da apoptose mediada por LPS ¢ exercida de forma
inespecifica por cations divalentes (célcio, estroncio ou manganés);
IV — PMN cultivados em meio com outras substancias (ouabaina) que levam a
despolarizagdo da membrana plasmatica também deixam de apresentar a modulagdo da
apoptose mediada por LPS;
V — A regulacdo da perda da L-selectina dos PMN mediada pelo LPS nao sofre influéncia
da concentragdo de calcio no meio de cultura;
VI — PMN cultivados em condi¢des que levam a despolarizacdo da membrana plasmatica
apresentam diminui¢do da quantidade de Caspase-3, particularmente em sua forma

precursora.
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ANEXO1

EXPERIMENTO I - EFEITO DO LPS NA APOPTOSE DE PMN EM BAIXA

CONCENTRACAO DE CALCIO EXTRACELULAR

Data Controle Controle+LPS Baixa[Ca] Baixa[Ca]+LPS
28/08/01 46.500 22.450 37.900 39.300
29/08/01 36.350 27.300 50.950 49.600
30/08/01 46.650 24.550 39.200 36.900
01/09/01 57.400 42.250 51.050 50.500
02/09/01 41.650 15.550 38.550 42.700
03/09/01 36.700 24.200 54.850 37.150

EXPERIMENTO II — EFEITO TEMPORAL DA CONCENTRACAO DE CALCIO

EXTRACELULAR NA APOPTOSE DE PMN

Data Controle Controle+LPS Baixa[Ca] Baixa[Ca]+LPS
11/09/01 35.300 28.050 32.050 26.900
15/09/01 45.000 27.700 51.350 28.700
16/09/01 32.550 17.550 26.600 14.700
21/09/01 44.650 34.800 51.100 32.600
24/09/01 35.150 21.600 41.650 16.600
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EXPERIMENTO III - EFEITO DE CATIONS DIVALENTES NA RECONSTITUICAO
DO EFEITO DO LPS NA APOPTOSE DE PMN

Data U[Ca] U [Ca]+LPS Controle Cont+LPS Sr  Sr+LPS Mn  Mn+LPS
11/10 44.400 - 54900  11.400 31.100 9.840 37.100 13.500
16/10 38.550 44.200 65.950 16700 42950 13.500 59.350  25.550
17/10 54.950 58.750 55.850  33.550  59.900 39.500 61250  33.700
18/10 63.600 54.200 58.850  18.550  47.850 26.000 52.600  26.350
19/10 45.350 43750  55.500  16.350  49.700 30.600 50.150  11.450

Observagio: experimentos realizados em outubro de 2001; U = baixa.

EXPERIMENTO IV - EFEITO DA DESPOLARIZACAO DA MEMBRANA POR

OUABAINA NA APOPTOSE DE PMN.

Data Controle Controle+ LPS Ouabaina (ImM)  Ouabaina +LPS
21/10/01 36.800 25.500 42.400 34.200
22/10/01 52.800 6.130 38.100 51.370
23/10/01 22.500 6.130 20.950 34.700
24/10/01 06.850 18.750 57.350 53.200
29/10/01 53.200 6.510 34.400 35.600
13/11/01 42.800 14.150 56.700 48.650
16/11/01 50.500 19.600 63.900 60.400
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EXPERIMENTO V - EFEITO DA CONCENTRACAO DE CALCIO EXTRACELULAR

A PERDA DA L-SELECTINA EM RESPOSTA AO LPS.

Data Controle Controle+ LPS Baixa[Ca] Baixa[Ca]+LPS
28/09/01 84.200 32.600 95.400 56.400
02/10/01 87.000 54.700 91.800 67.200
03/10/01 84.200 44.600 96.800 47.800
04/10/01 80.400 61.100 90.400 56.300
11/10/01 87.200 79.700 82.800 66.100
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