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ABREVIATURAS UTILIZADAS:

AA: 4cido araquiddnico

ATP: adenosina tri fosfato

C3, C3b, C5, C5a: fragdes do sistema complemento
CFU-GEMM: unidade formadora de coldnia muiti potente
CFU-GM: unidade formadora de colénia granulo-monocitica

cit b (gp91°"™): citocromo bsss, phox se refere a oxidase de fagécito
{phagocyte oxidase)

cit c: citocromo ¢

CL: quimiluminescéncia

contr.: controle

cpm: contagens por minuto

DAG: diacil glicerol

DMSO:; dimetilsulféxido

EDTA: etileno diamino tetracético dipotassico

EROS: espécies reativas de oxigénio

FAD (p22P"): flavoproteina dependente de FAD, phox se refere a oxidase de
fagécito (phagocyte oxidase), p22 pois foi caracterizada como
proteina de 22 KDa.

FAD: flavina adenina dinucleotideo

FMLP: formil-metionil-leucil-fenilalanina

G-CSF: fator estimulador de coldnia granulocitica

GM-CSF: fator estimulador de coldnia granulo-monocitica

GSH: glutationa reduzida

GSSG: glutationa oxidada



GTP: guanina tri fosfato

5-HETE: acido 5 hidroxieicosatetraendico

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

HRP: peroxidase de raiz forte (horse radish peroxidase)

IgG: imunoglobulina da classe G

IL 3: interleucina 3

IL 8: interleucina 8

IP3: inositol 1,4,5 trifosfato

LTB4: leucotrieno B4

MPO: mieloperoxidase

NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida
NADP*: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma oxidada
NBT: nitro blue tetrazolium

NK: natural killer (atividade de linfécito)

p47 (p47 P"°%): proteina de 47 KDa, phox se refere a oxidase do fagécito
{(phagocyte oxidase)

p67 (p67 P"): proteina de 67 KDa, phox se refere a oxidase do fagécito
{phagocyte oxidase)

PAF: fator ativador de plaquetas
PBS: tampdo fosfato

PG: prostaglandinas

PKC: proteina quinase C

PMA: acetato de forbol miristato
PMN: polimorfonucleares

rap1A: proteina oxidase






1) INTRODUCAO
LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTROFILOS:

HISTORICO:

Até o seculo XVIll os microscopistas reconheciam que o sangue era
composto de esferas vermelhas e grandes "corpusculos” brancos. Com o
desenvolvimento de técnicas de coloragdo, especiaimente por Paul
Ehrlich em 1880 (Baker, 1958), foi possivel verificar que estes
corpusculos brancos eram de muitos tipos. Dentre eles os atuais PMN
eram chamados por Ehrlich de células polinucleares, porém, muitos
outros pesquisadores mostraram que de fato a célula possuia apenas um
nucleo e que este possuia forma lobulada. Metchinikoff, um zoologista
russo, descreveu os granulos encontrados nestas células comb
neutrofilos, pois ndo se coravam nem com corantes basicos (basofilos)
nem com corantes acidos, como a eosina (eosindfilos). No século XIX
houve algumas especulagdes sobre o papel dos PMN na inflamagdo. A
principio, acreditava-se que os corpusculos encontrados no pus (gerado
no processo inflamatério) eram resultantes de ."geragdo espontanea”.
Posteriormente, Waller demonstrou que estes corplasculos eram
originarios do sangue e que migravam ao foco inflamatério por diapedese,
porém, passou a se acreditar que estas células carregavam os
microorganismos ao foco inflamatério. A evidéncia para esta proposta era
a de que raramente eram vistas bactérias em tecidos que n&o estavam
"infectados"” por estas células. Muitos patologistas acreditavam nesta
teoria, como Virchow, Waller e Cronheim. Metchinikoff e outros,
entretanto, sugeriram que estas células eram oponentes das bactérias,
ndo suas aliadas. Para fornecer evidéncias a favor de sua proposta
Metchinikoff se baseou em uma explicagdo evolutiva na escala
filogenética. Chamou a atengdo para a capacidade fagocltica de seres






sido descritas em neutréfilos, assim como sua agfo relacionada 2a
diminuigdo da atividade microbicida de mondcitos e atividade NK de
linfocitos (El-Hag e Clark, 1987). Ativagdo de neutrdfilos por varios fatores
(antigenos HIV, citocinas, etc.) causa aumento na produgdo de &nion
superoxido e peroxido de hidrogénio que induzem a supressido da
atividade funcional de linfécitos em pacientes infectados por HIV
(Gabrilovich e cols., 1993). Simultaneamente, o aumento na produgéo de
algum fator soldvel, ainda indefinido, pelos neutréfilos induz a produgao
de TNF por mondcitos, nos mesmos pacientes. E a modulagdo da
resposta por neutréfilos é associada a progressdo da doenga (Gabrilovich
e cols., 1993). Shau e Golub, em 1990, também descreveram a liberagao
de TNF por neutréfilos integros e viaveis modulando a resposta citotdxica
de linfécitos. Bazzoni e cols. (1991) descreveram a liberag¢ao de IL-8 por
neutréfilos. A liberagdo de citocinas por neutréfilos sugere que exista um
sistema autocrino para auto-ativagdo das defesas do hospedeiro contra
agentes invasores (Djeu e cols., 1990).

Os neutr6filos sdo responsaveis por uma resposta rapida e aguda a
organismos invasores. A descoberta de que neutréfilos liberam TNF e IL-8
sugere que eles devam exercer uma fungdo maior na resposta imune do
que o papel até entdo descrito. E possivel que estas células n&o sejam
passivas e simplesmente efetoras finais que respondem a ag¢do de
citocinas liberadas por outras células, mas que elas préprias participem
efetivamente da resposta imune contra microorganismos, via liberagdo de
citocinas (Djeu cols., 1990).

Apenas em 1933, surgiram dois trabalhos que descrevem o aumento
no consumo de oxigénio acompanhado de estimulag@o fagocitica de
PMN. Baldridge e Gerald usaram o consumo de oxigénio para determinar
se a fagocitose era um fendmeno puramente fisico ou biolégico que
requer energia (Hallet, 1989). Foi descoberto que os fagécitos méveis
(neutréfilos, eosindfilos ou monécitos) encontram seus alvos por
quimiotaxia, processo pelo qual os fagécitos respondem a gradientes de
concentragdo de certas substancias (fatores quimiotaticos) liberados as

10



margens do microorganismo invasor ou na regido do foco inflamatério, e
migram em dire¢do a sua fonte. Apés encontrar o alvo, o processo de
fagocitose tem inicio (para revisdo ver Babior, 1978). A invasdo de um
tecido por uma bactéria patogénica resulta na produgao de um exsudato
inflamatério, o qual, numa fase inicial, contém um nimero abundante de
granuldcitos, gue migram para o foco inflamatério devido a um incremento
na concentragdo de moléculas quimiotaticas. Esse processo ¢ mediado
por receptores especificos presentes nas membranas dos PMN. As
células circulantes respondendo aos agentes quimiotaticos marginam as
paredes do vaso sangiineo no Jocus inflamatério, aderem as células
endoteliais através de proteinas de adesd3o, migram entre elas,
atravessam a |lamina basal e chegam ao tecido conectivo por diapedese.
Um dos mais potentes quimioatraentes liberados € o C5a, gerado pelo
caminho do complemento. Peptidos difusiveis ou proteinas desnaturadas
resultantes de agdo proteolitica no sitio inflamatério, lipideos de origem
bacteriana, peptideos hidrofébicos N-formilados derivados de dano
bacteriano, derivados do acido araquiddnico também contribuem. O maior
papel dos neutréfilos no sitio inflamatério parece ser a fagocitose, morte
dos microorganismos invasores e a destruicdo e clearance do material
celular. No sitio inflamatério, os PMN fagocitam o material derivado de
dano celular e gualquer microorganismo que tenha sido reconhecido
através da opsonizagéo pelo sistema imune humoral. Particulas cobertas
com imunoglobulinas ou frag&io C3b proveniente da hidrélise da fragdo C3
do complemento, sdo reconhecidas pelos PMN e fagocitadas (Hallet,
1989).

Apds ser fagocitado e internalizado em vesiculas, formando o
fagossomo primario, tem inicio a destruicdo do agente invasor. Este
processo envolve dois eventos celulares: degranulagio e burst
respiratoério.

Os fagodcitos possuem indmeras caracteristicas comuns, entretanto,
apresentam nuances em suas fun¢des. Os PMN, além da capacidade
fagocitica, tém granulos intracelulares ricos em enzimas digestivas, que
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agentes quimicos ou choques osmoéticos (heparina, EDTA, lise por
NH4CL, ou dextran) mais variagdes séo observadas no tamanho, forma e
nimero de granulos presentes, assim como a intensidade da reagao de
peroxidase nos granulos azuréfilos também sofre variagdes (Bainton e
cols., 1971; Bainton, 1995).

CONTEUDO DOS GRANULOS:
GRANULOS AZUROFILOS:

Os granulos primarios presentes nos PMN s3o assim chamados
devido ao aparecimento em fases iniciais do processo de granulopoiese,
ou azuréfilos com base nas propriedades histoquimicas. Estes granulos
contém toda a MPO celular, proteinas catidnicas de baixo peso molecular
(que podem diretamente incrementar a permeabilidade vascular, liberar
histamina, amplificar a fagocitose ou exacerbar a atividade microbicida),
hidrolases acidas (B-glicuronidase, fosfatase acida, a-manosidase, N-
acetil-B-glicosaminidase) e proteases neutras. As ultimas duas categorias
parecem ter fungdes digestivas, assim como fungdes bactericidas. Com
relagdo a destruigdo tecidual observada em reagdes inflamatérias, o
conteudo mais importante do granulo azuréfilo sdo as proteases. Ha trés
enzimas lisossomais bem definidas nos granulos azurdéfilos de neutréfilos:
a elastase, a catepsina G e a catepsina D.

A elastase, uma protease de serina com peso molecular de 34 KD,
hidrolisa substratos tipicos da elastase pancreatica e uma variedade de
preparagdes de elastina de muitas fontes.

A catepsina G, com peso molecular de 32 KD, hidrolisa proteoglicanos
de cartilagem e colageno insolivel. Finalmente a catepsina D de peso
molecular de 42 KD, cliva leucocininogénios e gera leucocininas
farmacologicamente ativas, podendo clivar proteoglicanos. Estas
proteases neutras podem exacerbar processos inflamatérios por gerar
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fatores quimiotaticos da fragdo do complemento C5 (Dewald e Baggiolini,
1986; Holtzman, 1989).

Foram determinadas com base na velocidade de sedimentagsio e
sedimentagdo em gradiente de sacarose duas populagdes de granulos
azurdfilos: a populagdo com velocidade de sedimentacdo mais lenta
contém mais mieloperoxidase, protease neutra e p-glicuronidase,
enquanto que a populag@o mais rapida contém mais lisozima. Além disso,
os granulos mais densos liberam elastase durante a degranulagao,
enquanto que os menos densos ndo o fazem. Esses tipos de granulos
também tém distribuigdes diferentes de glicosidases. Usando critério
morfologico, através de microscopio eletrdnico de transmiss3o de alta
voltagem, tém sido observadas trés formas de granulos azurdfilos
(Smolen, 1989).

GRANULOS ESPECIFICOS:

Granulos especificos ou secundarios aparecem no estagio de
mielécito da granulopoiese. Eles contém lisozima, que hidrolisam
proteoglicanos de parede de células de algumas espécies bacterianas;
colagenase, que quando combinada com protease neutra pode hidrolisar
fibrilas de colageno; vitamina B12 ligada a proteina e lactoferrina, que é
uma proteina ligadora de ferro com propriedades bacteriostaticas
(Smolen, 1989; Holtzman, 1989). A lactoferrina e a vitamina B12 ligada a
proteina sfo constituintes exclusivos dos granulos especificos, sendo
portanto utilizadas como marcadores (Dewald e Baggiolini, 1986).

GRANULOS TERCIARIOS:

Tem sido relatada uma populagdo de granulos terciarios, os quais co-
sedimentam com granulos secundarios, na maioria dos protocolos
preparativos. Ainda ndo existem estudos substanciais sobre este tipo de
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presente em elevadas concentragdes nos granulos azuréfilos de PMN
(Winterbourn e cols., 1992).

DEGRANULAGAOQ:

A degranulagéo & um processo de fusdo entre o fagossomo primario e
os granulos presentes no citoplasma dos fagécitos. Estes granulos
possuem material que participa da degrada¢do e da morte bacteriana.
Durante a degranulagdo este material & liberado junto ao microorganismo
ingerido (para revisdo ver Babior, 1978, Holtzman, 1989). Ocorre a
liberagdo do conteudo dos granulos no exterior da célula, durante a
ingestdo da particula, usualmente devido a uma degranulagéo prematura
junto aos fagossomos que ainda estdo abertos na superficie celular. A
degranulagdo extracelular extensiva pode ocorrer em alguns casos
patolégicos ou em sistemas experimentais. Por exemplo, os fagécitos
podem tentar ingerir particulas de tamanho excessivo, como grandes
complexos imunes ou superficies opsonizadas. A fagocitose entdo nao se
completa, porém, a degranulagdo ¢é estimulada, com descarga
extracelular dos conteudos dos granulos (Cross and Jones, 1989). Esses
processos sdo importantes na iniciagdo e exacerbagdo dos processos
inflamatérios, como na artrite reumatdide e no lupus eritematoso
sistémico. Em sistemas experimentais, para estudo desses processos in
vitro, os PMN apresentam a capacidade fagocitica bloqueada pela
presenc¢a de citocalasina B, um alcaldide de origem fungica que rompe os
microfilamentos de actina e miosina essencias para o processo. A
superficie destas células pode ser estimulada por uma variedade de
agentes, como particulas, opsoninas, lecitinas, fatores quimiotaticos
soluveis, levando a secregdo do conteudo dos granulos. Assim a
citocalasina B converte os PMN de células fagociticas a modelos
experimentais de células secretérias; como consequéncia €& possivel
monitorar extracelularmente um processo que normalmente ocorre

17






necessitavam estar ocupados para que um 6timo de resposta secretéria
fosse obtida. Apds a interagdo com o receptor, ocorre ao nivel da
membrana plasmatica a ativagdo da proteina G que por sua vez ativa a
fosfolipase C, que hidrolisa o seu substrato, o fosfatidilinositol 4,5
bifosfato, formando dois importantes segundos mensageiros: o DAG e o
IP3 (Cockcroft, 1989).

O IP3 libera calcio dos estoques intracelulares, provavelmente
presentes no reticulo endoplasmatico, aumentando sua concentragio
intracelular, que induz a degranulagdo. Deve-se observar que o PMA néo
aumenta as concentragdes intracelulares de calcio, uma vez que ele ativa
diretamente a PKC, sendo sua estimulagdo feita por outra via ndo
mediada por receptor, ndo havendo produgéo de IP3. Acredita-se que o
PMA reduz o Km de reagdo do calcio para o seu receptor putativo, a PKC,
que poderia assim, ser ativada por niveis basais de calcio intracelular
(Castagna e cols., 1982; Smolen, 1989) (FIG. 1).

O citoesqueleto celular & constituido por microfilamentos e
microtubulos que conferem as caracteristicas estruturais da ceélula. Os
microfilamentos s3o constituidos por actina e miosina, na forma 'de gel,
por estarem polimerizados. Os microtubulos sZo constituidos por
polimeros de tubulina com forma de cilindros. Com o aumento intraceluiar
de calcio ocorre a despolimerizagdo da tubulina e a ativagéo da gelsolina,
enzima que encurta os filamentos de actina, resultando em diminuig&o da
viscosidade e permitindo aos granulos acesso a membrana plasmatica
(Smolen, 1989).
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"BURST" RESPIRATORIO:

O termo burst respiratério se refere a uma série de eventos
metabdlicos coordenados que acontecem quando os fagécitos sdo
expostos a estimulos apropriados. Este grupo de eventos dependente de
oxigénio delimita a morte bacteriana por fagécitos. O primeiro evento
descoberto foi um incremento no consumo de oxigénio que ocorria com
os fagocitos estimulados. O consumo de oxigénio por células no estado
basal varia de acordo com o tipo celular - PMN, por exemplo, consomem
pouco oxigénio, ainda que em ambientes ricos em oxigénio, enquanto que
macrofagos alveolares possuem um pesado consumo de oxigénio
decorrentes das reagdes mitocondriais para produgao de energia. Todos,
entretanto respondem a um estimulo apropriado com aumento do
consumo de oxigénio (para revisdo ver Babior, 1978; Halliwell,1989).

Inicialmente foi proposto que o aumento no consumo de oxigénio
ocorria para a produgdo de energia necessaria a fagocitose. Sbarra e
Karnovsky (1959), entretanto, mostraram que, independente da
concentragdo de oxigénio, a fagocitose ocorria, e demonstraram que o
aumento na captacido de oxigénio era insensivel aos inibidores da
respiragdo mitocondrial. Posteriormente, lyer, Islam e Quastel (1959)
mostraram que parte do oxigénio consumido quando os fagdcitos eram
estimulados, era convertida em peréxido de hidrogénio. Eles propuseram
que o perdxido de hidrogénio fosse usado como agente bactericida, e
assim foram os primeiros a fazer a conexao entre o burst respiratério e os
mecanismos microbicidas da fagocitose.

A estimulagdo dos fagécitos estava também associada a um aumento
da oxidagdo da glicose, via hexose monofosfato. A hexose monofosfato &
o caminho metabdlico pelo qual a glicose é oxidada a di6xido de carbono
e a um aglcar de cinco carbonos, com o NADP* servindo como aceptor
de elétrons.
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207" * 2H* > O2 + H20.

Este sistema enzimatico é conhecido como NADPH oxidase. Alguns
autores tém proposto que o nome correto deste sistema & burst
respiratorio oxidase (Clark e cols., 1990). Esta oxidase esta alterada em
uma patologia hereditaria, a doenga granulomatosa crénica (DGC), cujo
estudo tem revelado muito sobre o sistema enzimatico (Cross e Jones,
1989).

OS COMPONENTES DO SISTEMA NADPH OXIDASE:

Tém sido identificados quatro componentes da oxidase, dois ligados a
membrana, citocromo bsss (gp 91 ™) e uma flavoproteina, FAD (p22 P"%)
e dois componentes citosélicos, p47°"* e p67°™*. O citocromo bsss de
PMN em estado basal esta localizado na membrana plasmatica e
principalmente nos granulos especificos e vesiculas intracelulares. Com a
ativagdo celular, estas organelas se fundem com a membrana plasmatica
translocando o citocromo a superficie da célula. O citocromo bssg forma
um complexo com FAD. A dissociagdo deste complexo culmina com a
perda de atividade do sistema enzimatico.

Os dois componentes citosélicos - p47 e p67 nos PMN - se encontram
sob forma complexada com quantidades equimolares das duas proteinas
e que também se apresentam isoladas. Durante a ativagéo neutrofilica, se
comportam diferentemente (Chanock e cols., 1994). Tem sido proposto
que estes componentes citosélicos sejam translocados a membrana
plasmatica durante a ativa¢ao dos neutrdfilos (Clark e cols., 1990).

Para a ativagdo do complexo enzimatico também estdo envolvidas
proteinas citosélicas ligadas ao GTP. As proteinas p47 e p67 parecem ser
proteinas ligadas ao GTP, uma vez que a p47 possui um aparente
dominio de ligagdo e ambas p47 e p67 se ligam ao GTP-agarose (Taylor
e Shappel, 1994; Clark e cols., 1990). Purificacdo de citocromo bssg levou
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ao isolamento de uma proteina de 22 KDa, também ligada ao GTP e que
tem fungdo na ativagéo do sistema oxidase (Chanock e cols., 1994),

A figura 2 mostra 0 modelo de ativagdo do sistema NADPH oxidase
proposto por Jesaits e cols., 1991,
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A atividade enzimatica da célula estimulada localiza-se na fragsio da
membrana que contém o cit bssg. Acredita-se que o cit bssg seja o doador
de elétrons terminal que reduz a molécula de oxigénio a anion superéxido
(Chanock e cols., 1994). O citocromo b parece ser 0 sitio de integragéo de
dois outros componentes para a geragao de anion superéxido, um deles é
o Rap1A que se liga a membrana através de uma proteina e cuja
interagdo com o citocromo depende de nucleotideos de guanina com
fung@o ainda desconhecida. O outro & a proteina citosélica p47 que se
torna fosforilada nas células ativadas. Durante o processo de ativagao,
esta proteina é translocada a membrana juntamente com a proteina p67.
Foi proposto por Clark e cols. (1987) que o citocromo bsss residia
principalmente na membrana de granulos de PMN nao estimulados e que
estes também sofreriam um processo de translocacdo junto a membrana
plasmatica durante o processo de ativagdo, aparentemente pela fusdo da
membrana que ocorreria durante a degranulagdo (Nacache e cols., 1989).

MECANISMOS DE ATIVAGAO DE NEUTROFILOS:

A ativagdo de fagécitos pode ocorrer por mecanismos mediados ou
nao por receptor. Os estimulos tipicamente mediados por receptor sédo
C5a, FMLP, complexos imunes, Zy opsonizado (paredes de leveduras),
bactérias opsonizadas, esferas de latex opsonizadas. Os estimulos que
independem de receptor incluem os acidos graxos insaturados de cadeia
fonga, o PMA, os ion&foros de calcio, DAG, etc. (Naccache e cols., 1989).

A ativagao, que segue exposi¢gao ao estimulo por 30 a 60 segundos,
néo requer fagocitose, nem degranulagdo, mas simplesmente o continuo
contato com o estimulo. A remog¢ao do estimulo desativa a oxidase, que
pode ser reativada por uma segunda exposicdo ao estimulo. Agentes
fisiolégicos estimulam os PMN, assim como estimulos exdégenos, ndo
fisiologicos, uteis para estudo e avaliagdo do comportamento do burst
respiratério celular. Os agentes fisiolégicos ativam a fosfolipase C, por
intermédio de receptores ligados a proteina G, que sofrem mudan¢as
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conformacionais ativando as fosfolipases. A fosfolipase C cliva o
fosfatidilinositol 1,4 bifosfato presente na membrana plasmatica gerando o
IP3 e o DAG, que s3o segundos mensageiros intracelulares. O IP3 atua
no reticulo endoplasmatico por mecanismos desconhecidos, liberando
céalcio dos estoques intracelulares, conseqiientemente aumentando sua
concentragdo. O DAG, por sua vez, atua na PKC, ativando-a. A PKC
ativada leva a fosforilagdo da protefna citosélica de 47 KDa, que migra
junto @ membrana com a proteina p67. Na membrana as duas proteinas
se ligam ao citocromo bsss, ativando o sistema oxidase que reduz o
oxigénio a anion superoxido utilizando o NADPH como doador de
eletrons. Alguns estimulos como o FMLP e o Zy opsonizado atuam
também ativando a fosfolipase C. Outros estimulos como os ésteres de
forbol (PMA) e ionéforos de calcio atuam em estagios posteriores
ativando diretamente a PKC (Heyworth e Badwey, 1990). A figura 3
mostra a ativacdo dos PMN segundo texto de Heyworth e Badwey, 1990.
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A PKC tem papel chave na ativagao do sistema oxidase. Na presenga
de PMA, a PKC é ativada mas ndo ocorre aumento na concentragio
intracelular de calcio. E sugerido que o PMA aumente a afinidade da
enzima por calcio e por fosfolipideos e que a enzima possa ser ativada na
presenga de concentragdes basais de céicio (Castagna e cols., 1982).

Foi proposto por Heyworth e Badwey que a PKC possua dois
dominios, um cataliti® e um regulatério. No dominio regulatério se
ligariam pseudosubstratos e provavelmente DAG, calcio e fosfolipideos.
Ja o dominio catalitico se liberaria da membrana, apés clivagem por uma
protease calcio dependente, a calpaina. No citosol, o dominio catalitico
seria ativado independentemente da presenga de DAG, fosfolipideo ou
calcio (Heyworth e Badwey, 1950). Ha a hip6tese de que existam outros
mensageiros intracelulares independentes de calcio, que seriam
responsaveis pela ativagdo da PKC, porém eles ainda n3o foram
identificados (Cooke e cols., 1989).

A figura 4, idealizada por Heyworth e Badwey, mostra o mecanismo de
ativacdo proposto para a ativagdo de PMN.
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Estimulos como FMLP, que atuam em receptores de membrana e que
culminam por gerar segundos mensageiros, seguem caminhos diferentes
de ativagdo celular quando comparados a estimulos que independem de
receptores de superficie.

A figura 5 mostra os receptores da membrana plasmatica de PMN
para fatores quimiotaticos como FMLP, C5a e LTB4, embora ainda nao
caracterizados molecularmente, os receptores parecem acoplados a
proteina G sensivel a toxina pertussis e a enzima fosfolipase C.
Estimulacao destes receptores resulta na hidrélise de fosfatidilinositol com

formagao dos segundos mensageiros (IP3 e DAG) (Taylor e Shapell
1994).
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Foram propostos outros caminhos que cuiminam com a fosforilagao
da proteina de 47 KDa. Um deles é o da fosfolipase D, que hidrolisando a
fosfatidilcolina, gera 4acido fosfatidico. O 4acido fosfatidico sofre
fosforilagbes catalisadas pela enzima acido fosfatidico fosforilase gerando
DAG. O DAG em presenga de ATP e Mg sofre acdo da enzima DAG
quinase gerando o fosfatidato que atua diretamente na fosforilagdo da
proteina de 47 KDa (Hardy e cols., 1991).

A fosfolipase A; cliva a fosfatidilcolina, o fosfatidilinositol ou a
fosfatidiletanolamina gerando AA que pode ativar o sistema oxidase
diretamente em um sistema livre de células, assim como pode
metabolizado via lipoxigenase gerando o LTB4 e o SHETE, que por sua
vez, sdo capazes de se ligar a receptores de superficie celular, causando
nova ativagao da fosfolipase (Curnutte, 1985°; Naccache e cols., 1989).

FORMAGAQ DE ESPECIES MICROBICIDAS:

O processo de fagocitose, com conseqiliente ativagdo do sistema
NADPH oxidase leva a formacgao de anion superéxido. A vesicula formada
durante o processo de fagocitose &€ composta por membrana plasmatica
com componentes do sistema NADPH oxidase, expondo o
microorganismo ou particula fagocitada a um alto fluxo de &nion
superdxido. A baixa reatividade do anion superdxido em meio aquoso faz
com que a atividade microbicida n&do se deva exclusivamente a ele. A
dismutagdo do anion superéxido no fagossomo leva a formagido de
peréxido de hidrogénio (Halliwell, 1989).

O perdxido de hidrogénio formado pode atuar diretamente em
inimeras cadeias bacterianas com a¢do microbicida. Entretanto, esta
acdo ¢é limitada devido a presenga de catalase em inumeros
microorganismos. O perdxido de hidrogénio pode participar da formacao
de radical hidroxila reagindo com anion superoxido, através da reacao de
Haber-Weiss:
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HO; + O -5 O + OH + OH
(Reagdo de Haber-Weiss)

A reagdo de Haber-Weiss pode ser dividida em duas etapas. Na
primeira, o ferro é parcialmente reduzido pelo anion superéxido e, na
segunda ele € oxidado pelo peroxido de hidrogénio (Halliwell, 1889).

O;" + Fe* 5 0, + Fe®
H:O._+ Fe** —» OH + OH + Fe* (Reagio de Fenton)
Oz2" + H:O02 - OH + OH + O;(Reagdo de Haber-Weiss)

A reagdo de Haber-Weiss & muito lenta e rara em condigdes
biolégicas (Rosen e cols., 1995), e pouco provavel de ocorrer in vivo pois
€ necessaria a presenga de fons ferro que nao estao disponiveis intra ou
extracelularmente em neutréfilos (Halliwell, 1988). Alternativamente é
possivel que o peréxido de hidrogénio penetre no citoplasma bacteriano e
forme radical hidroxila intracelularmente utilizando os ions ferro da prépria
bactéria (Halliwell, 1989).

Cutros trabalhos propuserarﬁ mecanismos de formagdo de radical
hidroxila mediado por MPO (Candeias e cols., 1993).

Foi sugerido também que PMN gerem radical hidroxila pela reagéo
entre anion superéxido e peroxi compostos.

O + ROOH —» OH + OR + O

Os peroxi compostos sdo gerados pela peroxidag¢ao lipidica, que pode
ocorrer na presenga de peréxido de hidrogénio (para revisdo ver Babior,
1978).

O peré6xido de hidrogénio também pode atuar com fungdo microbicida
em associagdo com sistema MPO/CI” (Halliwell, 1989; Rosen e Klebanoff,
1977). A disposigdo de cloretos ¢ muito maior do que a de outro haleto no






SISTEMAS DE PROTEGAO CONTRA ESPECIES REATIVAS:

Como os oxidantes gerados pela oxidase s3o muito téxicos, a
atividade oxidase necessita ser finamente controlada (Chanock e cols.,
1994). Os PMN estimulados com uma variedade de estimulos, ativam um
sistema de transporte de elétrons multicomponente e transmembrana,
gerando anion superéxido que tem ag¢do microbicida durante a ingestao
fagocitica, mas que também contribui para a lesfo tecidual durante uma
variedade de condigdes inflamatérias (Taylor e Shapell, 1994).

A ativagédo da via da hexose monofosfato ocorre devido a um aumento
na produgdo de NADP*, gerado através de duas vias. Uma é a formagao
de anion superdxido e a outra é através do sistema glutationa peroxidase-
glutationa redutase que é responsavel pela detoxificagdo de peréxido de
hidrogénio, uma vez que o sistema catalase s6 é ativado em
concentragdes muito elevadas. Este sistema utiliza H;O; oxidando a
glutationa reduzida, através da enzima glutationa oxidase:

2GSH + H0; > GSSG + 2H.0

A glutationa oxidada gerada é reconvertida a glutationa reduzida pela
enzima glutationa redutase, reagdo que gera NADP* (para revisao ver
Babior, 1978):

GSSG + NADPH —» 2GSH + NADP*

A catalase estd presente em todos os érgdos do corpo, porém
encontra-se especialmente concentrada nos eritrécitos e figado; sua
afinidade pelo peréxido de hidrogénio é baixa, sendo necessérias altas
concentragdes para que a reagao ocorra (Halliwell, 1989).
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A SOD é encontrada em mamiferos sob forma de duas isoenzimas, a
SOD cobre-zinco citoplasmatica e a SOD contendo manganés, localizada
na matriz mitocondrial (Halliwell, 1989). Esta enzima é responsave! pela
dismutag&o do anion superdxido, produzindo peréxido de hidrogénio e
oxigénio (Grishan, 1992).

Existem também antioxidantes n&3o enzimaticos que exercem
importante papel na defesa de macromoléculas contra dano oxidativo das
espécies geradas. Eles podem ser divididos em dois grupos: lipossoluveis
e hidrossollveis. Dentre os lipossoluveis podemos citar o a-tocoferol, o B-
caroteno e o ubiquinol-10. Dentre os hidrossol(veis podemos citar o acido
ascorbico, o acido urico e a glutationa (Stocker e Frei, 1991).

MPO:

Peroxidases tém a habilidade de catalisar a formagdo de uma
variedade de intermediarios aitamente reativos. Estes incluem diversas
categorias de radicais livres, espécies eletronicamente excitadas, como
por exemplo carbonilas triplete e oxigénio singlete, e inGmeros compostos
halogenados oxidados, como por exemplo o acido hipocloroso e
haloaminas (Kanofsky, 1991).

A MPO é uma peroxidase presente em granulos azuréfilos de PMN
neutréfilos e em menor grau em granulos de mondcitos e macroéfagos. A
peroxidase de eosindfilos difere da MPO em sua estrutura primaria, grupo
prostético heme e atividade funcional (Klebanoff, 1991; Andrews e
Krinsky, 1986).

A MPO é geralmente aceita como uma enzima dimérica, possuindo
uma estrutura de subunidade tetramérica azp2 , sendo duas subunidades
pesadas idénticas (55-60 kDa), duas subunidades leves idénticas (10-15
kDa), com dois grupos prostéticos heme localizados na subunidade
pesada af, carbohidratos ligados a subunidade pesada e uma ponte
dissulfeto entre as duas subunidades pesadas (Klebanoff, 1991; Andrews
e Krinsky, 1986). Pesquisadores referem-se aos grupos heme como
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sendo diferentes ou diferentes sitios ligantes heme dentro de uma unica
molécula de MPO (Klebanoff, 1991). O peso molecular da MPO nativa é
estimado entre 135 a 150 kDa; quando submetida a reduc3io sob
condigdes desnaturantes, as quatro unidades s&o completamente
dissociadas. Nestas condigdes o grupo prostético heme é encontrado
associado A subunidade pesada. Se a MPO é fervida em SDS e filtrada
em gel, o grupo heme pode estar associado a subunidade leve, o que
sugere proximidade entre o grupo heme e a subunidade leve na enzima
nativa. Se a MPO é submetida a redugdo e A alquilagdo em condigdes
ndo desnaturantes, a enzima é dividida pela metade € uma hemi-MPO
composta de uma subunidade pesada, uma subunidade leve, e
presumiveimente um grupo heme é formada. A hemi-MPO apresenta as
mesmas atividades cataliticas, regulacdo de substrato e espectro heme
da enzima nativa (Andrews e Krinsky, 1986).

MECANISMO CATALITICO:

Estados diferentes de oxidagdo do grupo heme da MPO sao
acessiveis a substratos fisioldgicos. No seu estado nativo, o heme é
férrico. A oxidagdo de dois elétrons pelo per6xido de hidrogénio ou HOCI
gera o composto |, que é relativamente instavel. A redugao de um elétron
do composto | gera o composto |l, com reagéo apresentando t%=2 a7 s™.
O mecanismo de redugdo espontanea do composto | ndo é conhecido,
mas nhdo parece envolver comprometimento intramolecular entre uma
subunidade ap da MPO férrica com outra subunidade da MPO na forma
de composto |, uma vez que a hemi-MPO monomérica exibe
comportamento cinético idéntico, Compostos | e Il sdo descritos como
céation n-ferril e ion ferril, respectivamente. Isto &, com ferro na valéncia de
+4, embora seja reconhecido que o atomo de oxigénio coordenado
possua substancial carater eletrofilico. O composto Ill, um aduto superoxo
férrico, é formado pela rea¢do entre a MPO férrica (nativa) na presenca
de um grande excesso de per6xido de hidrogénio, pela ligagdo de MPO
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férrica a anion superéxido ou pela adigao oxidativa de oxigénio 3 enzima
ferrosa (Hurst, 1991).

Os espectros 6pticos dos compostos |l e Il sdo quase semelhantes,
diferindo apenas na intensidade das bandas de absorgdo do visivel
(Hoogland e cols., 1987).

MPO catalisa a decomposigdo do seu substrato perdxido de
hidrogénio, possivelmente pela reagéo reversivel entre os estados férrico
e o composto I:

Hz0z + MPO —» compl + H0

compl + H 0. —» MPO + O + H.0

O potencial de redugao para a formag¢ao do composto | é intermediario
entre os potenciais de oxidagao e redugdo do perdxido de hidrogénio.

O produto da peroxida¢do do cloreto catalisado por MPO, o HOCI,
também pode oxidar, a priori, a MPO a composto |, reagdo que pode ser
suprimida pela adigdo de cloreto.

A enzima também & capaz de agir como uma SOD, em virtude da
reag¢do com anion superéxido gerando composto lll.

MPO + O - comp lll

Regenera¢ao do composto | e portanto restabelecimento da atividade
catalitica ocorre pela reagdo do composto |l com anion superoxido.

2H* + complll + O — compl + O2 + H;O

A intermediagdo do composto || também tem sido proposta para
justificar a ndo diminui¢do da velocidade de peroxidagdo do cloreto ou a
decomposigcdo catalitica do peréxido de hidrogénio em presenga de
composto lll cataliticamente inativo. Entretanto esta proposta tem sido
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FIG. 6: Esquema de cinética para as principais rea¢gdes da MPO (Hurst, 1991). A
redu¢do de um eilétron dos compostos | e Il é representado como [e]. As reagdes

estdo explicadas no texto

O Ion cloreto tem duplo papel funcional, agindo como substrato do
composto | e como inibidor competitivo do peréxido de hidrogénio.
Comportamento de reatividade semelhante tem sido descrito para o SCN,
que é peroxidado pela MPO a OSCN'. Ambas as reagdes de ClI' e SCN’
sdo inibidas por peréxido de hidrogénio em altas concentracées. (Wever e
cols., 1982; Bakkenist e cols., 1980)






OBTENCAO DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES
NEUTROFILOS:

O crescente interesse em avaliar as fun¢gdes dos leucécitos na
hemostasia, em processos patolégicos ou mesmo ante o uso de novas
drogas terapéuticas, faz necessario o isolamento de diferentes
populagdes de leucécitos. As modificagdes que os processos de
isolamento acarretam as células, as suas caracteristicas metabdolicas,
funcionais ou morfolégicas devem ser conhecidas. A preocupa¢do em se
padronizar técnicas de separa¢do dos leucédcitos foi discutida em 1972
por Solberg e Hellum que associavam alteragdes do killing e da fagocitose
a neutrofilos de pacientes que desenvolviam septicemia.

A obtengdo de neutréfilos ou de seus granulos é de grande interesse,
pois estas células tém fungdes de defesa, através da fagocitose e agéo
microbicida utilizando o conteudo de seus granulos, ou mesmo mediando
respostas através da produgdo de citocinas. Enzimas associadas aos
granuios podem ser liberadas por traumas mecanicos, meios hipotdnicos
ou acidos, ou por agentes que atuem na superficie celular. Para minimizar
estes efeitos foi proposto por Hirschhorn e Weissmann (1965) um
processo de separagdo que envolvia sedimentagdo espontdnea do
sangue heparinizado por cerca de 90 minutos a 37°C em tubos cénicos.
As amostras eram centrifugadas e com o botéo celular, composto por 60-
75% de neutrdfilos, eram posteriormete obtidos os granulos.

Bbyum em 1968 fez um estudo detalhado para a separag@o das
células do sangue, utilizando varios compostos, como a metil celulose, o
isopaque, o ficoll, o dextran, o EDTA entre outros, e até mesmo a
associacdo destes compostos. Estes estudos se baseavam no principio
de que diferentes células possuem propriedades de sedimentagdo
caracteristicas, e que o uso destes compostos facilitariam e até
favoreceriam a diferenciacio destas propriedades, propiciando assim a
separacéo das diferentes populagdes (Bbyum, 1968b).
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Outros pesquisadores tém avaliado as diferentes formas de obteng3o
enfocando o aspecto funcional, bioquimico e morfolgico das céluias
obtidas. Fallon e cols. em 1962 avaliaram mudangas metabdlicas e
morfologicas de leuctcitos obtidos apés sedimentagdo em dextran e lise
hipotdnica dos eritrécitos remanescentes, e ndo encontraram mudangas
na glicélise aerébia ou anaerdbia, na microscopia eletrdnica ou de luz, ou
na avaliag&o da viabilidade dos leucécitos obtidos.

Wakefield e cols. em 1982 avaliaram o efeito do percoll, particulas de
silica gel coloidal cobertas por polivinilpirrolidina que forma uma
populagéo de particulas esféricas com didmetro médio de 28-30 nm, que
tem sido amplamente utilizado como gradiente para separag¢do de
macrofagos e mondcitos e organelas subcelulares. Mostraram que essas
particulas sado fagocitadas pelos macréfagos e que também ocorria uma
diminuigdo na aderéncia destas células a plasticos. Inferindo a diminuigao
da aderéncia a alteragdes nas proteinas de adesdo da superficie celular,
induzidas pelo percoll.

Nathanson e cols. em 1977 notaram uma diminui¢do significativa da
motilidade e da resposta a fatores quimiotaticos de monécitos separados
com gradiente de percoll, quando comparado com ceélulas separadas com
gradiente de ficoll-hypaque.

Outros tém relatado que a atividade de mondécitos/macréfagos sao
bloqueadas apés separagdo em gradientes de percoll, incluindo a
exclusdo do azul de Tripan e a habilidade dos mondcitos se
transformarem em macréfagos (Fluks, 1981), fagocitose (Gmelig e
Waldmann, 1980), habilidade citotoxica (Farram e Nelson, 1980) e
atividade de receptor de Fc (Pertoft e cois., 1980).

Czarnetzki e cols. em 1975 avaliaram os efeitos da heparina sobre o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos, verificando que em concentragdes
superiores a 100 Ui/ml de sangue os neutrdfilos sdo estimulados
aumentando a redugdo do NBT.

Em 1988, Wright descreveu a metodologia para a obtencio das
diferentes populagdes de granulos de neutréfilos, entretanto em primeiro
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lugar é necessaria a obtengdo das células, sendo discutida a obtengdo
através de centrifugagdo em gradiente de ficoli-hypaque, com posterior
sedimentac¢do e lise hipotdnica.

E importante avaliar qual o melhor método a ser utilizado quando se
procura trabalhar com leucotcitos. A necessidade de uma populagao
homogénea de neutrofilos, por exemplo, faz com que métodos que
utilizem sedimenta¢do espontdnea n3o possam ser amparados. Em
contrapartida, para avaliar fungdes metabolicas, liberagdo de citocinas, ou
estudar morfologicamente estas células, o ideal sdo meios de obtengéo
que mantenham as células as mais proximas possivel das suas
caracteristicas in vivo. Muito provavelmente a associa¢do dos métodos de
separagdo de leucoécitos, devidamente padronizados, possa levar a uma
forma ideal de trabalho.

QUIMILUMINESCENCIA

A quimiluminescéncia é um produto de uma reagao quimica onde ha a
formagdo de um estado eletronicamente excitado capaz de emitir iuz ao
retornar ao estado fundamental ou, entdo, de transferir enegia para
aceptores fluorescentes ou fosforescentes. Esta reagdo é chamada de
reacgdo bioluminescente quando ocorre em seres vivos.

As reagdes quimiluminescentes tém algumas caracteristicas
essenciais.

- Deve haver energia suficiente gerada pela rea¢do para a formagéo
de um estado eletronicamente excitado. Em outras palavras, a reagdo
deve ser exotérmica.

- Deve haver um caminho pelo qual a energia possa ser direcionada a
formagdo de um estado excitado.

- O produto excitado deve ser capaz de emitir um foton, ou seja,
possuir um elevado rendimento quantico de fluorescéncia, ou entéo, ser
capaz de transferir sua energia a uma outra molécula capaz de emitir luz.
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Se toda a energia é perdida ou transferida em processos n#o radiativos,
entao a reagdo ndo sera quimiluminescente (Campbell, 1988).

Quimiluminescéncia de baixa intensidade pode ser observada a partir
de diversos extratos teciduais e celulares de organismos né&o
bicluminescentes. Esta quimiluminescéncia esta associada
principalmente a processos de lipoperoxidag&o e atividade de fagdcitos.
Leucdcitos polimorfonucleares, quando estimulados, geram uma série de
espécies reativas derivadas do oxigénio (Oz~, H202, ‘OH, '03) que podem
direta (no caso de '0;) ou indiretamente (no caso da demais EROS) gerar
quimiluminescéncia.

Esta quimiluminescéncia pode ser bastante amplificada na presenga
de certos compostos como luminol ou lucigenina (Ginsburg e cols., 1993).

QUIMILUMINESCENCIA DEPENDENTE DE LUMINOL

Em solugdes tamponadas aquosas a luminescéncia do luminol pode
ser estimulada por uma variedade de oxidantes. Entre eles o iodeto, o
perdxido de hidrogénio na presenga de peroxidase, ou um anodo de uma
célula eletroquimica, todos resultando em luminescéncia dependente de
oxigénio. .

A sequéncia de reagdes propostas para a oxidag&o do luminol esta
mostrada a seguir:
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FIG. 7. Esquema proposto por Faulkner e Fridovich 1993, para reagao
univalente do luminol.

(1) tautomerismo ceto-endlico

(I} ionizagao da forma endlica, formando luminol mono&nion

(I} oxidagd@o do luminol monoanion por peréxido de hidrogénio e uma
peroxidase com produgao de radical luminof.

(IV) adigdo de anion superéxido ao radical luminol gerando um
endoperoéxido.

(V) radical luminol reduzindo o oxigénio e gerando anion superéxido.

(V) clivagem do endoperéxido gerando amnoftaiato no estado excitado.
(VIl) aminoftalato no estado excitado retornando ao estado fundamental
com emissao de luz.

O luminol n&o é um bom detector de anion superéxido, visto que na
presenga de qualquer oxidante univalente, ele pode atuar como fonte de
anion superéxido. No caso do sistema xantina/xantina oxidase o oxidante
univalente é o radical hidroxila ou o complexo Fe (IO gerado pela
interacdo catalisada por ferro do &nion superéxido com peréxido de
hidrogénio. No caso de neutréfilos ativados, o oxidante univalente é a
MPO em presencga de H;0,. Nestes casos tanto a catalase como a SOD
inibem a luminescéncia produzida pelo luminol (Alired e cols., 1980).

Merenyi e Lind (1980) verificaram que a decomposi¢gdo do
endoperdxido era fator limitante na velocidade da reagdo de
quimiluminescéncia e que era fortemente dependente do pH. Em meio
alcalino, a decomposi¢gdao do endoperéxido gera luminescéncia intensa
enquanto que em meios neutros a velocidade de decomposigao € menor,
diminuindo conseqlientemente a eficiéncia de luminescéncia.
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PEROXIDASES CATALIZANDO A OXIDAGAO DO LUMINOL:

Peroxidases sdo enzimas amplamente distribuidas em plantas e
animais.

O amplo espectro de atividade da peroxidase e sua participagdo em
varios processos fisioldgicos estd de acordo com sua relativa falta de
especificidade para substratos e a ocorréncia de uma variedade de
isoenzimas (para revisdo ver Campa, 1991).

Em plantas existem cerca de 40 tipos de isoenzimas, com diferentes
composigdes e orientagdes de carbohidratos. Em termos praticos, para
trabalhos experimentais, ha trés importantes isoenzimas: A (acida); C
(neutra ou levemente basica) e a fortemente basica. As preparagdes
comerciais sdo de isoenzima C (Dunford, 1991).

A HRP consiste de 308 residuos de aminoacidos. O grupo prostético
heme €& ligado através da 5a. posigédo de coordenagédo do ferro il a cadeia
lateral do grupo imidazol. Ha oito cadeias laterais de carbohidratos, e dois
fons calcio ligados por molécula de HRP. O peso molecular da enzima é
de 42.100 Da (Dunford, 1991). A presen¢a dos lons calcio determina a
estabilidade estrutural da enzima, inclusive na regido do sitio ativo. A sua
remogdo causa perturbagdo nas proximidades do heme, diminuindo a
atividade enzimatica e afetando a constante de velocidade do sitio
catalitico, especialmente aquela para a redugdo do composto Il (para
revisdo ver Campa, 1991).

A HRP nativa é estavel por longos periodos de tempo em temperatura
ambiente e com pH variando de 5,0 a 10,0. Existem fontes comerciais de
HRP na forma de precipitado de amdnio que podem ser estocadas por um
ano a 4°C. A HRP pode ser dialisada contra a agua pura sem ocorrer
nenhuma alteragao estrutural.

O ciclo normal da peroxidase pode ser representado como;

50



k1
HRP + Hz0 — » HRPI + H,0

k2
HRP-1 + AHp —» HRPIO + °*AH

k3
HRP-I + AH ———> HRP + °*AH + HpO0

HRP-I e HRP-Il sdo compostos | e Il; AH2 é um substrato redutor; ‘AH um
produto radical livre.

Pode ocorrer também a formagdo do composto IlIf ou oxiperoxidase
que é relativamente inerte, pois ele n3o faz parte do ciclo peroxidase, mas
apresenta reatividade quimica. A formag3o do composto ill pode ocorrer a
partir da HRP nativa e anion superéxido, da HRP nativa e excesso de
peroxido de hidrogénio e da HRP Il e perdxido de hidrogénio. Assim
podemos verificar que a concentragdo de peroxido é determinante para o
ciclo peroxidasico (Dunford, 1991; Nakajima e Yamazaki, 1987).

A HRP é capaz de oxidar o iuminol e gerar quimiluminescéncia na
presenga de perdxido de hidrogénio. Um esquema de reagdo aceito
envolve a oxidagdo do luminol por um complexo formado entre oxidante e
peroxidase para produzir um radical luminol (j& mencionado
anteriormente) que apés algumas etapas de reagdo leva a produgado de
luz.

HRP + H;0, —» COMPOSTOI + H.0

COMPOSTOIl + LH —» COMPOSTOIll + H,O +L"

COMPOSTOll + LH - HRP + L~
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Proposta de seqiiéncia de reagdes da reagdo do luminol catalisada pela
HRP gerando radical luminol. Simbolos: LH™: luminol; L™: radical lumunol
(Thorpe e Kricka, 1986).

AMPLIFICACAO DE REAGOES QUIMILUMINESCENTES
CATALISADAS POR HRP:

As emissdes de luz do sistema HRP/luminol/H,O, podem ser
amplificadas pela adigdo de enhancers em até 1000 vezes. Os enhancers
parecem ser especificos para HRP e nédo tém efeito significante sobre o
background de emiss3o de luz chegando até a levar a diminuigdo do
mesmo (Thorpe e Kricka, 1986).

Muitos compostos como os derivados de 6-hidroxibenzotiazoéis, fendis
e naftéis substituidos podem atuar como enhancers. O grau de
amplificagdo e melhoria do sinal, com diminuigdo do background depende
do enhancer empregado, pH do meio de reagdo, tampdo utilizado e
concentragcdo do enhancer (Whitehead e cols., 1983). O momento em que
0 enhancer € adicionado ao meio de reacao, isto &, durante ou no inicio
da reagdo quimiluminescente, também influencia o grau de amplificagdo.
Caracteristicas ligadas ao préprio enhancer como, por exemplo, o
substituinte halogénico (p-iodofenoi>p-bromofenol>p-clorofenol) para os
fendis substituidos, ou um grupamento hidroxila na posi¢do 6 de
benzotiazéis sao definitivas para caracterizar a magnitude de amplificagao
do composto em questédo (Thorpe e Kricka, 1986).

Foi relatado também que os fendis e os naftdis substituldos produzem
um maior grau de amplificagdo do que aquele encontrado com os
derivados de 6-hidroxibenzotiazéis (Thorpe e Kricka, 1986).

Para se caracterizar um bom enhancer é necessario que este
composto amplifique as emissdes quimiluminescentes e néo interfira no
background, ou até o diminua, deste modo o efeito de incremento na
emissdo de luz ndo pode ser explicada como um efeito aditivo. Na

verdade, o mecanismo pelo qual estes compostos amplificam as
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emissdes de luz da reagso de oxidag@o do luminol catalisada pela HRP
ndo é conhecido. Ha a sugestédo de que diferentes enhancers operam por
diferentes mecanismos. Entretanto o fato da reagdo amplificada originar o

mesmo espectro das reagdes ndo amplificadas (FIG.8) sugere que os
enhancers ndo atuem como emissores, nem que formem compostos com
rendimento quantico de CL superior a sonda quimiluminescente utilizada,
mas sim que eles direta ou indiretamente, acelerem um ou mais passos

da reag3o catalisada por peroxidase (Thorpe e Kricka, 1986).

intensidade de luz relativa
(unidades arbitrarias)

L
I

350 500
425 600

FIG.8: Espectro de distribuigdo de energia da oxidag&o do luminol catalisada
por conjugado de peroxidase amplificada e n&o amplificada por
dehidroluciferina. (Thorpe e Kricka, 1986).
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QUIMILUMINESCENCIA DEPENDENTE DE LUCIGENINA

A quimiluminescéncia dependente de lucigenina envolve uma reagao
entre a lucigenina univalentemente reduzida e o anion superéxido com
formagao de um composto dioxetanico cuja clivagem leva a formagao de
um produto eletronicamente excitado (Allen, 1986; Legg e Hercules, 1969;

Greenie e cols., 1962).
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FIG. 9: Esquema proposto por Faulkner e Fridovich 1993 para a reagéo
de redugo da lucigenina. |: redugdo univalente do bisacridinium gerando
uma espécie radicalar. Il espécie radicalar reagindo com Aanion



superdxido gerando dioxetano. Ill: decomposigdo do dioxetano em duas
moléculas de acridona, sendo uma eletronicamente excitada. [V:

decaimento ao estado fundamental gerando féton.

A luminescéncia da lucigenina tem sido usada em sistemas biol6gicos
para a detecgdo de anion superéxido. Quando na presenga de células a
luminescéncia parece refletir eventos intracelulares, desde que a adigdo
de superoéxido dismutase exégena ndo iniba a reagdo. Em solugao livre de
células a luminescéncia de lucigenina observada na presencga do sistema
xantina/xantina oxidase & fortemente inibida por superéxido dismutase,
mas nao por catalase (Faulkner e Fridovich, 1993).
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2) OBJETIVOS:

A importancia e a complexidade do sistema da NADPH oxidase, nos
mecanismos de defesa do hospedeiro a agentes microbianos invasores,
fez com que a monitoragdo dos processos de burst oxidativo e
degranulagdo se tornasse uma ferramenta importante na avaliagdo dos
graus de ativagédo de PMN.

Ensaios da atividade de PMN sdo incluidos na lista de ensaios
rotineiros de alguns laboratorios clinicos. H4 uma tendéncia ampla em
simplificar e tornar estes ensaios mais sensiveis. Sem duvida alguma a
monitoragdo do burst respiratério de PMN a partir de populagdes
heterogéneas de células, incluindo o préprio sangue, facilita em muito a
obtengdo de parametros uteis ao diagnéstico clinico. O maior
inconveniente destes ensaios é a baixa sensibilidade e a grande
interferéncia de componentes sangliineos. Por outro lado, a obtengao de
populagdes bastante enriquecidas em PMN s&o conseguidas as custas de
manipulagdes extensivas que por si s6 poderiam levar a ativagao celular e
portanto a obtengdo de parametros de burst oxidadtivo ndo totalmente
confiaveis.

Com o intuito de avaliar a influéncia de diferentes processos de
obtengdo de células sobre o estado de ativagdo dos PMN o objetivo deste
trabalho pode ser dividido em:

1) Avaliagdo do estado de ativagéo de PMN obtidos por sedimentagao
espontanea, por sedimentagio em gradiente de densidade ou presentes
no sangue total, sem qualquer processamento. O estado de ativagdo dos
PMN foi monitorado através do método de quimiluminescéncia, utilizando
luminol ou lucigenina como amplificadores quimiluminescentes, e também
pela redugio do citocromo ¢. As células foram estimuladas por PMA, 2y
ou FMLP.

2) Avaliagao da liberagdo de MPO para o meio extracelular, que foi
monitorada pela quimiluminescéncia obtida apés a adigdo de luminol e
peréxido de hidrogénio aos sobrenadantes dos incubados de PMN com
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os diferentes estimulos utilizados. A este métode denominamos de
degranulagao.

3) Como existe um grande interesse em se obter métodos simples e
eficientes que fornegam parametros clinicos de interesse diagnéstico, a
viabilizagdo do uso do sangue total para avaliar os graus de ativagdo de
PMN também foi objeto de estudo em nosso trabalho. Com o intuito de
aumentar a sensibilidade dos ensaios de quimiluminescéncia aplicados a
monitoragdo do burst oxidativo de PMN estimulados, utilizamos alguns
enhancers classicos da reagdo luminol/H,O02/HRP em PMN presentes no
sangue total. Foi estudado o efeito das adi¢des de 4bromofenol,
1bromo2naftol e luciferina. A escolha de cada um destes enhancers é
devido ao fato destes representarem as trés classes quimicas de
substancias com caracteristicas de enhancement das reagdes
quimiluminescentes do sistema HRP/luminol/H;O2, fendis substituidos,
naftois substituidos e 6-hidroxibenzotiazdis.
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3) MATERIAL E METODOS:

3.1) Preparagdo do PBS segundo Dulbecco:

Todos os sais eram da Merck de grau p.a..

NACL o, 08g
KOl e, 02g
CaCla...eeiiiee e 02g
MCI.B6H20........oeice, 0,19
NazHPOg.....oieeeieiiiieeieeeeeees 091g¢g
[ 4 o P = © P 02¢g
glicose........coooiiiriiereecres 10g
H2O. e g.s.p. 1l

Os sais foram dissolvidos, inicialmente, em volume inferior a 1 litro e apés

a dissolugdo, foi corrigido o pH para 7,4 e o volume final para 1 litro.
3.2) Preparagdo dos estimulos:
a) Zymosan A:

Zymosan A da sigma, obtido de paredes de leveduras do

Saccharomyces cerevisiae.

Zymosan A .......coooceeeriiireienenenecene 500,0 mg
PBS sem glicose ............cccoeaenneee. 30,0 mi

A suspensfio foi mantida em ebulicdo por 1 hora sob agitagdo
constante, resfriada em t.a. e entdo submetida a sonicag¢do de 4 ciclos de
15 segundos a 70W de poténcia, com intervalos de 15 segundos entre
cada ciclo. A suspens#o foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, sendo
o sobrenadante desprezado. Posteriormente, esta operagdo foi repetida
por mais trés vezes. O infranadante foi ressuspenso com 2 ml de PBS
sem glicose, estéril. A suspensdo final (250 mg/ml) foi aliquotada em

frascos estéreis e armazenada a -10°C.
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Opsonizagao da suspensio de Zymosan A:

ZYMOSAN A......ovviieveieeeeereeeeicen e aeans 1,0 mi
Soro homélogo.........cccceeevecrnrereennne. 3,0mi

A mistura da suspensdo de Zymosan A e soro foi incubada em banho
a 37°C, sob agitagdo constante, por 60 minutos, sendo centrifugada e
lavada trés vezes com PBS sem glicose. O sobrenadante foi desprezado
e o sedimento ressuspenso em 5 ml de PBS estéril sem glicose. A
suspensdo, numa concentragdo final de 50 mg/ml, foi aliquotada em
frascos de 1 ml e congelada a -10°C. O numero total de paticulas/ml foi
determinado por contagem em camara de Neubauer.

b) PMA

O PMA (forbol-12-miristato-13-acetato; PM 616,8 da Sigma) foi
armazenado em dois estoques:

estoque I 1mg de PMA foi dissolvido em 1000yl de DMSO;
congelado a -10°C e dessecado.

estoque |l: 100ug/ml, preparado a partir de 100ul do estoque |, diluido
em 900l de DMSO; congelado a -10°C e dessecado.

No momento do uso, 10ul do estoque Il foi diluido em 190ul de PBS,
gerando uma concentragdo de 5 ug/ml. No meio final de reag&o esta
solugdo de PMA foi dilulda mais 100 vezes o que levava a uma
concentragdo final de 50 ng/ml.

c) FMLP

O FMLP (n-formil-met-leu-phe; de PM 437,6 da Sigma) foi dissolvido
em agua deionizada em concentragao de 4x10*M, armazenado a -10°C.
No momento do uso foi descongelado e adicionado ao meio de reagdo
em concentragao final de 4x10°M.
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3.3) Reagentes:

a) Luminol:

O luminol (PM 177,16 da Sigma) foi armazenado a -10°C em
concentragdo de 1x10°M. Para facilitar sua dissolugdo em agua
deionizada, eram utilizadas cerca de duas gotas de NaOH 1M. No

momento do uso o luminol era descongelado e adicionado ao meio de
reagdo na concentragao desejada.

b) Lucigenina:

A lucigenina (PM 510,5 da Sigma) foi armazenada a -10°C em
concentragdo de 1x10°M. No momento do uso, a lucigenina foi
descongelada e adicionada ao meio de reagdo na concentragdo
desejada.

c¢) Per6xido de hidrogénio:

O peridrol a 30% (PM 34,01 da Merck) foi diluido 10 vezes com agua
deionizada gerando concentragdo de 0,979M, que foi armazenado como
solugdo estoque a 4°C. No dia do uso esta solugdo foi diluida a
concentragido de 1073\, que no momento do uso foi adicionada ao meio
de reagdo na concentragdo desejada.

d) HRP
A HRP (horseradish peroxidase tipo I; PM 40.000 da Sigma) foi
armazenada a 4°C em concentragio de 1,2x107M, dissolvida em agua

deionizada.

e) MPO
A MPO (mieloperoxidase de leucécitos humanos da Sigma) foi
armazenada a

-10°C, em concentragao de 5 Ul/ml em PBS sem glicose.
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A citocalasina B da Sigma foi ressuspensa em 1 ml de DMSO,
gerando concentragdo de 10 mg/ml e armazenada dessecada a -10°C.
No momento do uso uma allquota de 10ul foi diluida em 790ul de PBS
sem glicose, gerando concentragdo de 125 pg/ml. Desta solugdo foi
utilizado o volume de 25 pl em volume final de 500 ul, gerando

concentragado final de 5 ug/ml.

n) o-dianisidina:
A o-dianisidina da Sigma de PM 317,2 foi armazenada a 4°C, em
frasco ambar, em concentragao de 0,1% em etanol.

o) Acido perclérico
O acido perclérico a 35% da Carlo Erba foi armazenado em t.a.

p) Tampao citrato:
O tampao citrato - pH 5,3 - foi preparado a partir de solu¢do a 0,2 M
de acido citrico e solugdo a 0,2 M de citrato de sédio.

q) Solugao substrato para determinagado espectrofotométrica da MPO:
Solugao substrato: A 10 partes de tampao citrato de sédio 0,1 M, pH 5,5,
foram adicionadas 1 parte de o-dianisidaina 0,1% em etanol, 1 parte de
solugdo aquosa a 1 mM de perdxido de hidrogénio e triton X-100 em
concentragéo final de 0,05%. Esta solugao foi preparada no dia do uso.

r) Heparina
A heparina 5.000 Ul/ml da Roche foi mantida em t.a.



3.4) Obtengdo de PMN por sedimentagdo em gradiente de densidade
(Ficoll-Hypaque):

Foram obtidos 10 ml de sangue de voluntérios sadios em jejum de 12
horas (Uhlinger, 1991). O sangue foi coletado em tubos plasticos e
utilizada heparina (50 Ul/ml de sangue) como anticoagulante (Czarnetzki,
1975). O sangue obtido foi diluido v.v com PBS Dulbecco (10mM), sem
glicose, pH 7,4. Em tubo de centrifuga de 50 ml de capacidade
previamente esterelizado, foram acrescentados 10 m| de Histopaque de
densidade 1,077 e adicionados cuidadosamente os 20 ml de sangue
diluido, formando uma interface entre o polimero e o0 sangue. O gradiente
assim montado foi centrifugado por 20 minutos em centrifuga clinica, com
rotor Swing, a 2500 rpm, em temperatura ambiente. Apés centrifugagao
foi observada a formagdo de 4 fases: a fase superior composta por
tampéo fosfato e plasma, a segunda fase em forma de anel, era composta
por mononucleares, a terceira fase composta por histopague e a ditima
fase, por eritrécitos e granulécitos. As camadas superiores foram
descartadas e a camada rica em granulécitos foram adicionados cerca de
15 ml de dextran a 5% em solugéo fisiolégica, homogeneizado e mantido
em temperatura ambiente por cerca de 30 minutos para a sedimentagdo
dos eritrécitos. A camada superior rica em granulécitos foi retirada com
auxilio de pipeta Pasteur, transferida a um novo tubo cénico e lavada com
tampao fosfato para retirar o excesso de dextran. O processo de lavagem
constava da adigdo do tamp3ao fosfato com posterior centrifugagéo por 5
minutos a 1500 rpm, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
submetido a lise hipoténica com agua destilada a 4°C. A isotonicidade foi
restabelecida 60 segundos apés com solugdo de NaCl a 2,7%,
acrescentado tampao fosfato Dulbecco (10mM) pH 7.4 com glicose
(1mg/ml} centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm (Boyum, 1968). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de
tampé&o fosfato Dulbecco (10mM) pH 7.4 com glicose (1mg/mi). A



suspenséao foi colocada em cAdmara de Neubauer para determinagéo do
numero total de células por ml, a viabilidade foi avaliada pelo método de
exclusdo do azul de Tripan e uma aliquota de 50 pl foi centrifugada em
citocentrifuga a 1000 rpm por 5 minutos e submetida a coloragdo panética
pelo método de May-Grinwald-Giemsa modificado por Rosenfeld
(Rosenfeld, 1947) para a avaliagao da populagao celular obtida.

3.5) Obtencao de PMN por sedimentacio em espontinea ou

isolamento parcial de leucécitos polimorfonucleares:

Foram obtidos 5 ml de sangue de voluntarios sadios em jejum de 12
horas (Uhlinger, 1991) colhidos em tubos plasticos conicos e utilizando
heparina como anticoagulante (50 Ul/ml de sangue) (Czarnetzki, 1975).
Os tubos foram mantidos a 4°C em inclinagdo de 45° por
aproximadamente 90 minutos com a finalidade de facilitar a sedimentagéo
dos eritrocitos. O plasma resultante rico em leucécitos e a camada
superior posicionada sobre os eritrocitos ja sedimentados foram retirados
com auxilio de pipeta Pasteur. O material obtido foi submetido a
centrifugagdo de 1500 rpm por 5 minutos em centrifuga clinica em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o infranadante
submetido a lise hipotdnica com agua destilada a 4°C. A isotonicidade foi
restituida com solu¢do de NaCl 2,7%. Foi adicionado tampao fosfato
Dulbecco 10mM, pH 7,4. O material foi centrifugado a 1500 rpm por 5
minutos sendo o sobrenadante descartado e o sedimento celular
ressuspenso em 1 mi de tampao fosfato Dulbecco 10mM, pH 7.4 com
glicose (1mg/ml). A suspensdo celular foi submetida & contagem giobal
em camara de Neubauer, onde foram feitas diluigdes de 1:20 com liquido
de Turk. Uma aliquota de 50 ul foi centrifugada em citocentrifuga por 5
minutos a 1000 rpm e submetida a coloragé@o pandtica pelo método de
May-grinwald-Giemsa modificado por Rosenfeld (Rosenfeld, 1947) para
avaliagdo da populagdo celular obtida. Foi feita ainda avaliagio da
viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan.
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3.6) Quantificagdo aproximada dos PMN presentes no sangue total:

O limite de detecg&o para reagdo de quimiluminescéncia em presenga
de células é da ordem de 10° células.

Baseando-se no fato de que um individuo sadio tem em média de
5.000 a 10.000 leucécitos por mm>, e que cerca de 50% da populagdo de
leucéeitos € constituida por PMN neutréfilos, foram utilizados 33ul de
sangue total (cerca de 1x10° céluias). Utilizando este volume de sangue
diluido em volume final de 2 mi de tampao fosfato Dulbecco, 10 mM, pH
7.4, foi obtida uma diluicdo de cerca de 60 vezes. Para evitar interferéncia
da hemoglobina, que possui um alto coeficiente de extingdo na regiso do
azul, conseqlentemente interferindo na reagdo de gquimiluminescéncia,
dilui¢des do sangue total de 1:1000 ou ainda maiores seriam ideais (Allen,
1986). Entretanto, diluigdes com esta ordem de grandeza apresentam o
inconveniente de também levar a uma diluigdo dos PMN, que para o
método proposto, se apresentam com numero inferior a sensibilidade
requisitada. Pode-se pensar em utilizar diluigées menores, dependendo
do grau de acuracidade que se procura para determinar a atividade de
burst de PMN (DeChatelet, 1881). Como a intengdo era avaliar o
comportamento dos PMN presentes no sangue total, pelo método
proposto, admitimos a diluigao de 1:60 (Bochev, 1993).

3.7) Aparelhagem utilizada

Para as reagdes de quimiluminescéncia foi utilizado um contador de
cintilagdo Packard, modelo Tricarb 1900TR, no modo fora de
coincidéncia. A temperatura da sala era mantida entre 22-25°C, com
auxilio de um condicionador de ar. As rea¢des eram feitas sem agitagao.
O nimero de ciclos era programado conforme o experimento, assim como
o tempo de contagem de cada ciclo.



A centrifuga utilizada era da marca Incibras, modelo Spin IV e n&o
apresentava refrigeracao.

A citocentrifuga utilizada era da marca Incibrds, modelo citospin.
Todos os citocentrifugados foram feitos utilizando-se 50ul de suspensdo
celular, centrifugados a 1000 rpm, por 5 minutos.

O espectrofotdmetro utilizado para monitorar a redugao de citocromo ¢
e para determinagdo da MPO era da marca Hitachi, modelo U3210, que

apresentava um controiador de temperatura que era mantida a 37°C.

3.8) Avaliagdo percentual da populagdo dos PMN presentes na
suspensdes celulares obtidas por sedimentagdo espontanea ou por

sedimentagdo em gradiente de densidade

Para avaliar a populagdo dos PMN presentes nas diferentes
preparagdes, foram feitos citocentrifugados das suspensdes celulares,
corados pelo método panético de May-Grinwald-Giemsa modificado por
Rosenfeld (Rosenfeld, 1947). As laminas coradas foram levadas ao
microscépio de luz, contadas 200 células e a porcentagem das diferentes
populag¢des foi calculada.

3.9) Avaliagdo da viabilidade celular dos PMN obtidos por
sedimentagdo espontinea ou por sedimentagdo em gradiente de
densidade

Todas as células, obtidas por sedimentagdo espontanea ou por
sedimentagdo em gradiente de densidade, foram submetidas a avaliagao
de viabilidade celular pelo método da exclusdo do azul de Tripan. S6
foram utilizadas, nos experimentos descritos, as prepara¢des que
apresentavam viabilidade igual ou superior a 90%.

Em lamina de microscopia foram adicionadas uma aliquota da
suspensao celular e uma aliquota equivalente de solugio de azul de
Tripan a 2% em solugso fisiolégica. Eram homogeneizadas e cobertas
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densidade, 4x10° células obtidas por sedimentagsio espontanea ou 33yl
de sangue total. E importante ressaltar que nos experimentos de CL,
redugdo do citocromo ¢ e degranulagdao foram adicionados diferentes
nimeros de células quando foram comparadas as células obtidas por
sedimentagdo em gradiente de densidade, sedimentagao espontanea ou
presentes no sangue total. Estas diferengas representam uma
normalizagdo média do nimero de PMN obtidos em cada processo de
separag¢do de células, e €, em média 96% de PMN na sedimentagdo em
gradiente de densidade, 60% de PMN na sedimentagdo espontanea e
cerca de 50% presentes no sangue total. Os PMN obtidos pelos
diferentes métodos, foram ativados por PMA (50ng/ml), Zy (2,5 mg/mi) e
FMLP (4x10° M). Para a detecgdo da ativagdo dos PMN o método
empregado foi a quimiluminescéncia utilizando luminol (1x10°M) e
lucigenina (2,5x10"°M) como sondas quimiluminescentes . Paralelamente
as reagdes com células na presenga dos estimulos foram feitos controles
das reagdes, ou seja, os mesmos sistemas na auséncia dos estimuios.
Todos os sistemas de reag&do continham volume final de 2 ml.

A figura 10 mostra o protocolo de reagdes com 16 sistemas para
determinagio de CL das células obtidas pelos diferentes métodos de
separagao.
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F1G.10: Esquema mostrando o protocolo de reagdes para avalia¢gdo da
quimiluminescéncia celular dos PMN obtidos pelos diferentes métodos.
Simbolos: sed esp: células obtidas por sedimentagsio espontanea; hist:
células obtidas por sedimentagio em gradiente de densidade; PMA;
acetato de forbol miristato; Zy: zymosan opsonizado; FMLP: tripeptideo
gquimiotatico formil-metionil-leucil-fenilalanina; LM: luminol; LC: lucigenina;
contr: controle.

Estes sistemas foram imediatamente levados a um contador de
cintilagdo, onde foram registradas as cpm obtidas em 14 ciclos de 6
segundos para cada sistema. Observar que os frascos de cintilagdo
tinham sua contagem de fundo (background) previamente avaliada. S6
foram utilizados quando apresentavam até 5000 cpm, segundo Allen,
1975.

Posteriormente foram montados 16 sistemas utilizando 33pul de
sangue total em volume final de 2 ml. Adicionava-se a sonda
quimiluminescente luminol (1x10° M) ou lucigenina (2,5x10° M) e os
estimulos (PMA, FMLP ou Zy) nas concentragBes anteriormente citadas.
Os controles foram feitos na auséncia de estimulos. Os sistemas
montados em duplicata e imediatamente levados a um contador de
cintilagdo, nas mesmas condigSes descritas para o ensaio anterior. A
figura 11 mostra o protocolo de reagdes com 16 sistemas para
determinagdo de CL dos PMN presentes no sangue total.
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FIG.11: Esquema mostrando o protocolo de reagdes para avaliagdo da
quimiluminescéncia celular de PMN presentes no sangue total. Simbolos:
sed esp. células obtidas por sedimentagdo espontanea; hist: células
obtidas por sedimentagdo em gradiente de densidade; PMA: acetato de
forbol miristato; Zy: zymosan opsonizado; FMLP: tripeptideo quimiotatico
formil-metionil-leucil-fenilalanina; LM: Iluminol; LC: lucigenina; contr:
controle. Todos os sistemas foram feitos em duplicata.

3.12) Avaliagdo da ativagdo dos PMN obtidos por sedimentagdo
espontinea ou por sedimentagio em gradiente de densidade através

da redugdo do citocromo c.

Superdxido produzido pelo sistema NADPH oxidase pode ser
monitorado pela redugdo do citocromo c¢ inibivel pela superoxido
dismutase (Flohé, 1984). Tipicamente este ensaio pode ser utilizado para
medir a atividade de 10° células (Jones, 1994). Para a medida do &nion
superéxido produzido por células totais o ensaio foi realizado em cubeta
de quartzo de 1 ml contendo 2x10° células obtidas por sedimentagio
espontanea ou 1x10° células obtidas por sedimenta¢do em gradiente de
densidade; 100uM de citocromo ¢ em tampé&o fosfato Dulbecco, pH 7 4,
10 mM, com glicose (1mg/ml). As cubetas foram mantidas por cerca de 2

minutos a 37°C para equilibrio do sistema. A produgéo de superéxido era
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de cintilagdo nas condicdes ja descritas, a concentragdo de até 10° M
apresentava valores mensuraveis.

Para avaliar o comportamento enzimatico ao longo do tempo foram
montados sistemas em frasco de cintilagdo em volume final de 2 ml de
tampao fosfato Dulbecco 10mM, pH 7,4, sem glicose. Foi adicionado
luminol, peréxido de hidrogénio e disparada a reagdo com a enzima,
variando suas concentragdes de 1 a 10x10® M. O sistema foi
imediatamente levado ao contador de cintilagdo e eram registrados 99
ciclos de 6 segundos.

Ainda com intuito de registrar 6 comportamento enzimatico ac longo
do tempo, foram feitas padronizagdes utilizando MPO de leucdcitos
humanos.

Para a padronizagdo de ensaios com MPO foi considerado que 1 Ul
de MPO é equivalente a 1 Ul de HRP. Sendo que 642 mg de HRP tem
50.000 Ui e que seu peso molecular é de 40.000, foram feitas conversdes
de valores de concentragdo da HRP para unidades. Baseados nestas
unidades foram feitas solugbes de MPO em tampao fosfato Dulbecco
(10mM, pH 7,4) correspondentes a grandeza de 10° M.

As concentragdes de MPO em Ul/ml foram de 0,001947; 0,003894,
0,007788; 0,015576; 0,031152 e 0,062304; correspondentes a 0,625;
1,25; 2,5; 5,0; 10 e 20x10™° M, respectivamente.

3.15) Avaliagdo da viabilidade celular dos PMN obtidos por
sedimentacdo espontianea ou por sedimentagdo em gradiente de

densidade ao iongo do tempo e na presenca de enhancer

As células obtidas por sedimentagdo espontanea ou por
sedimentacio em gradiente de densidade foram submetidas ao estudo de
viabilidade celular ao longo de 2 horas na presenga dos enhancers.

As células obtidas foram suspensas em tampao fosfato Dulbecco (10
mM, pH 7,4) e divididas em duas fragbes, uma delas foi mantida em
banho de gelo e a outra fragdo foi mantida nas mesmas condigdes em
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presenga do enhancer em concentragdes 10 vezes superiores aquelas
empregadas nos experimentos de enhancement. Imediatamente apés a
obtencdo celular foi avaliada a viabilidade celular do controle (tempo
zero), posteriormente foi adicionado o enhancer na segunda fragio de
suspensao celular e avaliada a viabilidade celular (tempo zero, para
células com enhancer). Foram retiradas aliquotas a cada 30 minutos e
feito estudo de viabilidade celular, para células na presenga do enhancer.
Para células controle apenas mais uma aliquota no tempo 70 minutos foi
avaliada.

3.16) Avaliagdo do 4-Br-fenol, 1-Br-2-naftol e luciferina como
possiveis enhancers da reagdo de CL nas condigdes propostas para
células.

Foram feitas padronizagdes prévias para avaliar se o método proposto
para células apresentava condigdes de enhancement. Em frascos de
cintilagdo em volume final de 2 ml de tampéao fosfate Dulbecco (10mM, pH
7.4) sem glicose foram adicionados luminol (1x10° M) e peréxido de
hidrogénio (1x10° M), os resultados obtidos foram considerados
background. Posteriormente, foi adicionada peroxidase (1x10° M),
imediatamente levados ao contador de cintilagdo- e os resultados foram
considerados como experimento sem amplificagdo. Finalmente, foi
adicionado enhancer. Como enhancers foram utilizados o 4-Br-fenol na
concentragdo de 0,5x10°M, o 1-Br-2-naftol na concentra¢io de 0,5x10"
M e a luciferina (4,5-dihidro-2-[6-hidroxi-2-benzotiazil]-acido-4-tiazol
carboxilico) na concentrag&o de 17.8x10°M. Foi utilizada também a
concentrag3o de 1,0x10° M de bromofenol, para avaliagdo da influéncia
da concentragdo do enhancer no método proposto.

3.17) Avaliagdo da quimiluminescéncia celular dos PMN obtidos por
sedimentacdo em gradiente de densidade ou por sedimentagio

espontdnea ou presentes no sangue total utilizando enhancers.
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Para avaliar se os diferentes enhancers poderiam melhorar os
resultados de CL para células foram montados 16 sistemas em frascos de
cintilago contendo 2x10° células obtidas por sedimentagiic em gradiente
de densidade e 4x10° células obtidas por sedimentagdo espontanea ou
33ul de sangue total em volume final de 2 ml de tampao fosfato Dulbecco
(10mM, pH 7.4). Foram utilizados PMA (50ng/ml), Zy (2,5 mg/ml) e FMLP
(4x10® M) como estimulos e f[uminol (1x10°® M) como sonda
quimiluminescente. Os sistemas foram montados adicionando-se,
iniciaimente, as células em volume final de 2 ml, posteriormente, o luminol
e os estimulos e finaimente o enhancer.

Foram feitos dois controles, o controle da reagdo de
quimiluminescéncia, que continha as células na auséncia dos estimulos;
e o controle da reagdo de enhancement, que continha as células, os
estimulos ou nido, na auséncia do enhancer. A figura 12 mostra o
protocolo de reagdes de CL para os PMN presentes nho sangue total na
presenga ou ndo dos enhancers.
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FI1G.12: Esquema mostrando o protocoio de reagdes para avaliagdo da
quimiluminescéncia celular dos PMN presentes no sangue total utilizando
enhancer e luminol. Simbolos; PMA: acetato de forbol miristato; Zy:
zymosan opsonizado; FMLP: tripeptideo quimiotatico formil-metionit-teucil-

fenilalanina; enh: enhancer, —: auséncia de enhancer, contr. controle.

A figura 13 mostra o protocolo de reag¢des de CL para os PMN obtidos
por sedimentagdo espontdnea ou por sedimentagdo em gradiente de

densidade na presenc¢a ou nao de enhancers.
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FIG.13: Esquema mostrando o protocolo de reagdes para avaliagdo da
quimiluminescéncia celular de PMN obtidos pelos diferentes métodos
utilizando enhancer, na presenga de luminol. Simbolos: sed esp: células
obtidas por sedimentagdo espontanea; hist: células obtidas por
sedimentagdo em gradiente de densidade; PMA: acetato de forbol
miristato; Zy: zymosan opsonizado; FMLP: tripeptideo quimiotatico formil-
metionil-leucii-fenilalanina; enh: enhancer, --; auséncia de enhancer,

contr: controle.

Os sistemas foram imediatamente levados a um contador de
cintilagdo e foram registrados 14 ciclos de 6 segundos.

Como enhancers foram utilizados Bromofenol (4-Br-fenol) na
concentragédo de 0,5x10°°M, Bromonaftol (1-Br-2naftol) na concentragéo
de 0,5x10°M e luciferina (4,5-dihidro-2-[6hidroxi-2-benzotiazil]-acido-4-
tiazol carboxilico) na concentragado de 17,8x10M.
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3.18) Avaliagdo da quimiluminescéncia do sobrenadante, na
presenca de enhancer, de células obtidas por sedimentagio
espontianea e tratadas com FMLP

Células (4x10°) obtidas por sedimentagido espontanea foram
incubadas em volume final de 500l de tamp#o fosfato Dulbecco (10mM,
pH 7.4) na presenga de FMLP (4>~:10“5 M) ou na auséncia do estimulo
(controle), durante 30 minutos a 37°C. Apéds este periodo foram
centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos e com o0 sobrenadante foi
avaliada a quimiluminescéncia na presenga ou na auséncia (controle) do
enhancer. O enhancer utilizado foi o bromofenol (0,96x10° M). A
quimiluminescéncia foi avaliada em um contador de cintilagao. Em frascos
de cintilagdo foram montados sistemas contendo 200ul de sobrenadante
celular, luminol (1x10% M) e enhancer 4-Br-fenol  (0,96x10° M) em
volume final de 2 m! de PBS Dulbecco (10mM, pH 7,4). Os controles
foram feitos na auséncia de enhancer. Observar que também foi montado
controle da rea¢d3o de quimiluminescéncia, que era composto por
sobrenadante de células n3o tratadas com estimulo (FMLP). A figura 14
mostra o protocolo de reagdes para avaliagéo da CL do sobrenadante dos
PMN em presenga ou nao do enhancer.
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FIG.14. Esquema mostrando o protocolo de reagdes para avaliagdo da
quimiluminescéncia do sobrenadante dos PMN obtidos por sedimentagao
espontanea na presenca de FMLP (4x10° M) ou na sua auséncia
(controle), utilizando enhancer e luminol. Simbolos: sed esp: células
obtidas por sedimenta¢do espontanea; FMLP: tripeptideo quimiotatico
formil-metionil-leucil-fenilalanina; enh: enhancer, -—: auséncia de
enhancer; cont: controle. Os sistemas foram feitos em duplicata.

3.19) Analise estatistica

Para a andlise dos resultados foram utilizados testes ndo
paramétricos, levando-se em consideragdo a natureza das variaveis
estudadas. Foram aplicados os seguintes testes:

1- Analise de variancia por postos de Friedman (Siegel, 1975), com a
finalidade de comparar os estimulos (PMA, Zy, FMLP e controle) em
relagdo a quimiluminescéncia, redugédo do citocromo ¢ e degranulagao.
Esta andlise também foi utilizada para comparar a existéncia de diferenga
com significAncia estatistica entre os processos de obten¢do de células
(sedimentagdo espontanea, sedimentagdo em gradiente de densidade e
PMN presentes no sangue total). Quando mostrou diferenga significante
esta andlise foi complementada pelo teste de comparag¢des multiplas
(Holtander, 1973). Neste teste confrontou-se cada estimulo contra o

controle.
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2- Teste de Wilcoxon para duas amostras ndo independentes (Siegel,
1975) com o objetivo de comparar, para cada estimulo, os processo de
separa¢do de células (sedimentagdo espontidnea e sedimentagdo em
gradiente de densidade). Este teste foi aplicado em separado, para o
método da degranulagdo e da redugdo do citocromo ¢. Quando este teste
foi aplicado para a comparagdo dos processos de separagdo
independente dos estimulos, utilizou-se a aproximag3do com a curva
normal (z calculado), em decorréncia do tamanho da amostra.

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel para a rejei¢ao da
hipétese de nulidade, assinalando-se com um asterisco os valores
significantes.
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TABELA 1: Estado de ativa¢iio celular segundo método de quimiluminescéncia entre os
diferentes processos de obtengio de células, sedimentagdo espontanea (sed), sedimentagio
por gradiente de densidade (hist) ou presentes no sangue total (sgtt), utilizando acetato de
forbol miristato (PMA), formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP), zymosan (2y) como estimulos

ceiufares, ou auséncia de estimulos (contr) em presenga de luminol ou lucigenina como
sondas quimiluminescentes.

Luminol

PMA Zy FMLP contr

sed hist sgtt sed hist  sgtt sed hist sgtt sed hist sgtt

10207 36624 2950 15781 37105 4324 5690 14167 3394 1340 7970 147
10049 35016 1936 10841 30095 2256 3377 6517 324 1011 9719 206
4584 3993 1577 7431 60308 2507 1219 9068 920 282 8212 265
8834 42451 2020 9974 12275 2134 2468 6964 1332 591 5928 175

X 8669 38507 1697 11006 34945 2244 3187 9179 1194 806 7207 198
DP2727 3333 585 3496 19879 1024 1880 3506 1334 464 2041 59

Lucigenina

PMA 2y FMLP contr

sed hist sgtt sed hist sgtt sed hist  sgtt sed  hist sgtt

844,2 6850 747,0 6599 13886 21209 3971 7235 3704 3476 5950 1254
6370 3984 4490 9594 12700 9923 2683 6598 1238 1179 2974 768
8220 8457 3950 10976 21344 6732 2434 5147 1345 1417 3229 964
4328 2137 6321 4533 12134 12935 1901 1683 4602 891 906 2199
4218 1804 556,0 6578 10424 12700 3181 4182 2720 1522 2139 1300

X 5516 4646 556,0 7656 14097 12700 2834 4699 2722 169,7 3039 1297
DP113,7 2924 1408 2589 4238 5380 785 2193 1466 1024 1862 54,9

X = média aritmética
CP = desvio padréio

Analise de variancia por Postos de Friedman
(Sedimentagéo espontanea x Sedimentagao em gradiente de densidade x Sangue total)
X?r critico = 5,99

Luminol
PMA Zy FMLP contr
X*r calc = 10,00* X?r calc = 10,00* X°r calc = 10,00 X’r calc = 10,00
Teste de comparagles Teste de comparagdes  Teste de comparacdes Teste de comparacbes
miltipias multiplas miultiplas multiplas
hist >agtt hist >sgtt hist >sgtt hist >sgtt
Lucigenina
PMA Zy FMLP contr

Xt calc =1,6 X’r calc= 4,8 Xrcalc =36 Xrcalc= 52







TABELA 2: Neutréfilos, presentes em sangue humano, obtidos por
sedimentagdo em gradiente de densidade, segundo o estado de ativagao

avaliado pelo método de quimiluminescéncia utilizando luminol ou

lucigenina como sondas quimiluminescentes acetato de forbol miristato

(PMA), formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP)
utilizados como estimulos ou auséncia de estimulos (contr).

Quimiluminescéncia

ou zymosan (Zy)

Luminol Lucigenina

PMA Zy FMLP contr PMA Zy FMLP contr
36623,7 37105,2 14166,9 7970,4 6850 13886 7235 5950
35016,0 300950 6517,1 9718,6 3984 12700 6598 2974
53655,0 685284 19856,9 675721 845,7 21344 514,7 3229
39936,1 60305,8 9069,0 5212,1 213,7 12134 1683 90,6
42450,9 122755 6964,4 5928,5 180,4 10424 4182 2139
média 41536,3 41662,0 11315,0 19280,4 4646 1409,7 4969 303,99

Analise de variancia por postos de Friedman

Sedimentagdo em gradiente de densidade

(PMA x Zy x FMLP x contr)
X?r critico = 7,82
Quimiluminescéncia
Luminol Lucigenina

X°r calculado = 9,96*

Teste de comparagdes

multiplas

Zy>controle

X*r calculado = 12,12*

Teste de comparag¢des

multiplas

Zy>controle
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TABELA 3: Neutréfilos, presentes em sangue humano, obtidos por
sedimentagdo espontanea, segundo o estado de ativagdo avaliado pelo
método de quimiluminescéncia utilizando luminol ou lucigenina como
sondas quimiluminescentes, acetato de forbol miristato (PMA), formil-
metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) ou zymosan (Zy) utilizados como
estimulos ou auséncia de estimulos (contr).

Quimiluminescéncia

Luminol Lucigenina

PMA 2y FMLP contr PMA 2y FMLP  contr

10207,4 157814 5689,6 1339,6 6442 659,9 3971 3476

10048,9 10841,5 3377,0 1068,0 637,0 9594 268,3 178,0

8030,9 164149 49426 26194 6220 109876 2434 1510

45844 7431,3 12186 282,3 4240 453,3 1901 89,1

98340 99736 24659 591,5 421,8 657,8 3181 1522
média 8741,1 12088,5 3538,7 1180,2 5498 7656 2834 1836

Analise de variancia por postos de Friedman
Sedimentagao espontanea
(PMA x Zy x FMLP x contr)
X?r critico = 7,82

Quimiluminescéncia

Luminol Lucigenina
X’r calculado = 15,00* X*r calculado = 15,20*
Teste de comparagdes Teste de comparagdes
multiplas multiplas

Zy e PMA > contr Zy e PMA > contr
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TABELA 4: Neutréfilos, presentes em sangue total humano, segundo o

estado de ativagdo avaliado pelo método de quimiluminescéncia

utilizando luminol ou lucigenina como sondas quimiluminescentes e
acetato de forbol miristato (PMA), formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP)
ou zymosan (Zy) como estimulos ou auséncia de estimulos (contr).

Quimiluminescéncia

Luminol Lucigenina

PMA 2y FMLP PMA 2y FMLP contr

2950,2 43236 33942 1466 7470 21209 3704 1254

1936,2 2256,2 323,6 2061 4490 9923 1238 76,8

1616,9 1699,0 692,2 822 39,0 673,2 1345 964

15771 25074 920,2 2654 632,11 1293,5 4602 2199

2020,0 21341 13325 175,0 556,0 1270,0 2720 130,0
meédia 2020,1 2584,1 1332,5 175,1 556,0 1270,0 2722 1297

Andlise de variancia por postos de Friedman
Sangue Total
(PMA x Zy x FMLP x contr)
X?r critico = 7,82

Quimiluminescéncia

Luminol

Xr calculado = 14,04*

Teste de comparagdes
multiplas

PMA > contr
Zy > contr

Lucigenina

X*r calculado = 15,00*

Teste de comparagdes
multiplas

PMA > contr
Zy > contr
















processo de separa¢ido, apesar das diferengas aparentes. A tabela 7
mostra os resultados obtidos.

O teste de Wilcoxon foi, ainda aplicado para o método da redugdo do
citocromo ¢, para a comparagao entre os dois processos de obtengdo de
células independente do estimulo. Os resultados sdo mostrados na tabela
8. Os valores obtidos para sedimentagdo em gradiente de densidade
foram significantemente maiores do que os obtidos para sedimentagéo
espontanea.
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TABELA 6: Neutréfilos, presentes em sangue humano, obtidos por

sedimentagdo espontanea, segundo o estado de ativagio avaliado pelo
método da redugdo do citocromo c, acetato de forbol miristato (PMA),
formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) ou zymosan (Zy) utilizados como

estimulos ou auséncia de estimulos (contr).

Redugéo do citocromo ¢

PMA Zy FMLP contr
0,0021 -0,0162 0,0001 -0,0009
0,0075 -0,0083 0,0006 0
0,0069 -0,0136 -0,0014 0
0,0053 -0,0003 0,0002 0,0004
média 0,0054 -0,0096 -0,0008 -0,0005

Andlise de variancia por postos de Friedman
Sedimentagdo espontanea
(PMA x Zy x FMLP x contr)
X% critico = 7,82

Redugéo do citocromo ¢

X*r calculado = 8,20*
Teste de comparag¢fes multiplas

PMA>controle
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TABELA 8: Estado de ativagéo celular segundo método de redugao do
citocromo c entre os diferentes processos de separagio de células,
sedimentagdo espontanea (sed) ou sedimentagdo em gradiente de densidade
(hist).
Teste de Wilcoxon
Z critico = 1,96

redugdo do citocromo ¢

Z calculado = 2,56

X hist= 0,0045
X sed = -0,0011

teste de comparagdes
multiplas

hist > sed













resultados obtidos para o sobrenadante livre de células, enquanto a figura
29 e a tabela 11 estam relacionadas aos dados obtidos de células
previamente tratadas com citocalasina B.

A tabela 12 mostra o teste de Wilcoxon aplicado para avaliar a
existéncia de diferen¢as significantes entre os processos de separagao de
células (sedimenta¢cdo em gradiente de densidade e sedimentagado
espontanea) em relagdo ao método de degranulagao. Devido ao tamanho
da amostra (n=4) n&o conseguimos detectar diferengas significantes entre
0s processo de separag3o, apesar das diferengas aparentes.

A tabela 13 mostra a mesma comparagzo da tabela 12, independente
do estimulo, este artificio foi utilizado com o intuito de verificar diferengas
significantes entre os processos de separagado de células.
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TABELA 10: Neutréfilos, presentes em sangue humano, obtidos por
sedimentagdo em gradiente de densidade, segundo o estado de ativagdo
avaliado pelo método da degranulagdo, acetato de forbol miristato (PMA),
formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) ou zymosan (Zy) utilizados como

estimulos ou auséncia de estimulos (contr).

Degranulagéo

sem citocalasina B

com citocalasina B

PMA Zy FMLP contr PMA Zy FMLP contr
2412 2707,0 4213 281,7 5294 82746 504859 332,0
2095 39965 2802 1014 1264 16655 5144 289,0
1253,7 9673,1 10754 22624 234,2 13163,6 90961,8 308,7
390,6 811,5 306,3 1952, 12275 9994,7 59981,5 348,2
meédia 4190 4297,0 5208 11496 5294 8274,6 504859 319,5

Analise de variancia por postos de Friedman
Sedimentagao em gradiente de densidade
(PMA x 2y x FMLP x contr)
X?r critico = 7,82

Degranulagado

sem citocalasina B

X?r calculado = 5,70

com . citocalasina B

X“r calculado = 9,90*

Teste de comparag¢des

multiplas

FMLP > contr
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TABELA 11: Neutrdfilos, presentes em sangue humano, obtidos por
sedimentagdo espontinea, segundo o estado de ativagdo avaliado pelo
metodo da degranulagdo, acetato de forbol miristato (PMA), formil-
metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) ou zymosan (Zy) utilizados como

estimulos ou auséncia de estimulos (contr).

Degranulacéo

sem citocalasina B

com citocalasina B

PMA 2y FMLP contr PMA 2y FMLP  contr
69,3 4254 862 3448 3516 2432 361,2 1441
429 178,8 102,2 948 128,7 1626 1011 106,8
107,9 5102,0 88,1 644 5538 1822 4808 41,3
676,2 863,8 1639 988,0 3724 3747 5018 2841
média 224 1 16425 1101 373,0 3516 240,7 3612 1441

Analise de variancia por postos de Friedman

(PMA x Zy x FMLP x contr)

X2 r critico = 7,82

Degranulagédo

com citocalasina B

X?r calculado = 5,70

sem citocalasina B

X?r calculado = 5,10
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TABELA 12: Estado de ativagéo celular segundo método de degranulagio em presenca
ou nao de citocalasina b (cit B) entre os diferentes processos de obtencéio de células,
sedimentac&o espontanea (sed), sedimentagio por gradiente de densidade (hist),
utilizando acetato de forbol miristato (PMA), formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP),
zymosan (Zy) como estimulos celulares, ou auséncia de estimulos (contr).

com cit B

PMA Zy FMLP contr
sed hist sed hist sed hist sed hist
69,3 2412 4254 27070 82,3 421,3 344 8 281,7
429 209.5 178.8 3996,5 1022 280,2 848 101.4
107.9 1253,7 5102.4 66731 88,1 1075.4 64.4 2262 .4
676,2 390,68 863.4 811,65 163.9 306,2 988,0 1649,1
2241 523.8 1642,5 42970 109.1 520.8 373.0 2147 .3

semcit B

PMA Zy FMLP contr
sed hist sed hist sed hist sed hist
3516 5294 2432 82746 3612 50485,9 144 1 3320
128.7 126.4 162.6 1665.5 1011 5144 106.8 2890
553.8 2342 182,2 13163,6 480.8 90961,8 41,3 3587
372.4 1227.5 3747 9994.7 501.,8 59981.5 284 .1 3482
3516 529 4 240,7 82746 361,2 50485,9 1441 332.0

Teste de Wilcoxon

(Processo de Sedimentagao espontanea x Sedimentagio em gradiente de densidade)

Degranulagao sem citocalasina B )

PMA Zy FMLP contr
T calc. = 7,00 T calc. = 9,00 T calc. = 10,00 T calc. = 8,00
Degranulagao com citocalasina B
PMA Zy FMLP contr
T calc. = 10,00 T calc. = 10,00 T calc. = 10,00 T calc. = 10,00


































Este resultado esta de acordo com os resultados para sistemas com
células onde foi verificado uma diminuigdo na emissao de luz.

Utilizando 2x10° céliml para células obtidas por sedimentacdo
espontanea e 1x10° cél/ml para células obtidas por gradiente de
densidade, foram feitos estudos de CL na presenga ou na auséncia de
enhancers frente aos estimulos (PMA, Zy ou FMLP) ou na auséncia de
estimulo (controle). Observar que as condigdes do sistema envolvem a
utilizagdo do tampdo fosfato pH 7.4. Sendo que as reagdes
quimiluminescentes envolvendo enhancement, descritas na literatura para
HRP, apresentam uma resposta maxima de amplificagdo com pH ao redor
de 8,6 (Thorpe e Kricka, 1986).

As figuras 39, 40 e 41 mostram os resultados obtidos com sistemas
celulares, de células obtidas por sedimentagdao espontanea,
sedimentagdo em gadiente de densidade e sangue total, na presenca de
4-bromo-fenol como enhancer. Os resultados obtidos na presenga dos
outros dois enhancers foram omitidos, pois ndo mostraram qualquer
amplificagdo das emissdes, como mostrado nos experimentos com MPO

comercial.
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5) DISCUSSAO:

Apesar de ndo existirem mamiferos bioluminescentes, ha algumas
células e tecidos capazes de gerar CL de ultra baixa intensidade, invisivel
a olho nu, mas detectavel por equipamentos sensiveis. Esta CL reflete
diversas reag¢des oxidativas que ocorrem no interior das células. Foi
observada CL em 6rgaos como figado, cérebro, pulmao e coragéo, tanto
in situ como em érgdos reperfundidos. Esta CL também foi verificada em
plaquetas (originaria de sintese de PG) e fagécitos (ativagao de células).
A CL pode ter origem em processos organicos ou inorganicos.

Os dois principais produtos responsaveis pelas emissdes celulares
sd3o carbonilas tripletes e oxigénio singiete. As carbonilas tripletes podem
ser formadas a partir de reagdes de oxidagdo de substratos organicos
com forma¢do de intermediarios dioxetanicos ou outras estruturas
altamente instaveis que, ao se clivarem, podem formar espécies
excitadas. O oxigénio singlete pode ser formado tanto por reagbes
organicas como por rea¢des inorganicas. Uma terceira possibilidade para
origem da CL de baixa intensidade é a transferéncia de energia de uma
molécula no estado excitado a um agente fluorescente endégeno, como
por exemplo, uma flavina. Existem quatro caminhos capazes de gerar
carbonilas tripletes ou oxigénio singiete, que s3o o0s principais
responsaveis pela CL de baixa intensidade: 1) caminhos que gerem
superoxido, por exemplo, cloroplastos + luz, peroxido de hidrogénio +
HOCI; 2) metabdlitos que gerem ERO (O2"; H202; ‘OH e hidroperéxidos)
que por sua vez oxidam substratos endégenos como lipideos ou
proteinas; 3) reagdes catalisadas por peroxidases, e 4) sintese de PG
(Campbell, 1988).

Fagécitos ativados por varios estimulos geram ERO (02" ; H20;; ‘OH;
10,) que, podem direta (no caso do '02) ou indiretamente (demais ERO)
gerar CL. O sinal luminoso pode ser amplificado por substratos de
reagbes quimiluminescentes como luminol ou lucigenina (Ginsburg e
cols., 1993; Westman, 1986). A ativagdo dos fagécitos pode ocorrer in
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vivo ou in vitro. Os PMN conhecidos como fagécitos profissionais exercem
importantes fungdes na defesa do organismo contra agentes invasores.
Estas células sdo a primeira linha de defesa do organismo produzindo
substancias microbicidas e, podem também, mediar a resposta
inflamatdria langando citocinas e levando a amplificagdo da resposta
(Gabrilovich e cols., 1994).

Os PMN exercem importante papel na homeostasia e em diversos
processos patologicos. Os graus de ativagdo dos PMN nestes processos
tém sido de grande interesse. Por exemplo, no caso da atrite reumatéide,
a presenca de PMN ativados parece estar relacionada com o quadro
clinico da doenga (Arnhold e cols.,1994). Gabrilovich, 1993 descreveu a
influéncia dos PMN ativados por antigenos do HIV na progress3o da
doenga. Nos individuos com doenga granulomatosa crénica, em que os
PMN séao inoperantes em relagéo a ativagdo de burstinfecgdes severas
sao recorrentes e podem levar até a morte destes individuos (Boxer,
1995). Estes exemplos mostram a importancia destas células e de seus
estados de ativagao frente as diversas patologias. Como conseqléncia, a
obtengdo e a influéncia que os processos de separagdo celular podem
exercer sobre as mesmas é fundamental. Inferéncias dos resultados
obtidos, levadas por uma ativagdo prévia das células dependente do
método de separagdo empregado e ndo necessariamente da patologia
em estudo, podem levar a erros de interpretagao.

Para avaliar se diferentes processos de obtengao de células poderiam
interferir no estado de ativagdo celular separamos as células por
sedimentagdo espontanea, por sedimentagdo em gradiente de densidade
ou utilizamos o sangue total e acompanhamos a CL na presenga de
luminol ou de lucigenina, a produgdo de anion superéxido pelo método da
redugdo do citocromo ¢, a degranulag@o do sobrenadante destas células
estimuladas em presenga de luminol e a possibilidade de amplificagao por
enhancers classicos da HRP (Thorpe e Kricka, 1986).

A populagao celular obtida pelos diferentes processos de separagao
foi avaliada através de extensdes coradas (Rosenfeld, 1947). O processo
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de separagdo por sedimentagdo em gradiente de densidade mostrou
maior homogeneidade contendo em média 95% de neutréfilos, 2% de
linfocitos, 1,56% de monécitos e 1,5% de eosintfilos. O processo de
separagao por sedimentagdo espontanea apresentou populagio mista de
células em média com 58,5% de neutréfilos, 32,5% de linfocitos, 7,5% de
monécitos e 1,5% de eosindfilos. Dentre estas células, além dos
neutréfilos, os mondécitos e eosindfilos respondem a estimulos e iniciam
burst oxidativo e processo de CL. A CL originaria dos monécitos e
eosintfilos €& respectivamente 10% e 400% daquela originaria de
neutréfilos.

A viabilidade celular imediatamente ap6és a obtencéo das células é
equivalente para ambos os processos (94%) e, ao final de 2 horas de
incubagao decresce cerca de 13%.

A CL de PMN na presenga de luminol é de uma a duas ordens de
grandeza maior do que aquela obtida na presenga de lucigenina. Os PMN
obtidos por sedimentag&o em gradiente de densidade apresentaram-se
mais ativados em relagdo aos PMN obtidos por sedimentagao espontanea
ou os presentes no sangue total mesmo quando avaliados sem a adi¢do
de qualquer estimulo. O grau de ativagdo na presenga de luminol como
amplificador de CL foi significantemente maior para PMN obtidos por
sedimentagdo em gradiente de densidade em relagdo aos presentes no
sangue total. Para os ensaios onde a lucigenina foi utilizada como
amplificador de CL a maior ativagdo dos PMN obtidos por sedimentagéo
em gradiente de densidade em relag&o aos outros processos se reproduz,
porém sem significAncia estatistica. Estes resultados sugerem que os
PMN obtidos por sedimentagdo em gradiente de densidade além de se
mostrarem mais ativados, em relagdo aos demais processos de obtengdo
de células, mostram que esta ativagdo depende principalmente do
caminho que requer MPO, pois sabemos que o luminol € um bom detector
do sistema MPO/H,0,/HOCI (Brestel, 1985) enquanto a lucigenina reage
com Oz (Faulkner e Fridovich, 1993).

128



Ainda em rela¢do a CL foi avaliada a resposta das células quando
estimuladas por zymosan, PMA ou FMLP em relagéo ao controle. Os
resultados mostraram estimulagdo celular com aumento da resposta de
CL, em relagdo ao controle, das células obtidas em todos os processos de
separagdo. As células obtidas por sedimentagcdo espontinea ou
presentes no sangue total apresentaram-se significantemente mais
ativadas quando estiimuladas por Zy ou por PMA, tanto na presenca de
luminol como de lucigenina. Quando as células foram obtidas por
sedimentagdo em gradiente de densidade apenas as estimuladas por Zy
apresentaram-se significantemente mais ativadas em relagao ao controle,
para qualquer dos amplificadores utilizados. A utilizagdo de PMA como
estimulo neste processo de obtengdo de células nao se apresentou
significantemente maior em relagdo ao controle pois em um dos
experimentos o controle apresentou uma emissdo muito elevada, superior
inclusive aquela obtida com o uso do estimulo. Este fato levou o teste
estatistico a ndo considerar o PMA com resultados maiores do que o
controle. O resuitado deste experimento isolado pode ter ocorrido por
diversos fatores:

- erro aleatdrio, associado a um erro técnico: variagdo no numero de
células do frasco controle, varia¢do na concentragdo do estimulo, ou a
sua degradagao, assim como, varia¢ao na concentragdo do luminol, etc.

- erro devido ao préprio equipamento. O contador de cintilagdo é usado no
modo fora de coincidéncia, ou seja, uma das fotomultiplicadoras esta
desligada, o que leva uma tendéncia a um erro maior. Este fato era
visualizado quando n&o consegulamos reproduzir alguns resultados de
alguns ensaios. Outro possivel fator de interferéncia nos resultados
obtidos seria a sedimentagao das células no fundo dos frascos, pois eles
se encontravam em repouso, diminuindo, assim, as interagdes com o
meio de reacgao.

E importante observar que a amplitude das emissdes de CL, quando
foi usado luminol, eram cerca de 2 e 10 vezes maiores para células
obtidas por sedimentagdo em gradiente de densidade em relagfo as
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quando as células foram estimuladas com Zy houve aumento das
emissbes porém ndo significantes. Ja para as células obtidas por
sedimentagdo espontdnea a presenga de citocalasina B nao parece
alterar as emissdes para nenhum dos estimuios utilizados. Foi aplicado
teste estatistico, que ndo conseguiu detectar diferengas significantes
entre os dois processos de obten¢do de células devido ao tamanho da
amostra (n=4), apesar das marcadas diferengas. A mesma comparagao,
ou seja, a utilizagado do mesmo teste estatistico porém nao se levando em
consideragdo o estimulo, mostrou que o processo de sedimentac3o em
gradiente de densidade é significantemente maior do que o processo de
sedimentagdo espontdnea (TAB. 13). Sendo assim, uma importante
observagao a ser feita, pelo conjunto de resultados obtidos na presenc¢a e
auséncia de citocalasina B, é que o processo de degranulagio extra e
intracelular esta aumentado nas células obtidas por sedimentagio em
gradiente de densidade.

Finalmente, uma das propostas deste trabalho foi o de avaliar a
possibilidade de amplificagdo do sinal de CL, obtido pela ativagdo de
PMN, com a adigdo de enhancers. Caso este enhancement fosse obtido
se viabilizariam estudos utilizando sangue total. O interesse em avaliar os
graus de ativagdo de células presentes no sangue total é importante, pois
além de facilitar a operacionalidade do método, evita-se também o
manuseio e o0 contato excessivo das células com reagentes que possam
interferir nos seus processos metabdlicos, mantendo-as, assim, em
condi¢gdes semelhantes as fisiolodgicas. Ainda importante é a utilizagao de
um menor nimero de células isoladas por qualquer um dos métodos.
Estas tém sido metas presentes em diversas pesquisas.

Com o intuito de amplificar as emissbes de CL, foram utilizados
enhancers classicos da enzima HRP, que é semelhante & MPO de
neutréfilos humanos.

Os enhancers podem ser divididos em trés classes: 1) fendis
substitufdos; 2) naftéis substitufdos; 3) 6-hidroxibenzotiazois (Thorpe e
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Kricka, 1986). Foram utilizados trés enhancers, o 4-bromo-fenol, o 1-
bromo-2-naftol e a luciferina, sendo um de cada classe respectivamente.

Os enhancers utilizados em concentragdes até 100 vezes superiores
aquelas utilizadas nos experimentos n3o levaram a perda de viabilidade
celular.

Todos os enhancers em presenga de HRP, per6xido de hidrogénio e
luminol, nas condigdes dos experimentos com células, mostraram-se
amplificadores de reacédo (FIG. 33, 34 e 35), entretanto a magnitude da
amplificagdo é muito menor do que a observada por Kricka e cols. nas
condigbes ideais, pH 8,5 (Thorpe e Kricka, 1986). Esta pequena
amplificagdo é perdida quando a HRP é substituida por MPO. Mesmo
assim, o 4-bromo-fenol foi ensaiado na presenga de células. Este
enhancer quando em presenga de células obtidas por qualquer um dos
dois processos de separagdo (sedimentagdo espontadnea ou
sedimentagido em gradiente de densidade) apresentou um aumento suave
das emissdes e proporcionalmente semelhante para ambos os processos.
Para o sangue total as emissdes sdo as mesmas daquelas obtidas na
auséncia do enhancer. O enhancement do sobrenadante de células
obtidas por sedimentacgédo espontanea e estimuladas por FMLP ou ndo
estimuladas (controle) em presenga de 4-bromo-fenol também apresentou
um suave aumento das emissdes em relagdo as células sem adigdo do
enhancer, porém este aumento ndo parece depender da presenga do
estimulo. A raz&o do insucesso de enhancement com MPO devera ser
elucidado em experimentos futuros.
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6) CONCLUSOES:

1) Nao foram observadas diferengas na viabilidade dos PMN obtidos
por sedimentagcdo espontanea ou por sedimentagdo em gradiente de
densidade. Apesar de nao significante, a CL ampilificada por luminol e por
lucigenina de PMN obtidos por sedimentagdo em gradiente de densidade
mostrou uma clara tendéncia a ativagdo, mesmo na auséncia de qualquer
estimulo. Por outro lado, quando comparados a PMN presentes no
sangue total, as diferengas foram significantes. A avaliagdo através da
redugdo do citocromo ¢ mostrou que as células obtidas pelos dois
diferentes processos de separagcdo (sedimentagdo espontdnea ou
sedimentagdo em gradiente de densidade) foram significantemente
diferentes com maior produgao de anion superéxido pelas células obtidas
por sedimentacdo em gradiente de densidade. As células presentes no
sangue total ndo puderam ser avaliadas por este método devido a forte
interferéncia da hemogiobina no meio de reagao.

2) A avaliag3o da liberagédo de MPO para o meio extracelular mostrou
que o processo de sedimentagdo em gradiente de densidade leva a uma
significantemente maior liberagdo da enzima em relagdo ao processo de
sedimentagao espontanea. Este resultado é confirmado na preseng¢a de
citocalasina B, um inibidor classico da fagocitose. As células obtidas pelo
processo de sedimentagdo em gradiente de densidade e estimuladas por
FMLP ou Zy em presen¢a de citocalasina B mostraram maior CL do que
as obtidas por sedimentagdo espontanea.

3) Os enhancers classicos do sistema HRP/H202/Luminol parecem
n3o ser eficientes para o sistema MPO/H202/Luminol. O insucesso da
amplificagéo do sistema MPO devera ser elucidado em estudos futuros.
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7) RESUMO:;

Neutrofilos polimorfonucleares (PMN) tém um importante papel na
defesa do hospedeiro contra infec¢des. Estas células produzem grande
quantidade de espécies reativas de oxigénio (especialmente, O>" e H;05)
com atividade microbicida. Muitos estudos in vitro tém sido usados para
estimar a produgdo de espécies reativas in vivo. Nestes estudos PMN
isolados de sangue periférico por gradientes de densidade (gradiente de
Ficoll-Hypaque e sedimentagdo em dextran) sd3o comumente usados.
Este método resulta na obtengdo de alta homogeneidade celular,
entretanto, leva a prévia ativagd@o celular devido a perturbagdes na
membrana. Neste trabalho foi comparada a produgdo de espécies
reativas de oxigénio por PMN obtidos por gradiente de densidade
(1x10°cels/ml) com PMN obtidos por sedimentagao éspontanea
(2x105ceislml) ou presentes no sangue sem dqualquer manipulagio.
Embora o processo de sedimentagdo espontanea nao leve a uma
populagdo celular homogénea, é suposto que preserve as células de
estimulagd@o durante o isolamento.

A producdo de O2" e a ativagéo do sistema H20,/MPO foi monitorada
respectivamente por quimluminescéncia dependente de lucigenina
(2,5x10%M) e luminol (1x10°M). A produgio de Oy foi também monitorada
pela redugao do citocromo c. A produgdo de O2" e a ativagdo do sistema
H,0./MPQO foram maiores para as células isoladas por gradiente de
densidade com ou sem qualquer estimulagdo (2,5 mg/ml de zymosan
opsonizado, 50 ng/ml de acetato de forbol miristato e 4x1 0%M de formil-
metionil-leucil-fenilalanina). Adicionalmente a liberagdo de MPO foi
significantemente maior para as células obtidas por gradiente de
densidade quando comparadas as células obtidas por sedimentagao

espontanea.
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Os amplificadores classicos da reagdo HRP/H202/luminol parecem ser
ineficientes para as reagdes do sistema MPO/HO./luminol. A razio para
esta auséncia de amplificagdo deverd ser elucidada em estudos
posteriores.

Este trabalho mostra claramente que os processos de obten¢gd@o de
PMN devem afetar respostas celulares importantes, contribuindo para
alguns erros de interpretagé@o de resultados obtidos in vitro.
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8)ABSTRACT:

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) have an important role in the
host defense response to infection. These cells produce large amounts of

reactive oxygen species (02" and H,0,) with microbicidal activity. Several

in vitro studies have been used in order to estimate the yield of reactive
species in vivo. In these studies PMN isolated from peripheral blood by
density gradients (Ficoll-Hypaque gradient and dextran sedimentation) are
commonly used. This method yield a high homogeneity in cellular
population whereas leads to prior celiular activation due to membrane
perturbation. In this work it was compared the reactive oxygen production
of PMN isolated by density gradient (1x105 celis/mL) with PMN obtained
by spontaneous sedimentation (2.5x105 cells/mL) or present in blood
withou any manipulation. Although spontaneous sedimentation does not
lead to a homogeneous cellular population it is suppose to preserve the
cells from spurious stimulus during isolation.

The production of O2" and the evaluation of the H,O,/mieloperoxidase

(MPO) system was followed by lucigenin (2.5x10-5M) and luminol

(1x10-5M) enhanced chemiluminescence, respectively. O2" production
was also followed by cytochrome ¢ reduction. Both, Oz and MPO/H;0;
system, were higher for cells isolated by density with or without any added
stimuli (2.5 mg/mL opsonized zymosan, 50 ng/mL phorbol myristate
acetate and 4x10-6M N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine).
Furthermore, the release of MPO was significantly higher for cells obtained
by density gradient when compared to cells obtained by spontaneous
sedimentation.

The classical enhancers of the HRP/H,O./luminol reaction seems to
be ineffective for the MPO/H;O./luminol reaction. The failure of this
enhancement haven't known and may be elucidate in future studies.
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