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RESUMO 
 
Lima-Júnior JR. Implicações da variante da cadeia CD11b (rs1143679) do CR3 
para a liberação da mieloperoxidase de neutrófilos humanos. 2014. 93f. 
Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto –
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2014.  
 
O neutrófilo é a célula predominante no sangue circulante e medeia as primeiras 
respostas da imunidade inata contra infecções, graças a sua capacidade de 
fagocitar e destruir patógenos. A mieloperoxidase (MPO) é a proteína mais 
abundante do neutrófilo e a sua potente atividade microbicida está relacionada à sua 
participação na geração de moléculas oxidantes capazes de degradar uma ampla 
variedade de estruturas biológicas. Contudo, à MPO também tem sido atribuído um 
papel deletério nos processos inflamatórios por mediar danos ao endotélio e 
amplificar a inflamação. A liberação da MPO do neutrófilo diretamente sobre o 
endotélio depende da interação célula-célula mediada pela integrina CD11b/CD18 
(também conhecida como receptor do complemento tipo 3, CR3) expressa nos 
neutrófilos e pela molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1) no endotélio, 
sugerindo um papel importante para o CR3 em mediar o dano tecidual em condições 
inflamatórias crônicas. A cadeia CD11b (αM) do CR3 é codificada pelo gene ITGAM 
(Integrin Alpha M) e um polimorfismo devido à troca de um único nucleotídeo, 
G328A, resulta na substituição de uma arginina por uma histidina na posição 77 no 
domínio extracelular da molécula CD11b, levando à existência de duas variantes 
polimórficas (R77 e 77H). Este polimorfismo recebe o número de referência 
rs1143679. A variante 77H está associada à suscetibilidade ao lúpus eritematoso 
sistêmico (LES), mas o comprometimento funcional desta variante ainda não é 
compreendido. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar se o polimorfismo 
da cadeia CD11b influencia o burst oxidativo dependente de MPO em neutrófilos 
humanos de indivíduos saudáveis. Os genótipos foram determinados por reação em 
cadeia da polimerase para identificação das variantes alélicas; os neutrófilos foram 
estimulados com zimosan opsonizado com soro humano normal; a expressão do 
CR3 foi avaliada por citometria de fluxo com anticorpo monoclonal específico; a 
avaliação da atividade da enzima MPO foi realizada através da quantificação indireta 
de seu produto, o ácido hipocloroso, pelo método da taurina-cloramina; o burst 
oxidativo foi medido por quimioluminescência (QL) dependente de luminol e de 
lucigenina. Não houve diferença estatística na atividade da MPO entre os grupos, 
contudo a presença da variante 77H nos neutrófilos mostrou uma menor liberação 
de MPO quando comparada aquela de neutrófilos com a variante R77. Esta 
diminuição da liberação da MPO não foi relacionada à diferença de expressão do 
CR3, uma vez que a análise da expressão do CR3 nos neutrófilos não mostrou 
diferenças entre os grupos. Nenhuma diferença foi observada na medida de QL. 
Levando-se em consideração as funções imunomodulatórias da MPO, dependentes 
e independentes da sua atividade catalítica, nas interações entre neutrófilo e 
endotélio mediadas pelo CR3, nosso resultado mostra a necessidade de investigar 
se pequenas diferenças entre a liberação de MPO por neutrófilos, expressando a 
variante 77H da cadeia CD11b, pode explicar a associação deste polimorfismo com 
a suscetibilidade ao LES e/ou outras doenças. 

 

Palavras-chave: Neutrófilos, Mieloperoxidase, Receptor do complemento tipo 3, 
Polimorfismo.  
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ABSTRACT 
 

Lima-Júnior JR. Implications of the CD11b chain variant (rs1143679) of CR3 for 
the release of myeloperoxidase in human neutrophils. 2014. 93f. Dissertation 
(Master). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto –Universidade de 
São Paulo, Ribeirão Preto, 2014.  
 
The neutrophils are the predominant cells in the circulating blood and mediates the 
first responses of innate immunity against infections, thanks to their ability to 
phagocyte and destroy pathogens. The myeloperoxidase (MPO) is the most 
abundant protein in the neutrophils and its potent microbicidal activity is related to its 
participation in the generation of oxidant molecules capable of degrading a wide 
variety of biological structures. However, the MPO has also been attributed a 
deleterious role in mediating inflammatory processes at endothelial damage and 
amplifying inflammation. The release of MPO from neutrophils depends directly on 
the endothelial cell-cell interaction mediated by the integrin CD11b / CD18 (also 
known as the complement receptor type 3, CR3) expressed in neutrophils and the 
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) in the endothelium, suggesting an 
important role for CR3 in mediating tissue damage in chronic inflammatory 
conditions. The CD11b chain (αM) of CR3 is encoded by the gene ITGAM (Integrin 
Alpha M) and a polymorphism due to the exchange of a single nucleotide, G328A, 
results in the substitution of an arginine by a histidine at position 77 in the 
extracellular domain of the CD11b molecule, leading to the existence of two 
polymorphic variants (R77 and 77H). This polymorphism receives the reference 
numeral rs1143679. The 77H variant is associated with susceptibility to systemic 
lupus erythematosus (SLE), but the functional impairment of this variant is not yet 
understood. In this context, the aim of this study was to evaluate the polymorphism of 
the CD11b chain influences the oxidative burst dependent MPO in human neutrophils 
from healthy individuals. The genotypes were determined by polymerase chain 
reaction to identify the allelic variants; neutrophils were stimulated with opsonized 
zymosan with normal human serum; of CR3 expression was assessed by flow 
cytometry with specific monoclonal antibody; evaluating the MPO enzyme activity 
was performed by indirect measurement of your product, hypochlorous acid, the 
method of taurine-chloramine; The oxidative burst was measured by 
chemiluminescence (Q) dependent luminol and lucigenin. There was no statistical 
difference in MPO activity between the groups, but the presence of the 77H variant in 
neutrophils showed a lower release of MPO compared that of neutrophils with the 
R77 variant. This reduction of MPO release was not related to the difference CR3 
expression, since the analysis of CR3 expression on neutrophils showed no 
differences between groups. No difference was observed in the extent of QL. Taking 
into account the immunomodulatory functions of MPO-dependent and independent of 
its catalytic activity, interactions between neutrophils and the endothelium mediated 
CR3, our result shows the need to investigate whether small differences between the 
MPO release by neutrophils, expressing the variant 77H of the CD11b chain, may 
explain the association of this polymorphism with susceptibility to SLE and / or other 
diseases. 
 
Keywords: Neutrophils, Myeloperoxidase, complement receptor 3, Polymorphism.
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RESUMEN 
 

Lima-Júnior JR. Implicaciones de la variante de la cadena CD11b (rs1143679) del 
CR3 para la liberación de mieloperoxidasa de neutrófilos humanos. 2014. 93f. 
Dissertación (Maestría). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2014.  
 

Los neutrófilos son las células predominantes en la sangre circulante y las 
responsables de mandar las primeras respuestas de la inmunidad innata contra las 
infecciones, gracias a su capacidad de fagocitar y destruir patógenos. La 
mieloperoxidasa (MPO) es la proteína más abundante en los neutrófilos y su 
actividad microbicida potente, está relacionada con su participación en la generación 
de moléculas oxidantes capaces de degradar una amplia variedad de estructuras 
biológicas. A la MPO también se le atribuye un papel mortífero en la mediación de 
procesos inflamatorios en el daño endotelial y la amplificación de la inflamación. La 
liberación de MPO de neutrófilos depende directamente de la interacción célula-
célula endotelial mediada por el CD11b/CD18 integrina (también conocido como el 
receptor del complemento tipo 3, CR3) expresado en neutrófilos y la molécula de 
adhesión intercelular-1 (ICAM-1) en el endotelio. Esto sugiere un papel importante 
del CR3 en la mediación de daño tisular en enfermedades inflamatorias crónicas. La 
cadena de CD11b (αM) de CR3 es codificada por el gen ITGAM (integrina alfa M) y 
un polimorfismo debido al intercambio de un solo nucleótido; G328A; sustituyendo 
una arginina por una histidina en la posición 77 en el dominio extracelular de la 
molécula CD11b, que conduce a la existencia de dos variantes polimórficas (R77 y 
77H). El polimorfismo recibe el número de referencia  rs1143679. La variante 77H 
está asociada a la susceptibilidad de lupus eritematoso sistémico (LES), pero el 
deterioro funcional de esta variante todavía no se entiende. En este contexto, el 
objetivo de este estudio fue evaluar si el polimorfismo de la cadena de CD11b influye 
el burst oxidativo dependiente  de MPO en neutrófilos humanos de individuos sanos. 
Los genotipos se determinaron por reacción en cadena de la polimerasa para 
identificar las variantes alélicas; los neutrófilos fueron estimulados con zimosano 
opsonizado con suero humano normal; la expresión de CR3 se evaluó por citometría 
de flujo con un anticuerpo monoclonal específico; la evaluación de la actividad de la 
enzima MPO se realizó mediante la medición indirecta de su producto, ácido 
hipocloroso, mediante el método de la taurina-cloramina; el burst oxidativo se midió 
por quimioluminiscencia (Q) dependiente de luminol y lucigenina. No hubo diferencia 
estadística en la actividad MPO entre los grupos, pero la presencia de la variante 
77H en los neutrófilos mostró una menor liberación de MPO de neutrófilos 
comparado con la variante de R77. Esta reducción de la liberación de MPO no fue 
relacionada con la diferencia de la expresión de CR3, ya que el análisis de la 
expresión de CR3 en los neutrófilos no mostró diferencias entre los grupos. No se 
observó ninguna diferencia en la extensión de QL. Teniendo en cuenta las funciones 
inmunomoduladoras de MPO, dependiente e independiente de su actividad 
catalítica, en las interacciones entre los neutrófilos y el endotelio mediada por CR3, 
nuestro resultado muestra la necesidad de investigar si las pequeñas diferencias 
entre la liberación de MPO por neutrófilos, expresando la variante 77H de la cadena 
CD11b, puede explicar la asociación de este polimorfismo con la susceptibilidad a 
SLE y / o otras enfermedades. 
 
Palabras clave: Neutrófilos, Mieloperoxidasa, Receptor del complemento 3, Polimorfismo.
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1.1 Neutrófilos 

Os neutrófilos foram descobertos por Paul Ehrlich em 1880, através de uma 

série de experimentos que utilizavam técnicas de coloração recém-desenvolvidas, 

que permitiram uma nova apreciação a respeito da morfologia e do conteúdo 

intracelular dos leucócitos. Ehrlich observou que estas células apresentavam núcleo 

lobular e grânulos em seu citoplasma (Amulic et al., 2012). Mas coube a seu 

contemporâneo, Elie Metchnikoff, elucidar as funções efetoras do neutrófilo. 

Metchnikoff observou que ao perfurar embriões de estrela do mar com espinhos de 

roseira, ocorria o recrutamento de células fagocíticas para o local da lesão a fim 

promover a digestão daquele corpo estranho (Metchnikoff, 1893; Kumar e Sharma, 

2010). 

Os neutrófilos são células que desempenham um papel central na 

inflamação e proteção do hospedeiro contra microrganismos invasores. Além dos 

neutrófilos, outras células participam deste mecanismo de defesa inato, são elas: os 

monócitos, macrófagos, mastócitos, células natural killer e células dendríticas. 

Moléculas solúveis, incluindo citocinas e sistema complemento, também são 

essências nesse processo (Jang e Rabb, 2009; Petersen e Smith, 2013). 

Particularmente, os neutrófilos originam-se de células precursoras mieloides 

na medula óssea, e sua produção é induzida pelo fator de estimulação de colônia de 

granulócitos (G-CSF, do inglês, Granulocyte-colony stimulating factor) (Lieschke et 

al., 1994). Os neutrófilos, em humanos, correspondem a aproximadamente 50-60% 

do total de leucócitos no sangue (25x109), são células de aproximadamente 12 à 15 

µm, com núcleo segmentado (3 a 5 lóbulos), daí o termo leucócito polimorfonuclear, 

e possuem quatro tipos diferentes de grânulos em seu citoplasma: grânulos 

azurófilos ou primários, grânulos específicos ou secundários, grânulos terciários ou 

de gelatinase, e vesículas secretoras (Zago et al., 2001; Sadik, Kim e Luster, 2011). 

Os neutrófilos são células de meia-vida curta, permanecendo viáveis no sangue 

periférico por aproximadamente 6-8 horas. Em um adulto saudável, estima-se que a 

produção diária de neutrófilos é de aproximadamente 5-10x1010, e pode aumentar 

consideravelmente durante processos infecciosos e algumas doenças (Summers et 

al., 2010). A homeostase dos neutrófilos é regulada principalmente pela taxa de 

proliferação e diferenciação dos precursores mieloides na medula óssea, liberação 
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dos neutrófilos maduros para a circulação e a remoção destas células realizada pelo 

sistema reticuloendotelial (Rankin, 2010). 

 

1.2 Inflamação 

A inflamação é uma resposta fisiológica a infecção ou danos teciduais 

(Soehnlein e Lindbom, 2010). Este processo é caracterizado pela dilatação vascular, 

aumento da permeabilidade dos capilares, diminuição do fluxo sanguíneo próximo 

ao sítio inflamatório, e recrutamento de leucócitos. Os neutrófilos estão entre os 

primeiros leucócitos a chegarem ao sítio inflamatório e são cruciais como primeira 

linha de defesa da resposta imune inata, devido às suas funções fagocíticas e 

microbicidas. Após realizarem a sua atividade microbicida, os neutrófilos entram em 

processo de apoptose, e são removidos do sítio inflamatório a fim de reestabelecer a 

homeostase do tecido (Freire e Van Dyke, 2013). 

O processo de migração do neutrófilo da corrente sanguínea para o tecido 

inflamado, conhecido como diapedese, requer regulação temporal e espacial de vias 

de sinalização intracelular, que permitem aos neutrófilos detectar substâncias 

quimioatraentes e migrarem em direção a estes estímulos (quimiotaxia). Tais 

substâncias podem ser produzidas pelo hospedeiro ou pelo patógeno invasor. Além 

disso, este processo envolve uma complexa interação entre o neutrófilo e o 

endotélio vascular adjacente (Amulic et al., 2012; Dimasi, Sun e Bonder, 2013). 

Nos primeiros momentos da resposta inflamatória, células residentes 

localizadas no sítio inflamatório, incluindo as células dendríticas, macrófagos e 

mastócitos, reconhecem os patógenos e secretam uma série de citocinas, tais como, 

interleucina-1β, (IL-1β), IL-6, fator de necrose tumoral α (TNF-α, do inglês tumor 

necrosis factor alpha) e uma variedade de diferentes quimiocinas (Mcdonald et al., 

2010; Takeuchi e Akira, 2010). Em resposta à liberação destes mediadores 

inflamatórios, o endotélio vascular adjacente é ativado e inicia a secreção de 

citocinas, tais como, quimiocinas e fatores de crescimento para hematopoiese, e, 

além disso, aumenta a expressão de moléculas de adesão em sua superfície. Estas 

mudanças promovem a mobilização e o recrutamento de neutrófilos para o sítio 

inflamatório, um mecanismo conhecido como cascata de recrutamento de 

neutrófilos, que inclui a captura, rolamento, adesão firme, arraste, e, por fim, a 

migração transendotelial do neutrófilo (Krishnaswamy et al., 1999). 
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O fluxo de neutrófilos próximo às paredes das vênulas revestidas por 

endotélio aumenta nos locais de inflamação, em consequência da vasodilatação e 

lentificação do fluxo sanguíneo, facilitando os primeiros passos da cascata de 

recrutamento, que correspondem à captura e o rolamento dos neutrófilos sobre o 

endotélio. Uma série de moléculas de adesão está envolvida neste processo, entre 

elas, as P-selectinas e E-selectinas que são expressas no endotélio, bem como os 

seus respectivos ligantes, a glicoproteína ligante da selectina P (PSGL-1, do inglês, 

P-selectin glyocoprotein ligand-1) e o ligante de E-selectina-1 (ESL-1, do inglês, E-

selectin ligand) presentes nos neutrófilos. A interação entre as selectinas e seus 

ligantes medeia à captura e o rolamento dos neutrófilos sobre o endotélio inflamado. 

Como estas interações são de baixa afinidade, elas são rompidas facilmente pela 

força de cisalhamento do fluxo sanguíneo, assim, os neutrófilos se ligam e se 

desprendem repetidamente e, consequentemente, rolam ao longo da superfície 

endotelial (Zarbock et al., 2011). 

Após o rolamento mediado pelas selectinas, os neutrófilos se aderem 

firmemente ao endotélio, num processo mediado por outro grupo de moléculas de 

adesão, denominadas integrinas. Em resposta aos estímulos inflamatórios, as 

integrinas aumentam sua afinidade pelos seus ligantes e se agrupam na membrana 

da célula. Essas alterações resultam em uma adesão mais firme do neutrófilo ao 

endotélio e na reorganização do citoesqueleto, possibilitando o arraste do neutrófilo 

sobre o endotélio. O arraste é um passo fundamental para que ocorra a 

transmigração, pois, é dessa maneira que os neutrófilos alcançam as junções 

intercelulares do endotélio. As principais integrinas envolvidas neste processo são 

as β2 integrinas CR3 (do inglês, complement receptor 3; CD11b/CD18, Mac-1) e 

LFA-1 (do inglês, leukocyte function-associated antigen-1; CD11a/CD18) presentes 

na membrana dos neutrófilos, que, por sua vez, interagem com seus ligantes 

membros da superfamília das imunoglobulinas, ICAM-1 (do inglês, intracellular 

adhesion molecule-1) e ICAM-2, respectivamente, presentes nas células endoteliais 

(Bunting et al., 2002). 

Para deixar a vasculatura os neutrófilos devem primeiro atravessar o 

endotélio, o que leva de 2 a 5 minutos, e, em seguida, atravessar a membrana 

basal, o que demanda um pouco mais de tempo, entre 5 e 15 minutos. A passagem 

dos neutrófilos através da camada de células endoteliais pode acontecer de maneira 

paracelular (entre as células endoteliais) ou transcelular (através de uma célula 
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endotelial). A transmigração paracelular talvez seja o melhor caminho utilizado pelo 

neutrófilo para alcançar o tecido. Por outro lado, a transmigração transcelular ocorre 

seletivamente em sítios vasculares específicos como, por exemplo, cérebro, medula 

óssea e pâncreas, onde o arraste do neutrófilo é impedido ou dificultado (Phillipson 

et al., 2006). 

A decisão tomada pelos neutrófilos e células endoteliais quanto ao tipo de 

transmigração, entre ou através das células endoteliais, ainda não é bem 

compreendia. Acredita-se que um fator importante para esta decisão é o padrão de 

exibição de moléculas específicas na superfície das células endoteliais, que servirão 

como indicadores do percurso mais eficiente para a transmigração sob as condições 

prevalecentes (Nourshargh, Krombach e Dejana, 2006; Woodfin et al., 2007). 

Na passagem paracelular, as integrinas ICAM-1, ICAM-2, e VCAM-1 (do 

inglês, vascular cell adhesion protein-1), e outras proteínas de junção, entre elas 

CD31, CD99 e CD144, se acumulam nas junções célula-célula, afrouxando-as e 

mediando a passagem dos neutrófilos entre as junções via CR3 e LFA-1 (Ley et al., 

2007). No que diz respeito a passagem transcelular, acredita-se que apenas 20% 

dos neutrófilos utilizam essa rota. Durante este processo as células endoteliais 

formam microvilosidades (projeções citoplasmáticas originadas na superfície 

celular), que recebem o nome de corpos transmigratórios, e englobam os neutrófilos, 

servindo como porta de entrada para o tecido, através do corpo da célula endotelial. 

As β2 integrinas e seus ligantes possuem um papel importante na estabilidade deste 

processo (Dvorak e Feng, 2001). 

Após atravessar o revestimento endotelial, os neutrófilos devem fazer seu 

caminho através da membrana basal rica em colágeno. Para isso, os neutrófilos são 

altamente equipados com proteases capazes de clivar colágeno. Por conseguinte, 

ao alcançar o local da inflamação, os neutrófilos conseguem combater um largo 

espectro de microrganismos, pois, são equipados com diversos sistemas 

antimicrobianos. Eles podem fagocitar o microrganismo e rapidamente matá-lo 

utilizando enzimas proteolíticas armazenadas em seus grânulos, enzimas presentes 

no citosol, e espécies reativas de oxigênio (ERO). No entanto, se os neutrófilos não 

conseguirem eliminar o microrganismo por fagocitose, eles podem ser submetidos a 

uma sequência de eventos programados que resultam na formação das armadilhas 

extracelulares de neutrófilos, conhecidas como NETs (do inglês, neutrophil 

extracelular traps), um processo distinto de morte celular em que ocorre liberação de 
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toda sua cromatina nuclear associada a histonas, proteínas granulares e citosólicas 

no espaço extracelular, limitando a propagação do microrganismo (Brinkmann et al., 

2004). A Figura 1 ilustra o mecanismo de migração dos neutrófilos. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Sequência esquemática da migração dos neutrófilos. Fonte: Kolaczkowska e 

Kubes, 2013 (modificado). 

 

1.3 Fagocitose 

 A fagocitose é um mecanismo de transporte ativo mediado por 

receptores, que consiste no reconhecimento e ingestão de partículas maiores do que 

5µm, em vacúolos ligados à membrana, conhecidos como fagossomas. É um 

processo crítico para a imunidade e homeostase dos tecidos, pois, permite a 

remoção de patógenos e debris celulares nos mais diversos sítios anatômicos. A 

fagocitose é realizada principalmente por fagócitos profissionais, incluindo 

macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (Freeman e Grinstein, 2014). 

Assim como acontece em outros fagócitos, o mecanismo de internalização 

realizado pelos neutrófilos depende do tipo de interação entre a célula e o 

microrganismo. A interação pode ser direta, através de receptores de 

reconhecimento padrão (PRR, do inglês, Pattern recognition receptor), que 

reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMP, do inglês, 
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Pathogen-associated molecular patterns), ou por receptores que reconhecem 

opsoninas. Este último inclui dois exemplos bem caracterizados: a fagocitose 

mediada por receptores para a porção Fc (fragmento cristalizável) das 

imunoglobulinas G (FcγR, Fc gamma receptors), que se baseiam na formação de 

pseudópodes para o englobamento das partículas opsonizadas por IgG, e a 

fagocitose mediada por receptores do complemento (CR, do inglês, complement 

receptors), onde não ocorre a formação de pseudópodes, e a partícula opsonizada 

parece “afundar” para dentro do fagócito (Underhill e Ozinsky, 2002; Nordenfelt e 

Tapper, 2011). 

Após a internalização das partículas opsonizadas ocorre a formação do 

fagossomo. O fagossomo nascente é um vacúolo membranoso derivado da 

invaginação da membrana plasmática, e não tem capacidade microbicida. Para que 

ocorra a eliminação dos patógenos, o fagossomo precisa passar por um processo de 

maturação que culmina na fusão dos grânulos citoplasmáticos, com a membrana do 

fagossomo, para formar o fagolisossomo. Em seguida, ocorre a desgranulação, 

mecanismo que consiste na liberação do conteúdo dos grânulos no interior do 

fagolisossomo. Concomitantemente, ocorre a montagem e ativação da enzima 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase na membrana do 

fagolisossomo, aumento do consumo de oxigênio, produção de ERO, caracterizando 

o burst (metabolismo) oxidativo do neutrófilo (Borregaard, Sørensen e Theilgaard-

Mönch, 2007).  A Figura 2 ilustra o mecanismo fagocítico e microbicida do neutrófilo. 
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Figura 2. Fagocitose e atividade microbicida do neutrófilo. Após a fagocitose, ocorre a 
produção de ERO e liberação do conteúdo dos grânulos dentro do fagolisossomo, 
culminando na destruição do patógeno. ROS, do inglês, reactive oxygen species. Fonte: 
Kennedy e DeLeo, 2009 (modificado). 

 

1.4 Desgranulação 

Os grânulos dos neutrófilos transportam com segurança uma série de 

substâncias nocivas através da corrente sanguínea e as liberam corretamente no 

momento e local apropriado. Muito mais do que apenas organelas de 

armazenamento, eles são participantes ativos e indispensáveis em quase todas as 

atividades dos neutrófilos durante a inflamação (Amulic et al., 2012). Eles são 

formados sequencialmente durante a granulopoiese na medula óssea, como visto na 

Figura 3. Existem três tipos fundamentais: 1) os azurófilos (também denominados 

primários ou peroxidase positivos); 2) os grânulos específicos (secundários), e 3) os 

grânulos terciários (de gelatinase). Estes dois últimos são peroxidase negativos. 

Além destes, um quarto conjunto de estruturas também é considerado como parte 

da família dos grânulos, são as vesículas secretoras, que são formadas por 

endocitose nos estágios finais da maturação do neutrófilo (Bjerregaard et al., 2003; 

Amulic et al., 2012). A mobilização destes grânulos ocorre de maneira sequencial, 

sendo as vesículas secretoras as primeiras a serem mobilizadas, seguidas pelos 

grânulos terciários, específicos e azurófilos (Wright et al., 2010). 
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Figura 3. Conteúdo dos grânulos dos neutrófilos, estágio de formação e propensão à 

desgranulação. Fonte: Amulic, 2012 (modificado). 

 

A heterogeneidade dos grânulos dos neutrófilos reside nos componentes da 

membrana e da matriz de cada tipo de grânulo. Os grânulos específicos, os grânulos 

de gelatinase e as vesículas secretoras, possuem em suas membranas uma 

variedade de receptores e moléculas funcionalmente importantes para as primeiras 

etapas de adesão e migração dos neutrófilos em direção ao foco inflamatório, e 

interação com o patógeno. Dentre estas moléculas, encontram-se componentes do 

complexo NADPH oxidase, β2 integrinas, como exemplo, a cadeia α CD11b do CR3, 

e receptores para peptídeos bacterianos N-formilados (f-Met-Leu-Phen receptor; 

fMLP-R) (Nordenfelt e Tapper, 2011). No sítio inflamatório, ocorre a completa 

ativação do neutrófilo, o que leva ao início do metabolismo oxidativo com a produção 

de ERO, e a mobilização dos grânulos azurófilos e dos grânulos específicos. Nos 

grânulos azurófilos encontram-se as proteínas com ação antimicrobiana direta, as 

defensinas, catepsinas, elastase e mieloperoxidase. Assim, a fusão das membranas 

dos grânulos com o fagossomo contribui para a criação de um meio microbicida e 

hostil para patógenos invasores, que fica limitado ao interior do neutrófilo. Contudo, 

em algumas circunstâncias, tais grânulos podem também extravasar e causar dano 

tecidual (Borregaard, Sørensen e Theilgaard-Mönch, 2007; Amulic et al., 2012). 

As proteínas dos grânulos não somente sinergizam com oxidantes para a 

ação microbicida, elas também interagem com as ERO de diferentes formas. Por 

exemplo, as ERO inativam inibidores de protease para assegurar a atividade das 

proteases dos grânulos, enquanto os conteúdos dos grânulos podem regular a 
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atividade da NADPH oxidase (Uriarte et al., 2011). A Tabela 1 lista os principais 

componentes dos grânulos dos neutrófilos. 

 

Tabela 1. Principais componentes dos grânulos dos neutrófilos 

Grânulos Primários Grânulos 

Secundário 

Grânulos Terciários Vesículas Secretoras 

Mieloperoxidase 

Defensinas 

Catepsina G 

Elastase 

Proteinase 3 

Azurocidina 

Lisozima 

Fosfatase alcalina 

Hidrolases 

Fosfolipase A2 

Fostolipase 3 

Fosfolipase D 

Lisozima 

Lactoferrina 

Receptor para fMLP 

CD11b 

CD18 

Citocromo B 

Gelatinase 

Colagenase 

Histaminase 

Heparinase 

Sialidase 

Receptor para fMLP 

CD11b 

CD18 

Citocromo B 

Β2-microglobulina 

Gelatinase 

Diamina oxidase 

ATPase 

Lisozima 

Acetiltransferase 

 

Receptor para fMLP 

CD11a 

CD11b 

CD18 

CR1 

Citocromo B 

Leucolisina 

Fosfatase alcalina 

Fonte: Wright et al. 2010; Borregaard, 2010 (modificado). 

 

1.5 Produção de ERO (burst oxidativo) 

O complexo enzimático NADPH oxidase é essencial para o burst oxidativo 

que resulta na produção de ERO, as quais incluem ânion superóxido (O2
•-), peróxido 

de hidrogênio (H2O2), radicais hidroxilas (HO•), e oxigênio singlete (1O2) (El-Benna, 

Dang e Périanin, 2010). A produção de ERO representa um dos mecanismos de 

defesa mais poderosos do hospedeiro contra os patógenos, devido seu efeito 

oxidante sobre constituintes celulares importantes, como por exemplo, DNA, 

proteínas e lipídeos (Aguirre et al., 2005; Valko et al., 2007). A NADPH oxidase é 

composta por cinco subunidades e uma GTPase, separadas em compartimentos 

distintos no neutrófilo. Nas células em repouso, as subunidades p22phox e gp91phox 

(PHOX do inglês Phagocyte Oxidase) formam o componente citocromo b558, que 

corresponde ao núcleo catalítico do complexo e fica localizado predominantemente 

na membrana dos grânulos secundários (cerca de 85%) e nas vesículas secretoras. 

As demais subunidades, p47phox, p67phox, p40phox, e Rac2 encontram-se no citosol 

(Nauseef, 2007).  
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A ativação da célula em resposta a estímulos apropriados como, partículas 

opsonizadas e acetato de miristoilforbol (PMA, do inglês, phorbol 12-myristate 13-

acetate), faz com que as subunidades citosólicas migrem para a membrana 

plasmática e associem-se ao citocromo b558, formando o complexo enzimático ativo. 

Após a montagem, a NADPH oxidase catalisa a produção de ânion superóxido, pela 

transferência de elétrons do NADPH, para o oxigênio molecular, de acordo com a 

seguinte reação, 2O2 + NADPH → 2O2
•- + NADP+ + H+ (Babior, 2004; Bylund et al., 

2010). Além da transferência de elétrons, a NADPH oxidase é responsável pelo 

transporte de H+ e outros cátions, especialmente K+, para o interior do fagolisossomo 

(Reeves et al., 2002). 

Uma vez produzido, o ânion superóxido é imediatamente transformado em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) por dismutação espontânea no fagolisossomo, ou 

através da enzima superóxido dismutase no citosol. O peróxido de hidrogênio, por 

sua vez, pode reagir com íons metálicos e com o próprio ânion superóxido e dar 

origem a radicais hidroxila, ou servir de substrato para a enzima mieloperoxidase 

(MPO) para formar ácido hipocloroso, uma substância potencialmente bactericida 

(El-Benna, Dang e Périanin, 2010).  

A produção excessiva de ERO, associada a um desequilíbrio do sistema 

antioxidante, pode resultar em um estresse oxidativo e, consequentemente, mediar 

danos a estruturas celulares do hospedeiro (Valko et al., 2007). 

 

1.6 Mieloperoxidase 

A MPO é membro da família das hemeperoxidases (enzimas que utilizam 

íon ferro em suas reações de peroxidação), produto de um único gene, localizado no 

braço longo do cromossomo 17, e funciona como um componente fundamental na 

maquinaria efetora dos neutrófilos durante a inflamação. Esta enzima representa 

cerca de 5% do peso seco de neutrófilos, sendo a maior constituinte dos grânulos 

primários, podendo também ser encontrada em menores quantidades em monócitos 

e macrófagos (Klebanoff, 1967). Inicialmente a MPO corresponde a um produto 

enzimaticamente inativo, denominado apoproMPO. Após a inserção do grupamento 

heme (Ferro Protoporfirina IX), a apoproMPO é convertida a uma enzima ativa, a 

proMPO que, por sua vez, passa por modificações proteolíticas dando origem a 

MPO madura (Klebanoff, 2005). 
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Os neutrófilos, na presença de haletos como, cloreto (Cl-), brometo (Br-) e 

iodeto (I-), utilizam o H2O2 como substrato da MPO para produzir potentes agentes 

oxidantes, o ácido hipocloroso (HOCl), o ácido hipobromoso (HOBr) e o ácido 

hipoiodoso (HOI), respectivamente (Weiss et al., 1982). O cloreto normalmente está 

presente em concentrações muito maiores do que os outros haletos, o que justifica a 

maior produção de HOCl pelos neutrófilos (Prokopowicz et al., 2012).  

A ação catalítica da MPO gera pelo menos três intermediários redox como 

mostra a Figura 4. A princípio o grupamento heme da MPO encontra-se em seu 

estado nativo, ou seja, com o ferro em sua forma férrica (Fe3+), este, ao reagir com o 

peróxido de hidrogênio, forma o composto I (Fe4+). O composto I tem a capacidade 

de reagir com os haletos em um processo que envolve a transferência de dois 

elétrons, formando o respectivo ácido hipoalogenoso, e reduzindo a MPO ao seu 

estado nativo (Fe3+) novamente. Esta etapa é denominada ciclo de halogenação 

(Nussbaum et al., 2013). Além dos haletos, o composto I também pode reagir com 

diversos substratos orgânicos e formar o composto II, um intermediário que não 

possui a capacidade de formar ácido hipoalogenoso. Em seguida, o composto II é 

reduzido a sua forma ativa e adquire a capacidade de oxidar íons haleto (Van Der 

Veen, De Winther e Heeringa, 2009). A MPO, em sua forma nativa, também pode 

reagir com o superóxido e formar o composto III, que, por sua vez, sofre redução 

pelo próprio superóxido, gerando oxigênio e peróxido de hidrogênio, funcionando 

como uma superóxido dismutase (Kettle et al., 2007). A concentração relativa de 

oxigênio, superóxido e peróxido de hidrogênio, modifica a capacidade catalítica da 

MPO e determina a quantidade de intermediários reativos produzidos (Nussbaum et 

al., 2013). 

À MPO também tem sido atribuído um efeito deletério durante a inflamação, 

principalmente em funções cardiovasculares, dentre elas, a oxidação de 

lipoproteínas (Bergt et al., 2004) e aterosclerose acelerada (Mcmillen, Heinecke e 

Leboeuf, 2005). Adicionalmente, a MPO também atrai (Klinke et al., 2011) e ativa 

(Lau et al., 2005) neutrófilos, acelerando e amplificando o processo inflamatório. A 

deposição da MPO no endotélio requer o contato íntimo neutrófilo-endotélio e é 

dependente de CR3 (Jerke et al., 2013), sugerindo um papel importante para o CR3 

em mediar o dano tecidual em condições inflamatórias crônicas, como a vasculite 

que acomete pacientes com lúpus eritematoso sistêmico (LES). 
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Curiosamente, a MPO liberada no sítio inflamatório também pode exercer um 

papel autócrino no neutrófilo por associar-se ao CR3, alterando vias de sinalização 

intercelular. Estas alterações podem levar ao aumento da produção de ERO e uma 

maior expressão de CD11b na superfície do neutrófilo. Estas evidências revelam 

funções alternativas desta enzima que são independentes de sua atividade 

bactericida (Lau e Baldus, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Reação Catalisada pela MPO dentro do fagossomo. A atividade catalítica da MPO 
inclui a produção de HOCl e dismutação do ânion superóxido. O ânion superóxido também é 
capaz de reciclar o composto II, formando composto I reduzido, de maneira a manter a 
atividade da enzima. Fonte: Klebanoff, 2012 (modificado). 

 

1.7 CR3, a integrina CD11b/CD18 

O CR3 é uma glicoproteína de adesão celular, que medeia interações célula-

célula, célula-matriz e célula-patógeno, tendo um papel essencial em vários 

processos do sistema imune. Este receptor pertence à família das β2-integrinas, 

sendo constituído por uma cadeia α (CD11b) ligada não covalentemente a uma 

cadeia β (β2 ou CD18) (Faridi et al., 2010). Cada uma das subunidades, α e β, 

possui um domínio extracelular amplo, um domínio transmembrana e um domínio 

intracelular curto, como mostra a Figura 5 (Hu et al., 2010; Chua et al., 2011; 

Rougerie, Miskolci e Cox, 2013). 
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Figura 5. Estrutura do receptor do complemento tipo 3 (CR3). EC, domínio extracelular; TM, 
domínio transmembrana; CT, domínio citoplasmático. Fonte: Suet-Mien, 2012 (modificado). 

 

No domínio extracelular da subunidade α está localizada uma região 

altamente conservada, de aproximadamente 200 aminoácidos (aa), conhecida como 

domínio I. O domínio I medeia a ligação da integrina a seus ligantes, e existe em 

duas diferentes conformações: aberto (com afinidade alta ou intermediária) ou 

fechado (baixa afinidade). Normalmente, quando os leucócitos estão na circulação, 

as β2-integrinas exibem uma baixa afinidade pelos seus ligantes devido à 

conformação dobrada e compactada do domínio extracelular, o que impede a 

exposição do domínio I. No entanto, a ativação da célula por intermédio de outros 

receptores, ou por moléculas citoplasmáticas, desencadeia uma transmissão de 

sinais de dentro para fora da célula (inside-out) através das integrinas, como 

consequência do recrutamento de uma série de proteínas quinase e moléculas 

adaptadoras presentes no citoplasma, para o domínio intracelular. O resultado final 

desta sinalização é uma mudança conformacional dos domínios citoplasmáticos e 

transmembranares da integrina, que é retransmitido para o domínio extracelular, 

com subsequente exposição do domínio I, alterando sua capacidade de se ligar aos 

ligantes. Consequentemente, esta ligação da integrina ao seu respectivo ligante leva 

a uma transdução de sinais de fora para dentro da célula (outside-in), podendo levar 

a mudanças no citoesqueleto de actina, migração, fagocitose e alterações na 
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expressão gênica. Estes eventos de sinalização, apesar desta divisão em duas vias 

distintas, ocorrem simultaneamente e reforçam-se mutuamente (Evans et al., 2009; 

Gahmberg et al., 2009). 

Entretanto, embora o domínio I seja o principal sítio de ligação das integrinas, 

outras estruturas também influenciam no reconhecimento dos ligantes. A 

subunidade α do CR3 possui um domínio lectina-like localizado próximo a 

membrana plasmática, que está envolvido no reconhecimento de ligantes não-

proteicos, incluindo, β-glucanos (ex.: zimosan, Zi) e resíduos de manose. Este 

reconhecimento pode, inclusive, modular a função do domínio I (Forsyth, Plow e 

Zhang, 1998; Plow et al., 2000). Adicionalmente, a importância de cátions como, 

magnésio (Mg2+) e manganês (Mn2+), neste processo de ligação da integrina ao 

ligante, também é reconhecida. Estes cátions podem se ligar a diferentes locais na 

porção extracelular da integrina, incluindo o sítio de ligação MIDAS (do inglês, metal 

ion dependent adhesion site), localizado no domínio I da cadeia α, e no domínio I-

like adjacente (ADMIDAS), presente na cadeia β. O domínio MIDAS auxilia na 

mudança conformacional do receptor e aumenta sua afinidade pelos ligantes 

(Lomakina et al., 2009). 

As cadeias α e β do CR3 são codificadas por genes distintos. O gene ITGAM 

(do inglês, integrin alpha M), localizado no braço curto do cromossomo 16, na região 

11.2 (16p11.2), codifica a  subunidade α (CD11b) (Lee e Bae, 2014). Já a 

subunidade CD18 é produto do gene ITGB2 (do inglês, integrin beta 2), que fica 

localizado no braço longo do cromossomo 21, na região 22.3 (21q22.3) (Etzioni, 

2009). 

O CR3 é abundantemente expresso em neutrófilos, macrófagos e monócitos, 

e liga-se a um amplo número de ligantes, incluindo proteínas da matriz extracelular, 

fibrinogênio, zimosan, ICAM-1, e ao fragmento C3bi do complemento (Zarbock e 

Ley, 2009; Huang et al., 2011; Fagerholm et al., 2013). O CR3 atua em sinergismo 

com os receptores para imunoglobulinas FcγRIIIb e FcγRIIa nos neutrófilos, para 

mediar o clearance de imunocomplexo, a fagocitose, a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), a desgranulação e apoptose dos neutrófilos. Zhou e 

Brown (1994) sugeriram que a cooperação do CR3 com FcγRIIIb ocorre por uma 

interação física direta entre eles. Acredita-se que resíduos de carboidratos presentes 

no FcRIIIb interagem com o domínio lectina-like do CR3. Esta interação, por sua 
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vez, induz a fosforilação do domínio citoplasmático do FcγRIIa e, subsequente, 

transdução de sinais. Em adição, a ligação do CR3 do neutrófilo com o ICAM-1 nas 

células endoteliais, medeia as interações neutrófilos-endotélio responsáveis pela 

migração celular (Ley et al., 2007). Diante disso, pode-se afirmar que o CR3 

apresenta um papel fundamental no controle da inflamação. 

Em neutrófilos não estimulados, as subunidades CD11b e CD18 estão 

localizadas na membrana dos grânulos específicos e terciários, nas vesículas 

secretoras, e uma pequena parte na membrana plasmática. Numa série de 

experimentos, Sengeløv e colaboradores (1993) demonstraram que quando os 

neutrófilos são estimulados por fMLP (do inglês, N-formyl-methionyl-leucyl-phenyl-

alanine), PMA ou zimosan opsonizado com soro humano normal Zi/SHN, ocorre a 

translocação do CD11b e do CD18 para a membrana plasmática, com um aumento 

na quantidade deste receptor na superfície da célula (6 a 25 vezes mais) em 

resposta a tais estímulos. 

 
1.8 Variante ITGAM (rs1143679) 

Em 1996, Simsek e colaboradores descreveram um polimorfismo de um único 

nucleotídeo (SNP, do inglês single nucleotide polymorphism) no gene ITGAM. Esta 

mutação pontual (ITGAM - G328A, rs1143679) em que ocorre a troca de uma 

guanina (G) por uma adenina (A), resulta na mudança de uma arginina (Arg) por 

uma histidina (His) na posição 77 do domínio extracelular do receptor na cadeia 

CD11b, acarretando em modificações nas estruturas terciária e quaternária da 

proteína. A presença da arginina na posição 77 (R77) da cadeia CD11b foi 

denominada de antígeno de MART. Esta variante é responsável pela aloimunização 

de indivíduos Mart-negativos, que são aqueles cuja cadeia CD11b apresenta uma 

histidina na posição 77 (77H). Atualmente este aloantígeno é designado como 

aloantígeno do neutrófilo humano (HNA, do inglês, human neutrophil alloantigen) – 

4a. Este aloantígeno está associado à incidência de neutropenia neonatal (Sachs et 

al., 2004) e a variante polimórfica HNA-4a-positivo é encontrada em mais de 90% da 

população brasileira (Cardone et al., 2006). O resíduo de Arg-77 encontra-se 

próximo ao domínio I, como mostrado na Figura 6. Portanto, esta variante pode 

influenciar a interação da integrina com os ligantes e outras funções celulares (Nath 

et al., 2008; Anaya et al., 2012; Zhou et al., 2013). 
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Figura 6. Representação da posição 77 da cadeia CD11c da integrina αXβ2, que apresenta 
66% de identidade e 77% de homologia com o CR3. Fonte: Macpherson, 2011 (modificado). 

 

Fagerholm e colaboradores (2013) demonstraram que o alelo 77H não 

influencia a expressão da integrina na superfície de células transfectadas, nem a 

heterodimerização com o CD18. Foi visto também que não mudou a habilidade da 

integrina em promover mudanças conformacionais associadas à ativação da 

integrina, e pouco afetou a ligação a ligantes solúveis. Estes resultados sugerem 

que a sinalização inside-out é relativamente normal. Entretanto, indivíduos com a 

variante 77H sofrem influências drásticas na habilidade da integrina de mediar a 

ligação da célula a ligantes, como ICAM-1 e ICAM-2, em condições estáticas ou de 

fluxo de cisalhamento, sugerindo que a sinalização outside-in, que normalmente leva 

ao fortalecimento da ligação, é afetada em células de indivíduos com o alelo mutado. 

Também foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa que a variante 77H 

está associada à suscetibilidade ao LES e com a ocorrência de nefrite (Toller-

Kawahisa et al., 2014), corroborando com outros grupos (Yang et al., 2009; Sanchez 

et al., 2011), bem como uma associação da presença da variante 77H com o 

aumento da produção de ERO por neutrófilos de pacientes com LES (Toller-

Kawahisa et al., 2013). As associações da variante 77H com o risco ao LES e à 

nefrite lúpica têm implicações para o dano tecidual nos processos inflamatórios por 

deposição de imunocomplexos (IC) em órgãos e endotélio. Entretanto, há poucos 

estudos funcionais com esta variante, sendo a maioria em células transfectadas 

(Macpherson et al., 2011; Fosatti-Jimack et al., 2013). 
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O estudo da influência de polimorfismos de receptores nas funções efetoras 

dos neutrófilos é importante para a compreensão dos mecanismos que envolve as 

defesas do hospedeiro e a interação neutrófilo-endotélio, na patogênese dos 

processos inflamatórios. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 
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As implicações da variante da cadeia do CD11b (rs1143679) do CR3 para o 

burst oxidativo dependente de MPO em neutrófilos humanos ainda não são 

conhecidas.  

O nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia dos receptores para IgG 

e de complemento no LES (Marzocchi-Machado et al., 2002; 2005; Alves et al., 

2003; 2008), tendo descrito alterações de expressão e de funções mediadas por 

estes receptores, bem como a influência dos polimorfismos genéticos destes 

receptores nas funções efetoras dos neutrófilos e na suscetibilidade ao LES (Toller-

Kawahisa et al., 2013; 2014; Vigato-Ferreira et al., 2014). Nesta linha de 

investigação, o grupo vem trabalhando para buscar o entendimento de como estas 

alterações observadas podem de fato ter implicações para as interações neutrófilo-

endotélio e resultar em dano tecidual.  

Espera-se contribuir para elucidar se o polimorfismo da cadeia CD11b tem 

implicações fisiológicas para os neutrófilos estimulados via CR3 e, posteriormente, 

somar e aplicar o conhecimento para a compreensão da associação deste 

polimorfismo com a fisiopatologia e suscetibilidade ao LES.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS 
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3.1 Geral  

 Avaliar as implicações da variante da cadeia CD11b (rs1143679) do CR3 no 

burst oxidativo dependente de MPO em neutrófilos humanos. 

 

3.2 Específicos  

a) Avaliar a liberação de MPO dos neutrófilos de indivíduos saudáveis, 

utilizando-se como estímulo para o CR3 o zimosan opsonizado pelo complemento;  

b) Determinar os genótipos para o polimorfismo da cadeia CD11b do CR3; 

c) Analisar a expressão do CR3 nos neutrófilos. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
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4.1 Casuística e Metodologia 

O presente protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP-USP) 

para o seu desenvolvimento. O delineamento deste projeto foi feito de acordo com a 

resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde (CNS, Brasil, 2012). Anexo I. 

Os participantes voluntários da pesquisa, indivíduos saudáveis, homens e 

mulheres, com idade entre 18 e 50 anos, foram recrutados na comunidade do 

Campus da USP de Ribeirão Preto. O critério de exclusão utilizado foi o tabagismo, 

uso de medicamento controlado, antibiótico, imunossupressor, gravidez e uso de 

anti-inflamatórios há menos de sete dias. Todos os participantes receberam 

informações a respeito da natureza e objetivos da pesquisa, e assinaram um termo 

de consentimento livre e esclarecido. 

Estes participantes foram agrupados em dois grupos, A e B: 

Grupo A: os participantes (n=44), sendo 18 homens e 26 mulheres, doaram 

amostras de sangue periférico para ao estudo da função dos neutrófilos e para a 

genotipagem do polimorfismo da cadeia CD11b do CR3.  

Em seguida, foram redistribuídos em dois subgrupos, de acordo com a 

presença dos alelos R77 e H77 em homozigose e heterozigose, a saber: 

1) Homozigotos para o alelo R77 (n=24). Compreendendo 9 homens e 15 

mulheres. 

2) Homozigotos para o alelo H77 (n=4) + heterozigotos R77H (n=16) 

Compreendendo 9 homens e 11 mulheres. 

A frequência da homozigose 77H na nossa população é 3% (Toller-

Kawahisa et al., 2014) e frente esta baixa frequência, a influência da presença do 

alelo H (para a proteína variante) foi representada pelo segundo grupo descrito 

acima, o qual reuniu os indivíduos que apresentam homozigose 77H e heterozigose 

R77H.  

Grupo B: os participantes (n=20), sendo 10 homens e 10 mulheres, com 

idade entre 18 e 35 anos, doaram amostras de sangue periférico para a obtenção de 

soro humano normal (SHN), as quais foram reunidas para formar um pool de SHN, 

utilizado como fonte de proteínas do sistema complemento, conforme descrito 

abaixo no item 4.13. Para este grupo, além dos critérios de exclusão descritos 

acima, considerou-se também o uso de contraceptivos hormonais (pílula, injetável, 

adesivo na pele e intra-uterino).  



CASUÍSTICA E MÉTODOS   44 

 

 

O Fluxograma 1 apresenta a organização das atividades desenvolvidas no 

projeto, a partir das amostras de sangue obtidas dos voluntários. 

 
Fluxograma 1. Representação das atividades desenvolvidas. EDTA, ácido etileno diamino 
tetracético; Q.L, quimioluminescência; PCR, reação em cadeia da polimerase; CR3, receptor 
do complemento tipo 3; MPO, mieloperoxidase. 

 

4.2 Principais reagentes utilizados 

Os protocolos seguidos para o preparo das principais soluções utilizadas 

estão descritos no Anexo II. 

 

4.3 Extração de DNA 

*SDS - Dodecil Sulfato de Sódio 10% – Mallinckrodt Baker, Ink. 

Phillipsburguer, USA.  

*MgCl2 1M. 

*Tris HCl 1M pH 8,0. 

*Perclorato de Sódio 5M. 

*NaCl 6M saturado. 

*EDTA. 

*Tampão de lise de eritrócitos. 
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*Tampão de lise II. 

*Isopropanol absoluto - Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V., México. 

*Etanol 70% - Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V., México. 

 

4.4 Reação em cadeia de polimerase (PCR) 

*Deoxinucleotídeos (dNTP) Set, Molecular Biology Grade – Fermentas, 

Foster City, California, USA. 

*Taq DNA Polymerase (recombinant) – Fermentas. 

*MgCl2 25mM – Fermentas. 

*Taq tampão com KCl – Fermentas. 

*Oligonucleotídeos – Invitrogen, Brasil. 

HGH Sense: 5’ GCC TTC CCA ACC ATT CCC TTA 3’ 

HGH Anti-sense: 5’ CTC ACG GAT TTC TGT GTT TC 3’ 

HNA-4a Sense: 5’ CTC CCC ACA GGG TGG TG 3’ 

HNA-4a Negativo Anti-sense: 5’ AGT GAC TCA CCC TGC ATG T 3’ 

HNA-4a Positivo Anti-sense: 5’ AGT GAC TCA CCC TGC ATG C 3’ 

 

4.5 Corrida do gel 

*Tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) pH 8,3. 

*Solução de agarose, Uniscience, 2% em TBE, São Paulo, Brasil. 

*Tampão de amostra: azul de bromofonel 0,25% e sacarose 40%. 

*GelRed – Uniscience. 

*Marcador de pares de base (pb): 50pb DNA Ladder – Fermentas. 

 

4.6 Purificação de neutrófilos 

*Solução de Hanks pH 7,2 (PAUL, 1970). 

*Solução de Alséver (tampão citrato com azida sódica pH 6,1). 

*Líquido de Turk (violeta de genciana 1% em solução de ácido acético 1%). 

*CFD/gel 0,1% – Tampão de Fixação de Complemento com 0,1% de 

gelatina (pH 7,2). 

*Solução fisiológica (NaCl 0,15 mol/L). 

*Solução de NH4Cl 0,83% pH 7,2. 

*Solução de gelatina (Difco) 2,5% em NaCl 0,15 mol/L. 
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4.7 Atividade da MPO 

*Solução de Hanks pH 7,2 (PAUL, 1970).  

*Solução de gelatina (Difco) 2,5% em NaCl 0,15 mol/L. 

*Solução fisiológica (NaCl 0,15 mol/L) 

           *Solução KI  

*PBS (salina tamponada com fosfato) pH 7,4 

*TMB (3,3’,5,5’- tetrametilbenzidina) (Sigma T-2885) 

*Catalase (Sigma C-10)  

           *DMF (dimetilformamida) (Sigma) 

           *Taurina (Sigma) 

*Zimosan (Sigma Z4250) 

 

4.8 Burst Oxidativo  

*Luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinodiona) – Sigma Aldrich Co., St. 

Louis, MO, USA, A8511.  

*Lucigenina (N,N’ – Dimetil – 9,9’- Biacridinium dinitrate) – Sigma Aldrich 

Co., M8010.  

*Dimetilsulfóxido (DMSO) – Merck, USA.  

*PBS – salina tamponada com fosfato pH 7,4.  

*EDTA –ácido etileno diamino tetracético 

 

4.9 Expressão de receptores 

*BD FACS Solução de lise – BD Biosciences, USA, 349202. 

*PBS/SBF (Soro Bovino Fetal) 2% azida <0,1% pH 7,2. 

*Formaldeído PA – Quimis, Indaiatuba, São Paulo. 

*Anticorpos anti-receptor específico: 

*Controle isotípico IgG1 kappa de camundongo, marcado com ficoeritrina 

(PE), clone MOPC-21, código 555749 – PHARMINGEN, San Diego, CA – 

USA. 

*Anti-CD11b/Mac-1 humano, marcado com PE, clone ICRF44, IgG1 de 

camundongo, código 555388 – PHARMINGEN. 
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4.10 Equipamentos utilizados  

*Centrífuga Refrigerada Eppendorf modelo 5810R (Eppendorf Instruments 

Inc., Hamburg, Germany).  

*Centrífuga Refrigerada Eppendorf modelo 5415R (Eppendorf Instruments 

Inc., Hamburg, Germany).  

*Citômetro de fluxo modelo FACSCaliburTM (Fluorescent Activated Cell 

Sorter), “software Cell Quest ProTM” (Becton Dickinson). 

*Freezer -80°C (Forma Scientific).  

*Microscópio Óptico Olympus BX51 (Almada, Setúbal, Portugal).  

*Fonte de eletroforese Termo EC 3000 XL Power Supply (Dubuque, Iowa, 

USA).  

*Luminômetro EG&G Berthold, modelo AutoLumat Plus LB 953 (Bad 

Wildbad, Germany). 

*Termociclador Eppendorf – Mastercycler Gradient (Hamburgue, Germany).  

*Vortex-Genie 2, Model G560 (Bohemia, NY, USA).  

*Banho-maria - 5 Liter Water Bath – Polysciences (Niles, IL, USA). 

*Balança Analítica – Adventurer AR2140, marca Ohaus (Pine Brook, NJ, 

USA).  

*Autoclave Tuttnauer Semiautomatic Laboratory Table-Top Steam Sterilizers 

Modelo 2540 ML (Beit Shemesh, Israel).  

*Cubas para gel de agarose – Termo Scientific – Owl Easycasttm horizontal 

minigel 12cm X 14cm B2 e Owl Easycasttm horizontal minigel 9cm X 11cm 

B1 (Portsmouth, NH, USA).  

*Fotodocumentador Bio-Rad – Modelo Universal HoodII - Bio-Rad 

Laboratories (Hercules, CA, USA). 

*Leitor de ELISA EIA Multi-well Reader II, Sigma Dieagnotics (St.Louis, MO, 

USA).  

*Agitador com temperatura – Environmental Shaker Incubator ES-20 – 

Biosan (Riga, LV, EU). 

*Capela de Fluxo laminar vertical – OptiMair™ Vertical – Esco Technologies, 

Inc. (Hatboro, PA, USA). 

*pHmetro microprocessador de bancada – PG 1800 – Gehaka (São Paulo, 

SP, BRA) 
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4.11 Extração e caracterização do DNA genômico  

 

4.11.1 Extração por método de salting out 

O DNA genômico foi extraído de leucócitos do sangue periférico por técnica 

de salting out descrita anteriormente por Miller e colaboradores (1988), esta técnica 

baseia-se na precipitação de proteínas com NaCl 6M, e foi realizada com algumas 

modificações. 

Para extração, foram colhidos 10mL de sangue total em presença do 

anticoagulante EDTA-K2 (sal dipotássico do ácido etilenodiaminotetracético). O 

sangue total foi então transferido para um tubo de polipropileno (tipo falcon) de 

50mL, onde foi acrescido aproximadamente 35mL de tampão de lise de eritrócitos. A 

mistura foi homogeneizada cuidadosamente e submetida à centrifugação a 1157xg 

por 6 minutos, sob temperatura de 20ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

desprezado e as células foram ressuspendidas em uma mistura contendo 1,1mL de 

perclorato de sódio 5M, 125μL de dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% e 4,5mL de 

tampão de lise II, para lise dos leucócitos. 

A mistura foi homogeneizada em vórtex por 10s e acrescida de 2mL de NaCl 

saturado 6M, sendo novamente homogeneizada em vórtex por 15s e centrifugada a 

1301xg por 8 minutos, a uma temperatura de 23ºC. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo falcon estéril, onde foi adicionado 

5mL de isopropanol. A solução foi homogeneizada vagarosamente por inversão do 

tubo por aproximadamente 1 minuto, para que houvesse a precipitação do DNA. 

Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e o DNA precipitado foi 

colocado em um microtubo, onde foi acrescido 1mL de etanol a 70%, e submetido à 

centrifugação a 2300xg por 5 minutos sob 4ºC.  

Ao término da centrifugação, o sobrenadante foi retirado e o tubo foi mantido 

invertido sobre um papel de filtro absorvente durante 24 horas até a secagem 

completa. Após a secagem, foi acrescido ao DNA de 200μL de água destilada pura 

estéril e, então, a amostra foi armazenada sob temperatura de -20ºC até o momento 

do uso. 
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4.11.2 Análise dos genótipos  

Os genótipos foram analisados por PCR com oligonucleotídeo específico 

para o alelo (SSP-PCR; do inglês, Single Specific Primer-Polymerase Chain 

Reaction). As amostras de DNA com genótipos previamente conhecidos e 

confirmados por sequenciamento em nosso laboratório foram utilizadas como 

padrões. O controle positivo interno das reações consistiu de oligonucleotídeos 

específicos para o gene do hormônio do crescimento humano (HGH), conforme 

descrito anteriormente por Bux e colaboradores (1995). Todas as reações foram 

acompanhadas de um controle negativo contendo todos os reagentes utilizados na 

reação, exceto o DNA. 

 

4.11.3 CR3 (CD11b/CD18) 

A análise por PCR do polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 foi realizada 

utilizando-se oligonucleotídeos sense comum para os 2 alelos e anti-sense 

específicos para cada um dos alelos R77 e 77H, como descrito previamente por 

Clague e colaboradores (2003), com algumas modificações (Toller et al., 2014). 

Foram preparados dois tubos de mix, um correspondente ao R77 e outro ao 

77H. A mistura da reação foi composta por: 20μM de oligonucleotídeos sense e 

20μM de anti-sense alelo-específico; 10μM de oligonucleotídeos do HGH; 2 

unidades (U) da enzima Taq polimerase; 10mM de dNTP; 5μL de tampão para PCR 

(10 vezes concentrado); 1,5 mM de cloreto de magnésio; e água deionizada estéril 

para completar o volume de reação, que foi de 50μL. A cada tubo, exceto no 

controle sem DNA, foi adicionada cerca de 400ng de DNA genômico. 

As reações foram realizadas em um termociclador automático de 

temperatura (Mastercycler, Eppendorf) no seguinte protocolo: 15 minutos a 95ºC 

para desnaturação inicial; 30 ciclos de amplificação de 30 segundos a 95ºC para 

desnaturação, 1 minuto a 58ºC para anelamento e 30 segundos a 72ºC para 

extensão; e 10 minutos a 72ºC de extensão final, segundo protocolo descrito por 

Clague e colaboradores (2003). O tamanho dos fragmentos obtidos após a 

amplificação foi de 124 pares de base (pb). 

 

4.11.4 Eletroforese dos produtos da PCR 

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR, para as variantes polimórficas 

da cadeia CD11b do CR3 foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% 
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em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) pH 8,3. Uma amostra de 25µL do produto de 

cada PCR foi misturada a 5µL de tampão de amostra contendo sacarose,  azul de 

bromofenol e GelRed®. Em seguida as amostras foram aplicadas nos poços do gel 

com auxílio de pipeta. Amostras padrões de marcadores de número de pares de 

base, DNA ladder 50pb, também foram aplicadas nos géis (0,5μg/poço). 

Para o preparo dos géis foi feita uma mistura de 100mL de TBE e 2g de 

agarose (Uniscience), e colocada na cuba de eletroforese. A corrida eletroforética foi 

feita em 250V, 40mA, 100W por 1 hora e 20 minutos. Após a migração, o gel foi 

fotografado em fotodocumentador (Bio-Rad, Universal HoodII). As bandas 

apareceram fluorescentes. Após a leitura, o gel foi descartado e as imagens 

digitalizadas foram arquivadas. 

 

4.12 Colheita de sangue e purificação de neutrófilos humanos 

As amostras de sangue periférico foram colhidas por punção venosa, 

utilizando sistema a vácuo e estéril, e transferidas para tubos tipo falcon com 

anticoagulante Alséver pH 6,1 (v/v) na proporção 1:2. E para a purificação dos 

neutrófilos utilizou-se o método de Henson (1971), modificado por Lucisano e 

Mantovani (1984), conforme descrito a seguir. 

O sangue foi centrifugado a 1250xg por 10 minutos a 20ºC e a camada 

superior de células foi removida com o plasma. As células sedimentadas foram 

suspensas em solução de gelatina 2,5% em NaCl 0,15 mol/L, e depois incubadas 

por 15 minutos a 37°C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e diluído em NaCl 

0,15 mol/L e centrifugado a 974xg por 10 minutos a 25°C. Ao término da 

centrifugação, o sedimento foi suspenso em cloreto de amônio (NH4Cl) 0,83%, pH 

7,2, e incubado por 5 minutos a 37ºC. Após a incubação, foi realizada uma nova 

centrifugação (974xg, 10 minutos, 25°C). Em seguida, as células foram suspensas 

em NaCl 0,15 mol/L e novamente submetidas à centrifugação (974xg, 10 minutos, 

25°C). Os neutrófilos purificados foram suspensos em solução balanceada de Hanks 

pH 7,2 com 0,1% de gelatina suplementado com taurina 5 mM, e mantidos em 

banho de gelo até o momento da contagem. Essa metodologia assegura uma 

preparação contendo 80-90% de neutrófilos e viabilidade maior que 95%. 

Posteriormente, uma alíquota de 10μL foi diluída em líquido de Turk na proporção 

1:100 (v/v), para contagem em Câmara de Neubauer. Após contagem, a 
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concentração da suspensão celular foi ajustada pela adição de solução de Hanks, 

pH 7,2 com 0,1% de gelatina e taurina e reservada para uso.   

 

4.13 Colheita de sangue para obtenção de soro com fonte de complemento 

Quarenta mL de sangue venoso periférico foram colhidos dos voluntários, 

utilizando sistema de coleta a vácuo e estéril, sem anticoagulante. Inicialmente o 

sangue colhido foi deixado em repouso sob temperatura de 4ºC por 1 hora, para que 

ocorresse a formação do coágulo e, posteriormente, foi submetido à centrifugação a 

1250xg, por 10 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, as amostras de soro foram 

coletadas e reunidas para formação de um pool de SHN. Parte deste pool foi 

submetido ao tratamento pelo calor a 56ºC por 30 minutos, para inativação das 

proteínas do sistema complemento (soro humano inativado, SHI). Tanto o SHN 

quanto o SHI foram aliquotados e armazenados numa temperatura de 80ºC 

negativo. O pool de soro funciona como fonte de complemento para a opsonização 

do zimosan. 

 

4.14 Preparo do estímulo: zimosan e zimosan opsonizado 

Zimosan é um polissacarídeo do fungo Saccharomyces cerevisiae, insolúvel 

em meio aquoso, e capaz de ativar o sistema complemento presente no soro 

humano. Uma vez ativado o complemento, as partículas do polissacarídeo tornam-

se revestidas pelos fragmentos C3b e C3bi (Coates, N. J. 2001). Estas partículas 

opsonizadas (zimosan opsonizado) são reconhecidas por receptores de 

complemento na membrana dos neutrófilos e promovem o processo de fagocitose e 

desgranulação.  

Primeiramente, o zimosan foi ressuspendido em solução de NaCl 0,15M, 

fervido durante 30 minutos e, logo após, centrifugado a 270xg por 5 minutos a 20ºC. 

Em seguida, o zimosan foi ressuspendido em uma solução contendo SHN ou SHI, 

diluente de fixação de complemento (CFD)/gelatina 0,1% e taurina 5 mM, na 

proporção de 0,1mL de soro diluído 1:2 em diluente CFD/gelatina 0,1%, pH 7,2 para 

cada 1mg de zimosan. 

As misturas Zi/SHN e Zi/SHI foram mantidas a 37ºC por 30 min para 

opsonização. Após o período de incubação, a suspensão foi centrifugada (270xg por 

5 minutos a 20ºC) e, em seguida, lavada duas vezes em PBS 1x nas mesmas 
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condições. Ao final da lavagem, a concentração da solução estoque foi ajustada 

para 10mg de zimosan/mL de Hanks/gelatina 0,1% e taurina. 

 

4.15 Avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase  

A avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase foi realizada através da 

quantificação indireta de seu produto, o ácido hipocloroso, descrita por Dypbukt e 

colaboradores (2005). Após a interação do ácido hipocloroso com a taurina em 

excesso presente no meio, ocorre a formação de taurina-cloramina (Tau-Cl), que, na 

presença de iodeto, oxida a 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), originando um 

cromóforo azul que é estável por 30 minutos, permitindo sua análise 

espectrofotométrica.  

 

H2O2  
MPO     HOCl + taurina            Tau-Cl + TMB            TMB oxidado (leitura 630 nm) 

Um ensaio preliminar foi realizado para determinar a concentração de 

zimosan a ser utilizada que não saturasse o CR3. Para isso os neutrófilos foram 

incubados com as seguintes concentrações de zimosan, (0,5/ 1,0/ 1,5/ 2,0/ 3,0/ 

3,5mg/mL). Uma vez padronizada a condição, 200µL de neutrófilos (2 x 106 

células/mL) foram adicionados em tubos tipo eppendorf contendo 100µL de zimosan 

(2mg/mL), opsonizado com SHN ou tratado com SHI, e  200 µL da solução 

Hanks/gelatina 0,1% suplementado com taurina, totalizando um volume final de reação 

de 500µL. Para a observação da atividade espontânea do neutrófilo, foram adicionados 

em um tubo tipo eppendorf 200µL de neutrófilos e 300µL da solução Hanks/gelatina 

0,1% suplementada com taurina.  

Posteriormente, estes tubos foram incubados por 30 minutos a 37ºC, ao abrigo 

da luz. Ao término da incubação, os tubos foram transferidos para o banho de gelo e a 

reação foi interrompida pela adição de catalase 10µL (2mg/mL). Em seguida, os tubos 

foram centrifugados (10620xg, 5 min, 4°C) e os sobrenadantes foram mantidos em 

banho de gelo. O acúmulo de taurina-Cl foi mensurado ao abrigo da luz, em microplaca 

de 96 poços, onde foram adicionados 200µL do sobrenadante e 50µL de uma solução 

reveladora contendo TMB dissolvido em dimetilformamida (DMF) e solução KI (iodeto de 

potássio). Após 5 minutos foi realizada a leitura da absorvância em 630 nm. As amostras 

do controle negativo não foram incubadas a 37ºC, ficando acondicionadas no banho gelo 

durante toda a reação, até a leitura. 
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A oxidação do TMB é diretamente proporcional à concentração de taurina-

Cl. Ou seja, quanto maior a concentração de ácido hipocloroso, maior a quantidade 

de taurina-Cl formada e, consequentemente, maior o valor da absorbância (Dypbukt 

et al., 2005). 

 

4.16 Medida do burst oxidativo de neutrófilos por quimioluminescência 

Os ensaios de quimioluminescência (QL) foram realizados segundo Alves e 

colaboradores (2003). Os neutrófilos foram estimulados com Zi/SHN ou Zi/SHI. Para 

execução deste método foi utilizada uma suspensão de neutrófilos (2 x 106 

células/mL) em uma solução contendo Hanks/gelatina 0,1% pH 7,2, com e sem 

taurina, na presença ou ausência de lucigenina 10-4 M ou de luminol 10-4 M, em um 

volume total de reação de 500µL. As amostras foram incubadas com 2mg/mL de 

Zi/SHN ou Zi/SHI, durante 20 min a 37ºC. Para a medida de QL espontânea, os 

neutrófilos foram incubados nas mesmas condições citadas anteriormente, porém, 

na ausência de estímulos.  A produção de QL foi acompanhada em luminômetro e 

registrada em contagem de fótons por minuto (cpm). Posteriormente, os resultados 

foram expressos como a área integrada sob o perfil de QL registrado. 

 

4.17 Análise da expressão dos receptores por citometria de fluxo 

A expressão do receptor CR3 nos neutrófilos foi realizada de acordo com 

Marzocchi-Machado e colaboradores (2002).  

Inicialmente, 200µL de uma suspensão de neutrófilos (2 x 106 células/mL) 

foram adicionados a 300µL da solução contendo Hanks/gelatina 0,1% suplementado 

com taurina, e incubados por 30 minutos a 37ºC. Após a incubação, foram adicionados 

500µL de PBS e as amostras foram submetidas à centrifugação (755xg/ 4ºC por 10 

min). Em seguida, desprezou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas 

em 200µL da solução Hanks/gelatina 0,1% suplementada com taurina. A essa mistura 

foram adicionados 5µL do anticorpo anti-CR3 ou do anticorpo isotipo controle. 

Posteriormente, as amostras foram incubadas por 20 minutos ao abrigo da luz a 8ºC. O 

isotipo controle foi utilizado para descontar a fluorescência causada pela ligação 

inespecífica do anticorpo ao neutrófilo. Um tubo contendo somente células, sem 

marcação com anticorpos, foi analisado para descontar a autofluorescência celular. 

Ao término da incubação, as amostras foram centrifugadas (755xg/ 4ºC por 

10 min) e, em seguida, ressuspendidas com 2000µL de PBS/soro fetal bovino 
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2%/azida ≤ 0,1%, pH 7,2, gelado para lavagem, e então centrifugadas na mesma 

condição anterior. Após a lavagem, desprezou-se o sobrenadante e as células foram 

ressuspendidas com 500µL de PBS/paraformaldeído 1%. 

As análises foram realizadas por citometria de fluxo. Os resultados obtidos 

nos histogramas foram expressos em mediana da fluorescência/célula em escala 

logarítmica.  

 

4.18 Análises Estatísticas 

Considerando que as observações da variável com o estímulo Zi/SHN foram 

obtidas em duplicadas, as suas médias entre os grupos de genótipos R77 e 

R77H+77H foram comparadas por um modelo linear de efeitos mistos, que inclui um 

efeito aleatório que correlaciona as medidas de um mesmo indivíduo. O pressuposto 

de normalidade dos resíduos deste modelo foi verificado. As médias dos dados de 

fluorescência foram comparadas entre os grupos de genótipos R77 e R77H+77H por 

testes t de Student para amostras independentes. As comparações para análises 

dos ensaios de quimioluminescência, com e sem taurina, foram realizadas por teste t 

pareado. Para estas análises estatísticas, utilizou-se o programa SAS versão 9.2, 

fixando-se um nível de significância de 0,05. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 
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5.1 Genotipagem do polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 

O polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 foi avaliada pela análise dos 

produtos da PCR em gel de agarose e pode ser visualizada na Figura 7. Os 

produtos de amplificação da região para o polimorfismo G328A (rs1143679) da 

cadeia CD11b do gene ITGAM apresentam tamanho de 124pb. O gene para o HGH 

foi utilizado como controle interno positivo da reação de amplificação e apresenta o 

tamanho de 428pb. 

 

Figura 7. Identificação dos produtos de PCR, gel de agarose 2% em tampão TBE pH 8,3, 
coloração com GelRed, para a genotipagem R77H. L, Ladder (marcador de pares de base); 
S, reação sem DNA; 77H, DNA de indivíduo homozigoto 77H; R77, DNA de indivíduo 
homozigoto R77; R77H, DNA de indivíduo heterozigoto R77H. Canaletas: 1, marcador de 50 
pares de base (pb); 2, 4, 6 e 8, reação com oligonucleotídeos para o alelo R77; 3, 5, 7 e 9, 
reação com oligonucleotídeos para o alelo 77H. HGH, hormônio do crescimento humano, 
controle interno da reação (428pb). Os produtos dos genes R77 e 77H apresentam 124pb. 
Foto de Lima Júnior, J. R., arquivo do laboratório do autor. 

 

5.2 Ativação do burst oxidativo de neutrófilo dependente de MPO 

5.2.1 Padronização da concentração de zimosan 

A padronização da concentração de zimosan como estímulo para os 

neutrófilos foi realizada com o ensaio da cloração da taurina pelo HOCl que resulta 

na oxidação do TMB. A Figura 8 mostra os resultados da padronização, onde 

neutrófilos foram incubados com diferentes concentrações de Zi/SHN e Zi/SHI, para 

escolher uma concentração em que não houvesse saturação do CR3.  De acordo com 

os resultados, a condição de reação ficou assim determinada: Zi/SHN ou Zi/SHI 

(2mg/mL) para 2x106 neutrófilos em um volume final de reação de 500 L. Neutrófilos 

sem estímulos foram utilizados como controle de estimulação espontânea e o Zi/SHI 

como controle negativo da ativação do sistema complemento. As condições 
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estabelecidas a partir desta padronização foram aplicadas aos demais ensaios de 

estimulação dos neutrófilos. 

 

Figura 8.  Padronização da concentração de estímulo. Medida da atividade clorinante da MPO 
em neutrófilos (2x106) estimulados com diferentes concentrações de Zi/SHN e Zi/SHI. A 
formação da taurina-cloramina foi quantificada pela reação com TMB. Os resultados foram 
realizados em triplicatas e os valores representam a média e o desvio padrão de 5 
experimentos. 

 

5.2.2 Atividade da MPO medida pela cloração da taurina pelo HOCl 

A Figura 9 apresenta os resultados dos ensaios de estimulação do burst 

oxidativo de neutrófilos avaliados pela medida indireta da atividade da MPO pela 

cloração da taurina pelo HOCl. Neutrófilos de indivíduos com diferentes genótipos 

para o polimorfismo R77H (rs1143679) foram estimulados com Zi/SHN. Os 

resultados mostram que não houve diferença na atividade da MPO entre os grupos. 
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Figura 9. Atividade da MPO medida pela cloração da taurina pelo HOCl. Neutrófilos (2x106) 
foram estimulados com Zi/SHN e a atividade da MPO foi monitorada pela formação de taurina-
cloramina. As barras representam a média para cada grupo descontados os valores de 
controle negativo para o complemento (neutrófilos e Zi/SHI). As análises foram realizadas 
em triplicata. TMB, 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina. Não houve diferença entre os grupos (p = 
0,24). 

 

5.2.3 Quimiolumunescência dependente de lucigenina e luminol 

Figura 10 apresenta a produção de ERO por neutrófilos de indivíduos 

classificados de acordo com o polimorfismo R77H. Não houve diferença na 

produção de ERO dependente de NADPH oxidase (Lucigenina) e na produção 

dependente da MPO (Luminol). 
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Figura 10. Medida da produção de ERO por neutrófilos de indivíduos com diferentes 
genótipos para a variante da cadeia CD11b do CR3. Neutrófilos (2x106) foram estimulados 
com Zi/SHN e a produção de ERO foi avaliada por quimioluminescência com a sonda 
lucigenina e com a sonda luminol. As barras representam a média para cada grupo 
descontados os valores de controle negativo para o complemento (neutrófilos e Zi/SHI). As 
análises foram realizadas em triplicata. QL, quimioluminescência. Não houve diferença entre 
os grupos (p = 0,23). 

 

Para determinar o efeito da Taurina sobre a produção de ERO dependente 

de NADPH oxidase (Lucigenina) e dependente da MPO (Luminol), foi realizado um 

experimento com neutrófilos estimulados com Zi/SHN (Figura 11). 
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Figura 11. Avaliação do efeito da Taurina sobre a produção de ERO dependente de NADPH 
oxidase (Lucigenina) e dependente da MPO (Luminol). Neutrófilos foram estimulados com 
Zi/SHN e a produção de ERO foi avaliada por quimioluminescência com a sonda lucigenina 
e com a sonda luminol, na ausência ou presença de Taurina. As barras representam a 
média e o desvio padrão para cada grupo descontados os valores de quimioluminescência 
espontânea (somente neutrófilos e sondas luminescentes). As análises foram realizadas em 
triplicata. Diferença estatística sem Taurina x com Taurina p=0,0174 (teste t pareado). QL, 
quimioluminescência.  

 

Na presença de Taurina, não houve diferença na produção de ERO 

dependente de NADPH oxidase (Lucigenina), mas houve uma diminuição 

significativa na produção de ERO dependente de MPO (Figura 11). 
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5.2.4 Análise da expressão do CR3 nos neutrófilos 

A Figura 12 apresenta os histogramas de fluorescência para o CR3 marcado 

em neutrófilos. Além dos tubos contendo o anticorpo anti-receptor específico, foi 

feito um tubo contendo anticorpo não específico isotipo controle (Figura 12A) para 

descontar a fluorescência devido à ligação não específica do anticorpo a célula e um 

tubo sem anticorpos para descontar a autofluorescência celular. 

 

 

Figura 12. Representação dos histogramas de fluorescência do CR3 marcado na superfície 
de neutrófilos. Os resultados obtidos foram divididos de acordo com o polimorfismo de 
R77H: 77H, R77 e R77H. A, anticorpo isotipo controle, não-específico, marcado com 
ficoeritrina (PE); B,  anticorpo anti-CR3 marcado com PE. 
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A mediana de intensidade de fluorescência para a ligação do anticorpo 

específico ao seu receptor está apresentada na Figura 13. Não foram encontradas 

diferenças entre os grupos analisados. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Expressão do CR3 na superfície de neutrófilos de indivíduos classificados de 
acordo com o polimorfismo R77H. Os valores da mediana de intensidade de fluorescência 
por célula de cada população de neutrófilos (cada voluntário) está apresentada. As barras 
representam os valores da média e o desvio padrão para cada grupo. 
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6. DISCUSSÃO 
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O CR3 é um receptor predominantemente expresso em neutrófilos e 

desempenha um importante papel na ativação destas células e na eliminação de 

antígenos, por desencadear a ativação celular, a quimiotaxia, a citotoxicidade e a 

fagocitose celular (Mikrou et al., 2009). A ativação do complemento resulta na 

clivagem do componente C3 em C3b. O processamento proteolítico do C3b pelo 

fator I leva à formação dos fragmentos C3bi e C3dg, sendo o C3bi o ligante primário 

para o CR3 (Ross e Lambris, 1982; Bajic et al., 2013). 

Assim como o C3b, C3bi também atua como uma opsonina, covalentemente 

ligada à superfície ativadora do complemento. A interação entre o CR3 e o C3bi leva 

à uma transdução de sinais outside-in através da membrana da célula, promovendo 

a fagocitose, liberação da MPO e de outras proteínas presentes nos grânulos 

citoplasmáticos, e alteração na produção de citocinas pelos neutrófilos (Bajic et al., 

2013; Holers, 2014) O CR3 também é capaz de reconhecer o microrganismo 

diretamente através da interação do seu domínio lectina-like presente na cadeia 

CD11b com polissacarídeos presentes na superfície, por exemplo, zimosan (Forsyth, 

Plow e Zhang, 1998). Além disso, o CR3 participa ativamente do processo de 

adesão do neutrófilo ao endotélio vascular (Bunting et al., 2002).  

O nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia dos receptores para IgG 

e de complemento no LES (Marzocchi-Machado et al., 2002; Alves et al., 2003; 

Marzocchi-Machado et al., 2005; Alves et al., 2008), tendo descrito alterações de 

expressão e de funções mediadas por estes receptores, bem como a influência dos 

polimorfismos genéticos destes receptores nas funções efetoras dos neutrófilos e na 

suscetibilidade ao LES  (Toller-Kawahisa et al., 2014; Vigato-Ferreira et al., 2014). 

Nesta linha de investigação, o grupo vem trabalhando para buscar o entendimento 

de como estas alterações observadas podem de fato ter implicações para as 

interações neutrófilos-endotélio e resultar em dano tecidual, em particular, nas 

doenças por depósitos de imunocomplexos.  

O polimorfismo da cadeia CD11b do CR3 tem sido fortemente associado à 

suscetibilidade ao LES (Harley et al., 2008; Nath et al., 2008). Para explicar a 

relação entre este polimorfismo e a fisiopatologia do LES, vários trabalhos têm 

estudado as possíveis implicações deste polimorfismo com a atividade funcional do 

CR3 (revisado por Crispín, Hedrich e Tsokos, 2013). Contudo, devido à variabilidade 
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de modelos experimentais (espécies, estímulos, células) a relação da variante 77H 

com o LES ainda não é compreendida. 

Considerando-se a importância das funções biológicas mediadas pelo CR3, 

o polimorfismo rs1143679 pode gerar alterações que comprometam o bom 

funcionamento dos mecanismos microbicidas, nos quais o CR3 tem papel 

fundamental. Uma vez que entre pacientes com LES há maior prevalência deste 

polimorfismo e sabendo-se que nesses pacientes as funções dos neutrófilos estão 

alteradas, fica clara a importância de determinar se a ocorrência do polimorfismo 

está relacionada com as alterações dos processos mediados por neutrófilos, como 

por exemplo, o burst oxidativo e produção de mediadores inflamatórios.  

Neste trabalho, nós investigamos as implicações da variante da cadeia do 

CD11b (rs1143679) do CR3 para o burst oxidativo de neutrófilos humanos 

dependente de MPO. Por ora, nós analisamos apenas neutrófilos de indivíduos 

aparentemente saudáveis. Quando a atividade da MPO foi avaliada pelo método da 

oxidação do TMB pela taurina-cloramina, os resultados mostraram que houve uma 

pequena diferença, porém, estatisticamente não significante, entre os grupos 

analisados, que compreenderam indivíduos saudáveis. A resposta dos neutrófilos de 

indivíduos com genótipos carregando a variante 77H (R77H e 77H) foi menor do que 

aquela observada para neutrófilos de indivíduos homozigotos para R77. No entanto, 

se esta pequena diferença pode ter significado biológico ainda não está claro, uma 

vez que variações funcionais podem ter influência na patogênese de algumas 

doenças, em particular o LES.   

A presença da variante 77H, em heterozigose ou homozigose nos 

neutrófilos, sugere uma menor liberação de MPO, configurando uma diferença na 

atividade do receptor. Porém, o mecanismo molecular envolvido e as vias de 

sinalização afetadas pela mutação não foram ainda elucidadas.  

Entretanto, vários trabalhos têm buscado investigar a influência do 

polimorfismo da cadeia CD11b nas funções efetoras dos neutrófilos mediadas por 

CR3, a fim de explicar a suscetibilidade ao LES. Fossati-Jimack e colaboradores 

(2013) observaram que a fagocitose mediada por CR3 em células mieloides 

humanas é afetada pelo polimorfismo da cadeia CD11b. Contudo, estes autores 

estudaram um modelo de células transfectadas com a variante CD11b e não 
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incluíram células de pacientes com LES nos ensaios. Adicionalmente, Zhou e 

colaboradores (2013) observaram uma diminuição significativa na fagocitose de 

Zi/SHN em cultura de neutrófilos de indivíduos aparentemente saudáveis e 

homozigotos para a variante 77H primados com fMLP. No entanto, estes pacientes 

também apresentavam homozigose para os polimorfismos, rs1143678, 

caracterizado pela troca de uma lisina por uma serina na posição 1143 do domínio 

citoplasmático do receptor, e rs1143683, caracterizado pela troca de uma alanina 

por uma valina na posição 851 do domínio extracelular. Estes resultados sugerem 

que quaisquer efeitos funcionais atribuídos ao SNP rs1143679 podem ter relação 

com o SNP 1143683, que, no estudo em questão, apresentou um forte desequilíbrio 

de ligação com o SNP 1143679. Contudo, nós não avaliamos as variantes 

rs1143678 e rs1143683. 

O nosso grupo observou que a presença da variante 77H da cadeia CD11b 

prejudica a cooperação do CR3 com os receptores para a porção Fc da IgG (FcR) 

para mediar o burst oxidativo de neutrófilos de pacientes com LES, quando 

estimulados por IC (Toller-Kawahisa et al., 2013),  bem como que a variante 77H 

está associada à nefrite lúpica (Toller-Kawahisa et al., 2014), típica lesão por 

depósito de IC. A nefrite lúpica, rash malar e artrite também têm sido associadas a 

variante 77H (Anaya et al., 2012).  

Sabe-se que o CR3 atua em sinergismo com o receptor para a porção Fc da 

IgG (FcR), fazendo com que, quando estimulados concomitantemente, a 

sinalização intracelular seja amplificada e haja maior ativação da NADPH oxidase 

para produção de ERO, maior mobilidade para o processo de fagocitose e maior 

liberação de enzimas lisossomais (Zhou e Brown, 1994). Assim, alterações 

estruturais e/ou funcionais nos FcR e CR, tanto de caráter hereditário quanto 

adquirido, podem influenciar as interações entre neutrófilos e IC. Tais alterações 

podem levar à suscetibilidade e contribuir para a patogênese de doenças 

inflamatórias crônicas, nas quais a produção de ERO pelos neutrófilos medeia o 

dano tecidual (Gessner et al., 1998). 

Além de participar no reconhecimento de fragmentos iC3b, o CR3 liga-se ao 

ICAM-1 expresso pelas células endoteliais, tendo papel importante no recrutamento 

celular ao sítio inflamatório (Philips et al., 1988). Então, este polimorfismo pode 
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alterar a conformação da cadeia CD11b do CR3, interferindo na sua interação com 

seus ligantes. Portanto, as interações com o endotélio, fagocitose e clearance de IC 

podem ficar prejudicadas e, como consequência, a variante polimórfica pode 

predispor o indivíduo a doenças (Nath et al., 2008; Anaya et al., 2012). 

A MPO é a enzima mais abundante dos neutrófilos e é liberada durante a 

desgranulação como um importante sistema oxidante microbicida. Apesar desta 

ação benéfica, a MPO dos neutrófilos tem sido associada à patogênese de várias 

desordens, incluindo a agressão ao endotélio nos processos inflamatórios (Nauseef, 

2001; Villanueva et al., 2011). E em muitas das condições já descritas, o papel da 

MPO na patogênese pode estar direta ou indiretamente relacionado à sua ação 

enzimática ou, ainda, ser independente das suas propriedades catalíticas (Lau et al., 

2005; Klinke et al., 2011). A deposição da MPO no endotélio pode levar à geração 

de oxidantes no local, atrair e ativar mais neutrófilos, acelerando e amplificando o 

processo inflamatório. A deposição da MPO no endotélio requer o contato íntimo 

entre neutrófilo e endotélio e é dependente da integrina CR3 (Jerke et al., 2013), 

expressa nos neutrófilos, e da molécula ICAM-1, expressa no endotélio, sugerindo 

um papel importante para o CR3 em mediar o dano tecidual em condições 

inflamatórias crônicas. Um dos efeitos deletérios da MPO sobre o endotélio está 

relacionado à diminuição da disponibilidade do óxido nítrico, um mediador 

importante para o controle do relaxamento dos vasos, o que prejudica a plasticidade 

e contribui para a fisiopatologia da inflamação e lesão vascular (Nussbaum et al., 

2013). 

Johansson e colaboradores (1997) através de um experimento, que consistia 

em adicionar neutrófilos a uma microplaca revestida de MPO, observaram que os 

neutrófilos eram capazes de se ligarem a MPO via CR3 e não por outras integrinas, 

pois a interação neutrófilo-MPO só era inibida quando as subunidades CD11b e 

CD18 eram bloqueadas por anticorpos específicos. Dadas essas premissas, Lau e 

colaboradores (2004) levantaram a hipótese da MPO induzir alterações de vias de 

sinalização intracelular ao se aderir ao CR3. Eles observaram que ao expor 

neutrófilos em repouso a MPO ocorria um aumento da fosforilação de várias 

proteínas intracelulares, incluindo a p38 MAPK (do inglês, Mitogen-activated protein 

Kinases). No entanto, a pré-incubação dos neutrófilos com anti-CD11b prevenia este 

aumento da fosforilação, sugerindo um papel da cadeia CD11b e da MPO na 
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ativação de proteínas quinase nos neutrófilos. A ativação da p38 MAPK induz 

ativação da NADPH oxidase e a transcrição de genes envolvidos nas respostas 

inflamatórias agudas por aumentar a translocação do NF-ҡβ (do inglês, Nuclear 

Factor ҡβ) para o núcleo que, por sua vez, induz a produção de citocinas como IL-8 

e TNF-α (Rezzonico et al., 2000). Curiosamente, no estudo promovido por Lau e 

colaboradores (2004), neutrófilos estimulados apenas com Zi/SHN não aumentaram 

esta translocação, sugerindo novamente o papel da MPO neste processo. 

Adicionalmente, o grupo observou que, ao expor neutrófilos não ativados à 

superfície contendo fibronectina ou fibronectina mais MPO a desgranulação dos 

neutrófilos era muito maior na superfície contendo MPO. E a desgranulação 

aumentou ainda mais em neutrófilos estimulados com Zi/SHN, sugerindo que a MPO 

não só ativa como também prima o neutrófilo. 

Crescentes evidências vêm demonstrando o papel regulador do CR3 e da 

MPO na apoptose de neutrófilos. El Kebir e colaboradores (2008) investigaram como 

a MPO pode influenciar na sobrevivência e apoptose de neutrófilos in vitro e, 

consequentemente, a resposta inflamatória in vivo. Eles demonstraram que a MPO 

se liga ao CD11b e induz a fosforilação da proteína quinase B (PKB, do inglês, 

protein kinase B), também conhecida como Akt e/ou ERK1/2 (do inglês, 

extracellular-signal-regulated kinases), prevenindo a disfunção mitocondrial e 

ativação da caspase-3, atrasando o processo de apoptose de maneira dependente 

da concentração e do tempo de exposição do neutrófilo a MPO, apresentando um 

efeito pró-inflamatório. Análises eletroforéticas confirmaram a capacidade da MPO 

de atenuar a fragmentação de DNA.  

Outra observação importante diz respeito à capacidade dos anticorpos anti-

CR3 impedirem a supressão da apoptose por bloquear a ligação da MPO ao CR3. 

Adicionalmente, o grupo observou que níveis aumentados de MPO no plasma de 

murinos suprimiam a apoptose dos neutrófilos e prolongavam a inflamação. Este 

aumento nos níveis de MPO no plasma também é observado em pacientes com LES 

(Telles et al., 2010) e artrite reumatoide ativa (Wang et al., 2014). Dadas estas 

considerações, pode-se especular que a MPO liberada pelo neutrófilo possa agir de 

maneira autócrina e parácrina, sinalizando para a supressão da apoptose nos 

indivíduos com genótipo R77 de maneira mais efetiva em comparação aos 
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indivíduos com genótipos 77H e R77H, aumentando a sobrevivência dos neutrófilos 

dos indivíduos sem a mutação, prolongando a liberação de MPO no meio de reação. 

Outra hipótese seria a dependência do estímulo utilizado. O zimosan quando 

não opsonizado com SHN é capaz de se ligar a receptores toll-2 (TLR-2, do inglês 

toll-like receptor 2) e ao domínio lectina-like presente na cadeia CD11b do CR3. Esta 

ligação é capaz de primar o receptor e modular a atividade dos domínios de ligação 

ao C3bi e, consequentemente, a atividade citotóxica do neutrófilo (Vetvicka, 

Thornton e Ross, 1996). Talvez esta diferença entre os grupos esteja relacionada 

com uma modificação na transdução de sinais nos indivíduos com a mutação. 

Adicionalmente, a estimulação dos TLR ativa uma molécula adaptadora 

denominada MyD88 (do inglês, myeloid differentiation factor 88), que desencadeia 

uma cascata de sinalização que culmina na produção de citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-α e IL8. A IL-8 pode aumentar a expressão de CD11b na membrana do 

neutrófilo e regular o estado de ativação da célula  (Chin et al., 2009; Lundahl, 

Jacobson e Paulsson, 2012). Além disso, Forsberg e colaboradores (2001) 

demonstraram que o TNF-α é capaz de potencializar o burst oxidativo dos 

neutrófilos. Eles observaram que ao primar neutrófilos com TNF-α ocorria uma 

alteração na cinética de produção de ERO após estímulo do CR3, e o tempo para 

alcançar o valor máximo da produção de ERO foi reduzido pela metade em 

neutrófilos primados em comparação aos não-primados. 

 Deste modo, Reed e colaboradores (2013) levantaram a hipótese de que a 

ativação do CR3, influenciada pelo genótipo da cadeia CD11b, influenciava 

negativamente a função de TLR7/8 em macrófagos. Eles observaram que a ativação 

do CD11b em macrófagos via pré-tratamento com um composto denominado 

leucaderina-1, atenuava significativamente a secreção TNF-α dependente de TLR7/8 

por macrófagos isolados de indivíduos homozigotos para a mutação rs1143679 do 

ITGAM (77H), quando comparados com indivíduos heterozigotos (R77H). Esta 

inibição era acompanhada por uma profunda degradação da proteína adaptadora 

MyD88, um efeito não observado quando ocorria uma inibição direta do TLR. Estes 

dados demonstram que o polimorfismo do CR3 pode influenciar a resposta de célula 

mediada por outros receptores, algo que nos permite levantar a possibilidade do 

CR3 ter influenciado negativamente a resposta nos indivíduos 77H e R77H. 
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O domínio I presente na cadeia CD11b do CR3 está bem estabelecido como 

sítio de ligação primário para o fragmento C3bi (Diamond et al., 1993; Ueda et al., 

1994). No entanto, essa ligação também é influenciada por outras estruturas do 

receptor, tais como a estrutura beta-pregueada na cadeia CD11b, e o domínio 

conhecido como I-Like presente na região extracelular da cadeia CD18 

(Yalamanchili et al., 2000). Em um estudo realizado por Li e Zhang (2003), utilizando 

células humanas transfectadas que expressavam CR3, observou-se uma inibição de 

aproximadamente 90% da ligação do CR3 ao fragmento C3bi, por anticorpos 

policlonais que reconhecem sequências de aminoácidos na estrutura beta-

pregueada. Levando em consideração estas informações, e o fato da posição 77 em 

que ocorre a troca de uma arginina por uma histidina na proteína estar localizada na 

região beta-pregueada, o polimorfismo pode de alguma maneira afetar a ligação do 

Domínio I ao C3bi e, consequentemente, o burst oxidativo dos neutrófilos. 

Para avaliar se a capacidade antioxidante da Taurina estaria reduzindo a 

disponibilidade de ERO para a via dependente da MPO, a produção de QL foi 

avaliada utilizando-se diferentes sondas luminescentes. O luminol é exclusivamente 

oxidado pelo peróxido de hidrogênio e/ou pelas ERO derivadas dele, enquanto a 

lucigenina é preferencialmente oxidada pelo ânion superóxido, que se forma pela 

atividade da NADPH oxidase sobre o oxigênio molecular no início da produção do 

burst oxidativo (Ingraham et al., 1982; Gasbarrini et al., 1998). Este ânion superóxido 

é reduzido a peróxido de hidrogênio e a MPO catalisa a reação do peróxido de 

hidrogênio, em presença de íons haletos, para formar ácido hipocloroso. O ácido 

hipocloroso pode reagir com aminoácidos para formar cloraminas. Na presença de 

Taurina, o ácido hipocloroso reage com a Taurina para formar Taurina-Cloramina.  

Se a Taurina estivesse reagindo com o ânion superóxido ou com o peróxido de 

hidrogênio poderia estar interferindo na disponibilidade destes para a atividade da 

MPO. Isto não aconteceu, porque a produção de ERO medida pela QL dependente 

de lucigenina não foi alterada pela presença da Taurina. Contudo, a medida da QL 

dependente de luminol foi significativamente reduzida na presença da Taurina, o que 

demonstra que a Taurina está reagindo somente com produtos derivados do 

peróxido de hidrogênio, os quais dependem da atividade da MPO. Com este 

resultado, pôde-se validar o resultado da avaliação da atividade da MPO. Uma vez 

que não houve diferença significativa na medida da atividade da MPO dependente 
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de Taurina-Cloramina entre os neutrófilos de indivíduos com diferentes genótipos 

para a variante da cadeia CD11b do CR3, esta é uma característica dos neutrófilos e 

não um falso negativo por interferência da ação antioxidante da taurina.  

Nós também apresentamos uma análise da expressão da cadeia CD11b na 

superfície dos neutrófilos. Nossos resultados demonstraram que a expressão total 

de CD11b não foi diferente entre os grupos. Estes dados corroboram com resultados 

obtidos por outros autores, tanto em modelos utilizando células transfectadas 

(Macpherson et al., 2011), quanto em modelos utilizando neutrófilos humanos (Zhou 

et al., 2013). Tais resultados nos permitem sugerir que o polimorfismo não interfere 

na expressão do receptor. 

Os estudos dos mecanismos imunológicos e moleculares do CR3 e o 

entendimento de como variantes polimórficas podem afetar a expressão e/ou a 

função deste receptor, são essenciais para a compreensão de uma série de doenças 

autoimunes. Tais estudos podem auxiliar no desenvolvimento de novas terapias 

para estas doenças. Levando-se em consideração as funções imunomodulatórias da 

MPO, dependentes e independentes da sua atividade catalítica, nas interações entre 

neutrófilo e endotélio mediadas pelo CR3, em síntese, nosso resultado mostra que é 

necessário investigar se pequenas diferenças entre a liberação de MPO por 

neutrófilos, expressando a variante 77H do CD11b, pode explicar a associação 

deste polimorfismo com a suscetibilidade ao LES e/ou outras doenças.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.CONCLUSÕES 
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- O polimorfismo rs1143679 da cadeia CD11b do CR3 não afetou a atividade de 

MPO em neutrófilos humanos. Contudo, a atividade da MPO de neutrófilos em 

resposta à estimulação com Zi/SHN, via CR3, foi menor, embora não significante, 

em neutrófilos de indivíduos com a variante 77H (R77H e 77H) para a cadeia CD11b 

do CR3, quando comparados aos neutrófilos de indivíduos homozigotos R77.  

- Esse resultado mostra a necessidade de investigar se pequenas diferenças entre a 

liberação de MPO por neutrófilos, expressando a variante 77H da cadeia CD11b, 

pode explicar a associação do polimorfismo rs1143679 com a suscetibilidade ao 

LES e/ou outras doenças.  

- O burst oxidativo dos neutrófilos, medido pela QL dependente de lucigenina e 

luminol, não apresentou diferença entre os grupos, sugerindo que a variante 77H da 

cadeia CD11b do CR3 não afeta a produção de ERO dependente da atividade da 

NADPH oxidase e da MPO, respectivamente, neste modelo com Zi/SHN. 

- Não houve diferença na expressão do CR3 nos diferentes grupos. Isto sugere que 

a variante 77H da cadeia CD11b do CR3 não interfere na expressão deste receptor. 
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9. Anexos 

9.1 Anexo I: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa. 
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9.2 Anexo II: Protocolos para o preparo das principais soluções utilizadas. 

SSoolluuççããoo  BBaallaanncceeaaddaa  ddee  HHAANNKKSS  

NaCl 8g 

KCl 0,4g 

CaCl2 Anidro 0,139g 

MgCl2.6H2O 0,1g 

MgSO4.7H2O 0,1g 

Na2HPO4 0,048g 

KH2HPO4 0,06g 

Glicose 1,0g 

NaHCO3 0,35g 

Água deionizada qsp 1000mL 

Ajustar o pH final para 7,2 a 25°C com NaOH. Filtrar. 

 

SSoolluuççããoo  ddee  GGeellaattiinnaa  22,,55%%  eemm  cclloorreettoo  ddee  ssóóddiioo  00,,1155MM 

Gelatina 2,5g 

Sol. De NaCl 0,15M qsp 100mL 

Aquecer. 

 

CClloorreettoo  ddee  AAmmôônniioo  00,,8833%%  

Cloreto de amônio (NH4Cl) [PM = 53,49; M = 0,16M] 4,28g 8,56g 

Água deionizada estéril qsp 500mL 1000mL 

Ajustar pH para 7,2 e Filtrar 
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SSoolluuççããoo  ddee  AAllsséévveerr  

Citrato trissódico. 2H2O 8g 

Cloreto de sódio (NaCl) 4,2g 

Glicose 20,5g 

Água deionizada qsp 1000mL 

Ajustar pH final para 6,1 com ácido cítrico 10%. Filtrar. 

 

CClloorreettoo  ddee  ssóóddiioo  00,,1155MM  ((00,,99%%))  

NaCl [PM = 58,44] 8,76g 

Água deionizada qsp 1000mL 

Autoclavar. 

 

PPBBSS  ((SSaalliinnaa  TTaammppoonnaaddaa  ccoomm  FFoossffaattoo))  ppHH  77,,44  ((1100  XX))  

NaCl 80,0g 

KCl 2,0g 

Na2HPO4 11,5g 

KH2PO4 2,0g 

Água deionizada estéril 

 qsp 

1000mL 

Ajusta pH final para 7,4 a 25ºC com HCl. 
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TTaammppããoo  ddee  aammoossttrraa  ppaarraa  DDNNAA  ((66XX))  

40% sacarose 4g 

0,25% azul de bromofenol 0,025mL do 1% 

Água deionizada estéril qsp 10mL 

Alíquotas de 1mL e armazenar em -20ºC. 

 

LLííqquuiiddoo  ddee  ttuurrkk  

Violeta Genciana 1% 1mL 

Ácido Acético Glacial 1mL 

Água deionizada estéril qsp 100mL 

 

TTaammppããoo  TTrriiss--BBoorraattoo--EEDDTTAA  ((TTBBEE))  1100xx  ccoonncceennttrraaddoo  

Tris Base 121,1g (1M) 

Ácido Bórico Anidro 55,6g (0,9M) 

EDTA.Na2.2H2O 3,7g (10mM) 

Água deionizada estéril qsp 1000mL 

 

EDTA (0,1M) – FAGocitose 

EDTA 37,2g 

NaCl 0,15M qsp.  100mL 

Acertar o pH para 4,4. 
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Tampão fosfato - K2HPO4 (0,1M) 

K2HPO4 1,74g 

H2O estéril qsp. 100mL 

Acertar o pH para 7,0 com HCl. 

 

Tampão de lise de eritrócitos 

Tris-HCl 1,57g 

Água estéril qsp. 1000mL 

Acertar o pH para 7,5. 

Sacarose 102,69g 

MgCl2 0,048g 

Solubilizar no Tris-HCl preparado preciamente. 

Triton X-100 10mL 

Água estéril qsp. 1000mL 

Estocar sob refrigeração (4°C) e protegido da luz. 

 

Tampão de lise de glóbulos brancos 

NaCl 4,35g 

EDTA 8,92g 

Água estéril qsp. 1000mL 

Acertar o pH para 8,0. Estocar à temperatura ambiente. 
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Cloreto de sódio 6,0M 

NaCl 34,8g 

Água estéril qsp. 100mL 

Estocar a solução saturada à temperatura ambiente. 

 

 

 

 

 


