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Resumo

Moreira M. R. Efeito da corticosterona sobre a fagocitose e producédo de espécies
reativas de oxigénio mediado por macréfagos peritoneais de camundongo: papel do
acido araquidbnico. 2009. 111f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2009.

Neste estudo investigamos os efeitos da corticosterona em macrofagos
peritoneais de camundongo estimuladas por receptores Fcy e de manose/fucose
através da capacidade fagocitica e producdo de espécies reativas de oxigénio. A
fagocitose foi avaliada por microscopia otica e por citometria de fluxo e a producéo
das espécies reativas por quimioluminescéncia dependente de luminol (QLIum) e
qguimioluminescéncia dependente de lucigenina (QLluc). Posteriormente, avaliamos
o efeito do &cido araquidbnico frente a inibicAo desses processos pela
corticosterona. Os resultados obtidos mostraram que a corticosterona (10°mol/L)
tem uma acdo inibitéria sobre a fagocitose mediada por imunocomplexos de
hemacias de carneiro (EA), no entanto ndo altera a fagocitose de imunocomplexos
de OVA (IgG/OVA) nem de zimosan. Utilizando inibidores especificos da fagocitose
e da endocitose como a nistatina, a clorpromazina e a citocalasina B, verificamos
que tanto a interiorizagdo de EA como de IgG/OVA sdo dependentes da
polimerizacdo de actina G e de clatrina. Na avaliacdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio na presenca do hormdnio, nossos dados demonstraram que a
corticosterona diminuiu a producdo de superoxido induzida por ambos os estimulos
(IgG/OVA e zimosan), mas ndo alterou a producao total de espécies reativas. Ao
adicionar acido araquiddnico aos macrofagos, verificamos uma reversdo da inibicao
promovida pela corticosterona na fagocitose de EA. Além disso, observamos que a
atividade da fosfolipase A, (PLA;) dos macréfagos é diminuida pela corticosterona.
Esses resultados sugerem que a inibicdo das func¢des dos macréfagos pela
corticosterona ocorre devido a uma diminuicdo na liberacdo do &cido araquiddnico,

através da inibicdo da atividade da PLA..

Palavras-chave: Macrofagos, fagocitose, burst oxidativo, corticosterona.



Abstract

Moreira M. R. Effect of corticosterone on the phagocytosis and production of reactive
oxygen species mediated by peritoneal macrophages of mice: role of arachidonic
acid. 2009. 111f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2009.

In this study, we investigated the effects of corticosterone on the mice
peritoneal macrophage phagocytic activity and reactive oxygen species generation
stimulated by Fcy and mannose/fucose receptors. The phagocytosis was evaluated
by optic microscopy and flow cytometric system and the generation of reactive
oxygen species by luminol- (QLIum) and lucigenina-enhanced chemiluminescence
(QLIlum and QLluc, respectively). After that, we evaluated the effect of arachidonic
acid against the inhibition achieved by corticosterone in these processes. The results
obtained showed that the corticosterone (10°mol/L) had an inhibitory activity on the
phagocytosis mediated by immunocomplexes of sheep red cells (EA), however no
change was observed in the phagocytosis of immunocomplex of OVA (IgG/OVA) and
zymosan. Using specific inhibitors of phagocytosis and endocytosis as nystatin,
chlorpromazine and cytochalasin B, we assessed that the interiorization of EA and
IgG/OVA was dependent of actin G and clathrin polymerization. In the assessment of
reactive oxygen species production in the presence of hormone, our data
demonstrated that the corticosterone decreased the superoxide production by both
stimuli (IgG/OVA and zymosan) but it do not affect the total production of reactive
species. When arachidonic acid was added to the macrophages, the corticosterone-
mediated inhibition of EA phagocytosis was abolished. In addition, we observed that
the activity of macrophage phospholipase A; (PLA,) was reduced by corticosterone.
These results suggested that the inhibition of macrophage functions by
corticosterone was due to a decrease on the release of arachidonic acid via the

inhibition of PLA, activity.

Keywords: Macrophages, phagocytosis, oxidative burst, corticosterone.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - ESTRESSE

A relagao entre o estresse e o sistema imune ha muito tempo é pesquisada e
reconhecida. Varios estudos abordam como o estresse atua no sistema imune (Sl)
do organismo e qual seria a contribuicdo dos mediadores quimicos liberados pelo
sistema nervoso central nas respostas imunes celulares. Varios agentes estressores
sao utilizados como ferramenta para estes estudos, como frio, calor, imobilizagao,
natacao forgcada, choques nas patas, estresse social devido ao confronto, entre
outros.

O trabalho pioneiro de Hans Selye mostrou que o Sistema Nervoso Central
(SNC) esta diretamente ligado a resposta ao estresse e que estas respostas
influenciam diretamente o Sl. Selye observou que o estresse causava aumento no
tamanho da adrenal, hipotrofia do timo e linfonodos e demonstrou que estes efeitos
eram dependentes de um eixo funcional entre a hipofise e a adrenal (SELYE, 1955).

Outro estudo que demonstrou a interagdo do SNC e o Sl foi o de Ursine et al.
(1994) onde o estresse psicolégico foi capaz de produzir alteragées na fungao imune
de linfécitos.

Varios trabalhos demonstram que exposicoes de animais a agentes
estressores promovem a liberacdo de mediadores quimicos que modulam respostas
imunes como o processo fagocitico, burst oxidativo de fagécitos, liberagdo de
citocinas, mediadores lipidicos, dentre outros (FRANCHIMONT, 2004).

De fato, existe uma relacao reciproca entre SNC e SlI, frente ao estresse,

onde o SNC se comunica com o Sl via neuropeptideos, neurotransmissores e



horménios, enquanto o Sl, através de citocinas, 6xido nitrico e prostaglandinas,
informa ao cérebro qualquer alteracdo na homeostasia.

A resposta ao estresse esta centrada principalmente na atividade do eixo
hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) e no sistema nervoso simpatico (SNS), que
culmina na liberagdo de glicocorticoides e catecolaminas, epinefrina e
noroepinefrina. Uma vez liberados esses horménios ativam as células do nucleo
paraventricular (PVN) do hipotalamo para liberarem horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e arginina vasopressina (AVP). O controle da atividade do eixo
HPA é exercido principalmente no PVN.

Esses peptideos sao transportados através das projecdes de axdnios até o
sistema porta hipofisario para liberarem proopiomelanocortina (POMC), pelas células
corticotroficas da pituitaria anterior, que é clivada originando o adrenocorticotrofina
(ACTH), B - endorfina e hormdnio estimulador de melandcitos (o - MSH). O ACTH,
através da corrente sanguinea, chega até as glandulas adrenais onde estimula
principalmente a liberagdo de glicocorticoide, corticosterona nos roedores e cortisol
nos primatas (MORANO et al. 1994; STRATAKIS; CHROUSOS, 1995).

A ativagdo do eixo HPA e a consequente producdo dos glicocorticéides
durante o estresse sdo um dos principais mecanismos responsaveis pelas
alteragdes da resposta imune. Os glicocorticoides sdo capazes de inibir a transcricdo
de inumeras citocinas, como interleucina 1, 13 e 5, fator de necrose tumoral e fator
estimulante de coldnias. Assim, um dos mecanismos mais relevantes na modulagao
da resposta imune pelo estresse via ativacdo do eixo HPA desenvolve-se por
alteragdes no chamado balango TH1/TH2 (WICK et al. 1993; ALVES; PALERMO-

NETO, 2007).



O grau de ativagao do eixo HPA difere de acordo com cada tipo de estresse.
As concentragdes fisioldgicas dos glicocorticoides estdo na faixa de 350nmol/L e
950nmol/L, enquanto que as concentragdes farmacoldgicas (concentragées maiores
que as fisiolégicas) resultam em respostas mais severas como diminui¢ao brusca da
fagocitose e da liberagdo de espécies reativas de oxigénio por fagocitos
profissionais, sendo tais resultados observados em varios trabalhos (SESTI-COSTA,
2005).

Os glicocorticoides regulam varias fungdes no organismo como, crescimento,
metabolismo, desenvolvimento e alteragcdes na resposta imune. Desempenham um
papel importante na preservagcdo da homeostase e nas respostas ligadas ao
estresse. Representam uma das drogas mais extensamente prescritas
mundialmente em casos de tratamento de doencas inflamatdrias, autoimunes e linfo-
proliferativas (CHARMANDARI et al. 2004).

Alguns trabalhos demonstraram o aumento destas substancias no organismo
frente a um estresse. Destaca-se o trabalho de Bhatmagar e Dallman (1998) onde
observaram que em animais imobilizados durante 30 minutos ocorre um aumento da
corticosterona e ACTH, no entanto, quando os animais foram submetidos ao frio
(4°C) por 4 horas diarias durante sete dias (estresse crénico), ocorre uma diminui¢gao
destes hormdnios. Dessa forma, dependendo do grau de ativagdo do eixo HPA a
resposta de liberagdo de determinados horménios difere, podendo assim alterar a
resposta imune do organismo.

Segundo estudos realizados por Kizaki et al. (1996) o SI de camundongos
expostos ao frio agudo altera-se severamente, com aumento de glicocorticoides e

interferéncias com as fungbes dos fagdcitos mononucleares. Estas alteragdes



hormonais sao devido ao estresse que modifica a concentracdo de neuropeptideos,
que determinam a eficiéncia ou a ineficiéncia da resposta imunoldgica.

Definem-se dois tipos de estresse: o estresse agudo que se relaciona a uma
ameaca imediata e apos este evento, que dura minutos a horas, ha uma resposta de
relaxamento. Dhabhar (2002) sugere que a resposta ao estresse agudo prepara 0s
sistemas nervoso, cardiovascular, muscular e neuroenddcrino para luta ou fuga, e
também o sistema imune para os desafios impostos pelo agente estressor. Por outro
lado, o estresse cronico, que dura dias, meses ou anos, podem levar a
imunossupressdo. Hormdnios envolvidos na resposta ao estresse, como o0s
glicocorticéides, podem inibir a sintese de prostaglandinas e de citocinas, bem como
a atividade macrofagica e a proliferagéao de linfocitos.

Vérias investigagdes tém demonstrado uma significativa interacdo entre o
estresse e a saude. Esta associagao parece estar particularmente ligada a doengas
no sistema imune, devido ao aumento da susceptibilidade a infecgdes, doencas
atopicas, asma e também doengas como o cancer (MARSHALL et al. 2001).

Baccan et al. (2004) observaram que em macrofagos peritoneais incubados
com a corticosterona, ocorre alteragbes no processo fagocitico de hemacias
opsonizadas com IgG. Esta alteragdo ocorreu com tempo minimo de 10 minutos,
sendo assim um processo nado gendmico. Sesti-Costa (2005) verificou que a
fagocitose de células apoptéticas por macréfagos peritoneais ativados com LPS é
diminuida frente ao horménio corticosterona.

Diversos pesquisadores tentam explicar os mecanismos ndao genémicos que
promovem alteracdes no sistema imune. E sabido que os glicocorticdides
atravessam facilmente a membrana plasmatica e ligam-se aos seus receptores

especificos, os receptores de glicocorticéides (GR) ou receptores para



mineralocorticéides (MR) presentes no citoplasma. Os receptores MR se ligam com
alta afinidade aos glicocorticéides, como a corticosterona, e os receptores GR com
baixa afinidade. Quando as concentragdes de corticosterona no plasma sao baixas
os receptores predominantemente ocupados sdo os MRs ao passo que com
aumento dos niveis de corticosterona, devido ao pico do ciclo circadiano, ocorre a
interacdo com os GRs além do MRs (MULLEN, 1995).

O mecanismo genbmico envolve a ligacdo de glicocorticoides com os
receptores intracelulares seguido de uma translocagao receptor-esterdides para o
nucleo, com modulacdo subsequente de transcricdo e traducdo de sintese de
proteinas, que modula positivamente ou negativamente a fungao celular. Todo este
processo gendmico é lento normalmente requer mais de uma hora, sendo assim
considerado um mecanismo classico de resposta aos esterdides (ROUSSEAU,
1984; ISMAILI; GARABEDIAN, 2004) (Figura 1).

Existem também respostas rapidas aos glicocorticoéides, sendo estes efeitos
considerados nao genémicos. A teoria ndo genémica tem sido descrita para todas as
classes de esterdides sendo que em muitos casos estdo associados a membrana
plasmatica.

Existem algumas explicagdes para a agao ndo gendmica de esterdides. Uma
delas sugere que seja decorrente da insercdo destes na membrana fosfolipidica,
alterando a fluidez de membrana. Outras evidéncias sugerem o envolvimento de
receptores de esterodides classicos, mediando respostas rapidas como, por exemplo,
receptores de estrégeno, que sédo bloqueados por antagonistas especificos, sendo
indiferentes a acédo de drogas que inibem a transcricdo génica, como actinomicina D

(FALKENSTEIN et al. 2000).



Falkenstein et al. (2000), utilizando leucécitos mononucleares humanos e
células musculares lisas vasculares, observaram a ag¢do nao genbmica da
aldosterona ou fluodrocortisona, e detectaram a geragao de inositol trifosfato (IP3)
dentro de 30 segundos, com um ICsy de aproximadamente 0,1nM. Em relacédo a
producao de diacilglicerol (DAG), observou-se aumento em células musculares lisas
dentro de 30 segundos por adigdo de concentragcbes sub-nanomolares de
aldosterona, e concentracdes supra-micromolares de cortisol.

Neste trabalho utilizamos a corticosterona para mimetizar o estresse in vivo,
que em altas concentragbes afeta o organismo por atuar em diferentes células do

sistema imune.

Glicocorticoides

Corticosterona

Figura 1 — Esquema da agdo dos receptores de glicocorticoides. Esse € um mecanismo genémico
classico que envolve a ligacdo de glicocorticoides com os receptores intracelulares seguido de uma
translocagao receptor-esterdides para o nucleo, com modulagdo subseqiiente de transcricdo e
tradugao de sintese de proteinas. Adaptado de Webster et al. (2002). Abreviaturas: GR: Receptor

para glicocorticéides.



1.2 — MACROFAGOS

O termo macrofago foi introduzido na literatura em 1893 por Metchnikoff para
descrever células capazes de fagocitar microrganismos e que desempenham um
papel fundamental no mecanismo de defesa do organismo. Estas células fazem
parte do sistema mononuclear fagocitico que também compreende células
progenitoras da medula éssea, promondcitos, monécitos do sangue periférico e
macrofagos existentes nos tecidos. Os mondcitos permanecem na circulagao por
cerca de 1-3 dias, periodo apds o qual migram para os diversos tecidos, onde se
diferenciam e formam populagbes de macréfagos residentes, com o tempo variando
entre 2 — 4 meses (AUGER; ROSS, 1992).

Durante a diferenciacdo dos mondcitos para macréfagos ocorrem varias
mudancgas, como o aumento do tamanho (25-50 ym de didmetro). Os macrofagos
possuem nucleo irregular, com um ou mais nucléolos, cromatina pouco condensada,
citoesqueleto bem desenvolvido, inumeras projegdes citoplasmaticas, grande
numero de lisossomos, complexo de Golgi e mitocdndrias, € expressao de diversos
receptores de superficie, como os de imunoglobulina e complemento (CLINE;
GLODE, 1973).

Essas células constituem a primeira linha de defesa do organismo,
influenciando varios aspectos da resposta imune e inflamatéria. Desempenham um
papel fundamental na unido entre os sistemas imune inato e adaptativo.

Os glicocorticéides atuam diretamente no S| como descrito anteriormente,
assim se torna importante pesquisar sobre a agcdo desses horménios nas ceélulas

ligada a resposta imune.



1.3 - RECEPTORES

O reconhecimento primario de patdégenos ocorre através de receptores de
membrana plasmatica. Estas moléculas protéicas compreendem receptores de

imunoglobulinas, receptores de complemento, lectina, scavenger, dentre varios

outros (Figura 2).
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Figura 2 - Receptores e vias de sinalizagdo envolvidas na fagocitose de microorganismos. Varios
receptores reconhecem simultaneamente microorganismos através de ligagao direta com a superficie
dos microorganismos ou por opsoninas ligada a eles. Este reconhecimento através dos receptores
ativam vias de sinalizagao intracelulares. Adaptado de Underhill e Ozinsky, (2002). Abreviaturas: 1gG:

imunoglobulina G, PI: fosfatidilinositol.

Trataremos em nosso trabalho dos receptores para porgéao Fc de IgG (FcyR) e
de manose/fucose. Estes receptores controlam as atividades dos macrofagos tais

como: crescimento, diferenciagcdo, ativagdo, migragdo, endocitose e secregao.
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Portanto, sdo importantes em processos fisioldégicos e patoldgicos, incluindo a
defesa do hospedeiro, inflamagdes e reparos (GORDON et al. 1998).

Os receptores FcyR sao subdivididos em trés classes principais FcyRI (CD64),
FcyRIlI (CD32) e FcyRIll (CD16) que sdo codificados por genes distintos, sendo que
alguns destes genes tém multiplos exons e a selecéo entre estes, na jungdo do RNA
mensageiro pode gerar proteinas diferentes. A analise da sequéncia dos RNAs
mensageiros indica a ocorréncia de varias isoformas das trés principais classes de
FcyR (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 2005).

FcyRI (CD34) é uma glicoproteina de alta afinidade para IgG, podendo ligar a
IgG monomérica. Estad presente constitutivamente em mondécitos e macrofagos
podendo ser induzido em neutrofilos. Os FcyRIl (CD32) sdo mais amplamente
distribuidos entre as células humanas e os FcyRIll (CD16) sdo receptores
considerados de média afinidade.

Estas classes de receptores sdo caracterizadas pela presenca de motivos
ITAM (motivo ativador baseado em tirosina) e ITIM (motivo inibidor baseado em
tirosina) presentes no receptor FcyRIl o qual inibe a ativagéo celular (Figura 3A).
Todas as classes de receptores possuem ITAM e na classe FcyRIl observa-se a
presenca de ITIM sendo que a isoforma FcyRlla é ausente em camundongos
(RAVETCH ; BOLLAND, 2001)

Macrofagos ativados por estes receptores geram uma sinalizag&o intracelular
caracterizada pela fosforilagdo da tirosina dentro dos motivos ITAM apds o
agrupamento dos mesmos, resultando em diversas alteragdes funcionais,
bioquimicas e morfologicas. Esta fosforilagdo se deve a familias de quinases src.
Cada classe de FcyR ativa proteinas quinases especificas pertencentes a este

grupo, por exemplo, as quinases Ick, lyn e fgr. O segundo grupo de quinases que se
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tornam ativadas é a familia syk (RAVETCH; BOLLAND, 2001; MARZOCCHI-
MACHADO; LUCISANO-VALIM, 2005).

O processo de reconhecimento de patdégenos pelos fagécitos pode envolver
multiplas interagdes ligante-receptor com opsoninas, como imunoglobulinas,
componentes do complemento, os quais amplificam as atividades celulares para
internalizacdo dos agentes patogénicos (ADEREM; UNDERHILL, 1999;

UNDERHILL; OZINSKY, 2002).
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Figura 3 - (A): Representacdo esquematica dos receptores Fcy (Adaptado de Ravetch; 2002), (B):
Estrutura de uma B-glucano que compreendem o maior componente de muitas paredes celulares de
fungos e ocorrem de forma linear (ligagdo 1,3) ou ramificada (Adaptado de Herre et al. 2004). (C):

Receptor de dectina, ITAM: Motivos de ativagdo (Adaptado de Tsoni et al. 2008).

A geracao de fragmentos do sistema complemento, como C3b e C4b, que
atuam como opsoninas, ocorre por trés vias distintas conhecidas como classica,

alternativa e das lectinas. Em todas estas vias de ativacdo desencadeiam-se
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sequéncias de reacbes enzimaticas e nao enzimaticas, gerando fragmentos de
ativacdo bem como macromoléculas resultantes da associacido destes varios
componentes os quais sdo mediadores de muitas fungdes biolégicas importantes,
como a participagao na resposta inflamataéria até a lise celular (WALPORT, 2001).

Todas estas vias compartilham um passo comum, o de ativar o componente
central C3, mas os passos iniciais bioquimicos sao distintos. A via classica é ativada
por imunocomplexos (anticorpo+ antigeno), e € iniciada quando o componente C1
(complexo protéico formado por C1q, C1r e C1s), se liga a sitios especificos
presentes nas imunoglobulinas, o que leva a uma modificagdo na estrutura de C1 e
a ativagao das pro - enzimas C1s e C1r. A partir deste evento, varios componentes
a fragmentos se originam, sendo um destes componentes a C3 convertase (C4b2a),
que cliva C3 resultando em dois fragmentos, C3a e C3b (CAMPBEL et al. 1980). O
C3b se associa com o complexo C4b2a formando a C5 convertase da via classica
(C4b2a3b) que cliva o componente C5 em dois fragmentos, C5a e C5b. O
componente menor C5a se difunde para o meio € o componente maior C5b da inicio
a ativacao da via terminal do complemento.

A via das lectinas € ativada quando ocorre uma ligagdo dos polissacarideos
presentes na superficie de uma variedade de microorganismos com as lectinas
circulantes como MBLs (lectina ligadora de manose) e lectina tipo C, (NETH et al.
2000) o que culmina na ativagao das MBL - MASP (Complexos de serina proteases).
A enzima MASP-2 cliva entdo os componente C4 e C2, gerando C3 convertase,
C4b2a. Os passos seguintes de ativagado sao similares aos da via classica.

Por ultimo temos a via alternativa do sistema complemento, proposta desde
1954, cuja ativagdo pode ser mediada por varias moléculas presente na superficie

de microorganismos tais como lipopolissacarideo, independentemente da formagéao
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de complexos antigeno - anticorpo (PILLEMER et al. 1954; FEARON ; AUSTEN,
1975).

O componente C3 presente na fase fluida pode ser clivado através de
proteases ou pela agédo nucleofilica da agua dando origem aos fragmentos C3a e
C3b. O fragmento C3b possui uma meia vida curta, sendo inativado quando né&o
associado a uma superficie ativadora; ao contrario, quando se associa a uma
superficie o C3b combina com o fator B na presenca de ions Mg?*, que quebra o
fator D, o qual cliva B dando origem a Ba e Bb. Bb se agrupa ao C3b dando origem
a convertase C3bBb ligada a membrana (MORGAN, 1995).

C3b pode interagir com C3 convertase da via alternativa formando C3bBb3b,
a C5 convertase, que cliva o componente C5. O fragmento C5b da inicio a formagéao
do complexo de ataque a membrana.

Existem 4 receptores para complemento CR1 (CD35) e CR2(CD21), e os
membros da familia das B2 integrina CR3(CD11b/CD18) e CR4(CD11c/ CD18), e
atualmente um novo receptor CRIg, um membro da superfamilia das
imunoglobulinas (ROSS, 1992; HELMY et al. 2006)

CR1 (CD35) é uma glicoproteina de 200 kDa, que atua como um receptor de
aderéncia, e se liga com alta afinidade a C3b e C4b. O CR2 (CD21) se liga a C3bi e
C3dg. Ja os receptores CR3 e CR4 estdo envolvidos no reconhecimento do C3bi.
Eles pertencem a familia das integrinas e participam da fagocitose e migragao
celular (ROSS, 1992).

CRIg é um receptor de complemento recentemente identificado pertencendo a
superfamilia das imunoglobulinas. A expressdo de CRIg é restrita para um

subconjunto de macréfagos teciduais residentes. Estes incluem células de Kupffer
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do figado, macrofagos presentes nas sindvia das articulagdes, células espumosas
presentes em placas de arteriosclerose (HELMY et al. 2006).

Dentre os receptores que reconhecem moléculas potencialmente perigosas
sem necessidade de opsonizagao, estdo os receptores de lectinas. Estes receptores
reconhecem moléculas amplamente presentes em microorganismos, como as
lectinas.

Os receptores de lectina compreendem os receptores de manose e -glucano.
Os receptores de manose reconhecem oligo manose o ligadas, estdo expressos em
macréfagos e células dendriticas e a estimulacdo com IFNy ou LPS diminui sua
expressao (JONES et al. 1999).

O receptor de B-glucano reconhece oligossacarideos ligados através de
ligagbes B em conjunto com o receptor de manose que participa do reconhecimento
de microorganismos. A dectina — 1 é o receptor de B-glucano e apresenta um
dominio lectina-like constituida por uma cauda citoplasmatica contendo motivos
ITAM, sendo expressa em células dendriticas, monécitos, macréfagos e neutréfilos
(Figura 3B e C).

Dessa maneira os macrofagos possuem uma diversa expressao de
receptores em sua membrana plasmatica que permitem uma comunicagdo com o
meio em que esta localizado, recebendo informagdes para exercer sua fungcédo ou
para cessa-las. Assim estes receptores controlam as atividades dos macrofagos tais
como ativacado, migragao, endocitose, fagocitose, explosao respiratéria e secregao,
sendo de grande importancia nos processos fisioldgicos e patoldgicos (GORDON et

al. 1998).
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1.4 - ATIVACAO CELULAR

Os macréfagos sdo conhecidos por influenciar a atividade celular e homeostase
de varios tecidos, por defender contra antigenos invasores, células tumorais recém
formadas, por servirem como células apresentadoras de antigeno e remogao de
células senescentes.

Estas células podem sofrer estimulagao por agentes inflamatérios, e quando
isso ocorre adquirem caracteristicas préprias, tanto morfolégicas quanto funcionais,
como por exemplo, maior capacidade para realizar o processo de fagocitose,
aumento da atividade microbicida devido a producdo de espécies reativas de
oxigénio (DAVIES, 1994).

Todo este processo gera uma ativagao dos macréfagos por meio de receptores
presentes na membrana celular, que os capacitam a desenvolver com eficiéncia o
processo de fagocitose e atividade microbicida. Esta atividade libera grande
quantidade de enzimas hidroliticas, agentes oxidantes e diversos mediadores
inflamatdrios importantes tais como citocinas e Oxido nitrico, associada a uma
elevada producdao de metabdlitos do acido araquidbnico como leucotrienos e
prostaglandinas.

A cascata de transdugcdo de sinal realizada pela fagocitose pode ser
geralmente dividida em trés estagios. Primeiramente ocorre a ligagao da particula na
superficie dos fagdcitos, com subsequente unido dos receptores e ativagado de
tirosinas quinases associadas aos dominios citoplasmaticos ou cadeias acessorias.
Posteriormente, ocorrem fosforilagbes em residuos de tirosinas (Y) dentro dos
motivos ITAM presentes nos receptores por membros da familia Src (Lyn e Hck). Por

ultimo ocorre uma auto-fosforilagdo e ativagdo da proteina quinase Syk que aciona
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vias de sinalizacao intracelular através de fosfolipases (PLC). Essa fosfolipase gera
mediadores e segundos mensageiros para o processo de fagocitose e do burst

oxidativo (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 2005) (Figura 4).

Particula opsonizada por IgG

FcyR IIA Fcy RI %FU{R IIIA

|33

SYK
quinase

v

Polimerizacao de Actina e Internalizacao da Particula

Figura 4 - Esquema representando vias de sinalizagdo para receptores FcyR durante a ativagéo
celular. Esta figura demonstra um exemplo classico de ativagdo celular pela fosforilagdo de motivos
ITAM (motivos de ativagdo baseados em tirosina). Adpatado de Aderem; Underhill (1999).
Abreviaturas: src e syk: proteinas tirosinas quinase: Pl 3: fosfatidilinositol 3 quinase, IP 3: inositol-1,

4 5-trifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: proteina quinase C, PLC: fosfolipase C, Ca™" ions célcio.

1.5 — INTERIORIZACAO E BURST OXIDATIVO

Existem varias maneiras das células internalizarem particulas. A fagocitose é

uma destas estratégias e envolve a interiorizagdo de particulas grandes. Ja a
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pinocitose de maneira genérica, refere-se a interiorizacdo de particulas menores,
podendo ser dividida em quatro processos distintos: macropinocitose, endocitose
clatrina-dependente, endocitose caveolina-dependente e endocitose independente
de clatrina e caveolina (Figura 5) (CONNER; SCHMID, 2003).

Nos macréfagos, apos a ativagdo dos receptores presentes na membrana
celular ocorre uma série de eventos, como sinalizagao intracelular, rearranjo do
citoesqueleto, alteracdo na conformacdo da membrana, producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a fagocitose.

O citoesqueleto esta envolvido diretamente neste processo, através de uma
complexa e dindmica rede de filamentos que atuam no processo de fagocitose

sendo os filamentos de actina elementos importantes neste evento.

Pinocitose
Fagocitose Macropinocitose (>1um)
Endocitose Endocitose Endocitose
® (] @ mediada por mediada independente de
@ clatrina por clatrina e caveolina
(~120nm) caveolina (~90nm)

(~60nm)

E O O

°. e
i‘olO

Figura 5 - Esquema das principais vias celulares de interiorizagdo de particulas (Adaptado de
Conner; Schmid, 2003).

A utilizagdo de ferramentas quimicas como drogas que inibem processos de
interiorizacdo contribuem para o esclarecimento das bases bioquimicas destes
processos.

As citocalasinas constituem uma familia de metabdlitos excretados por varias

espécies de fungos, sendo denominadas como drogas actino-especificas, por
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atuarem especificamente nos filamentos de actina modificando a maquinaria celular
e consequentemente a morfologia. Elas atuam inibindo a polimerizagdo dos
filamentos de actina por ligar-se a extremidade do filamento de rapida polimerizagéo
(SAMPATH ; POLLARD, 1991).

A clorpromazina € responsavel pela inibicdo da endocitose clatrina-
dependente que atua inibindo a formacdo de clatrina através de uma
desorganizagao na membrana celular aumentando a sua fluidez e a nistatina que
interfere com a endocitose caveolina-dependente por ter a capacidade de interagir
com o colesterol presente na membrana (SANTOS et al. 2008).

A fagocitose é um processo de internalizagao de particulas com tamanho de
aproximadamente maior ou igual a 0,5 ym sendo dependente do evento de
aderéncia. A aderéncia da particula a célula se da através de receptores juntamente
com a reorganizacao das estruturas especializadas do citoesqueleto, os filamentos
de actina, para a formacao do pseudopodes, todo este processo € independente de
clatrina (ADEREM; UNDERHILL, 1999).

Segundo Griffin et al. (1975) existem dois mecanismos para que ocorra este
englobamento, denominados de mecanismo de ziper e mecanismo de gatilho
(Trigger).

O modelo ziper originou-se a partir de estudos de fagocitose de eritrécitos e
bactérias, mediada por receptores Fc e para complemento em macréfagos.
Observou-se que o contato entre o fagdcito e a particula promove proje¢cdes na
membrana da célula (pseuddpode), para formar um fagossoma justaposto a
particula; o avanco deste pseudopode ao redor da particula requer a polimerizacao

de receptores na membrana que ocorre semelhante ao fechamento de um ziper.
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Neste processo existem interacdes receptor-opsoninas presente na superficie da
particula.

O modelo de gatilho é na verdade um mecanismo alternativo para a
fagocitose, uma vez que o modelo anterior ndo se aplica a alguns tipos de
fagocitose. De acordo com este modelo, a ligagdo inicial de uma particula a
superficie celular é suficiente para a ingestao completa da particula.

Quando a fagocitose € mediada por receptores Fcy inicia-se o processo pelo
mecanismo de Ziper (SWANSON; BAER, 1995), ao contrario da fagocitose mediada
por receptores para complemento (CR1 e CR3), onde o processo é uma variagdo do
modelo classico de ziper (ADEREN; UNDERHILL, 1999).

O processo de fagocitose pode ocorrer concomitantemente com a explosao
respiratoria que é um aumento da taxa de captacdo de oxigénio dando origem as
espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas espécies estdo envolvidas na atividade
microbicida e sinalizacao intracelular e compreendem anion superoxido, peroxido de
hidrogénio, radical hidroxil, éxido nitrico, peroxinitrito, oxigénio singlet. Varios
estudos evidenciam que o peroxido de hidrogénio esta diretamente envolvido na
sinalizagao intracelular por ativar proteinas de transcricdo NF-«xB (Nuclear factor-xB)
e ERK (extracellular-regulated Kinase) (ILES; FORMAN, 2002; FORMAN; TORRES,
2002).

A producdo de ROS inicia-se com a ativagdo de um complexo protéico
denominado de nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH
oxidase) que cataliza a seguinte reagao:

NADPH + 20, —— NADP'+ H"+ 20, "~
A estrutura da NADPH oxidase € um complexo enzimatico presente na

membrana plasmatica é composto por duas proteinas de membrana (gp91°"* e
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p22°"°%) que coexistem em um heterodimero denominado de flavocitocromo b558 e
pelas as demais proteinas citosdlicas p47°", p67°"°% p40P"* na forma de um
complexo além de uma proteina GTP relacionada a rac (BABIOR, 1999; BERGENDI
et al. 1999).

Este complexo esta em repouso nas células nao estimuladas, podendo ser
ativado quando os macrofagos sao expostos a estimulos especificos que culminam
em vias de ativagao intracelular liberando diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3) através da fosfolipase C. Ocorre subsequentemente a liberacdo de calcio do
reticulo endoplasmatico devido a ligacdo do IP3 aos canais de calcio dependente de
IP3, causando a ativagdo da proteina quinase C (PKC). A ativagdo da PKC pela
ligacdo de DAG na presencga de calcio, e esta ativagdo promove a fosforilagdo dos
componentes citosolicos da NADPH oxidase, particularmente a p47°"*,

Quando o componente p47°"°* torna-se fosforilado ocorre uma modificacdo
conformacional resultando na translocacdo do complexo p47°"°* p67°P"°* para a
membrana citoplasmatica, onde a via de interagdo dos multiplos sitios de ligacdes
com proteinas de membrana, citocromo b, forma o complexo enzimatico ativo. A
atividade da enzima requer também a translocacdo da Rac GTP para a membrana
citoplasmatica (BOKOCH; DIEBOLD, 2002).

Os fagossomas por si s6 possuem pequena atividade microbicida, adquirida
através de um processo de maturagcao que envolve uma série de eventos complexos
de fusdo de endossomas e lisossomas para a formagao de fagolisossomas. A
maturagcdo do fagossoma resulta numa forte acidificagdo intravesicular, atividade
proteolitica lisossomal e geragdo de ROS (UNDERHILL; OZINSKY, 2002).

Nos sistemas bioldgicos, existe uma grande ateng¢do para produgao do radical

superoéxido, pois em pH fisiolégico sofre rapidamente dismutacdo produzindo
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peréxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio, na presenca de ions metalicos,
pode originar radicais hidroxil. O radical hidroxil tem um carater altamente téxico
para as células, sendo assim necessario mecanismos para evitar a sua formacao. A
eliminagdo do ion superdxido ocorre através de reacdes enzimaticas utilizando
superéxido dismutase, e para perdxido de hidrogénio a catalase e peroxidases

(ROSEN et al. 1995).

1.6 — QUIMIOLUMINESCENCIA

Diferentes métodos tém sido desenvolvidos para avaliar a produgao in vitro de
espécies reativas de oxigénio por células fagociticas, e um dos mais empregados é
0 método de quimioluminescéncia. Varios marcadores luminescentes atuam como
sondas amplificadoras que sao oxidadas ao interagir com as espécies reativas de
oxigénio se tornando intermediarios eletronicamente excitados. Quando retornam ao
seu estado basal emitem fétons que sao quantificados pelo aparelho (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1986).

A sonda luminol € um composto usado para medir a producao de diversas
espécies reativas de oxigénio produzidas pelos fagocitos. Assim a
quimioluminescéncia dependente de luminol (QL-lum) representa a somatéria das
QL decorrentes da oxidagdo do luminol pelas diferentes ROS produzidas pelos
fagécitos, num determinado intervalo de tempo.

A sonda lucigenina (luc) mede a produgao do primeiro radical formado, o
anion superoéxido (Oy’), através da redugao do oxigénio molecular pelo sistema da

NADPH-oxidase. Na Figura 6, esta representado o mecanismo proposto para
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descrever a origem e a regulacdo da quimioluminescéncia (QL) em células e as

reagdes quimicas envolvidas na QL-lum e na QL-luc.
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Figura 6 - Representagdo simplificada do mecanismo proposto para descrever a origem e a
regulagéo da quimioluminescéncia (QL) em células fagociticas e das reagbes quimicas envolvidas na
QL dependente de luminol e na QL dependente de lucigenina. Em procedimentos experimentais,
estas sondas sao utilizadas separadamente. A ligagdo de estimulos aos receptores de membrana
celular leva a ativacao do complexo NADPH oxidase que produz (O, ), esse é convertido em H,0,
que participa de outras reagdes dando origem a diferentes produtos (OH ; 1Oz). A ROS derivada do
H,0O, podem ser detectada pelo luminol (QL dependente de luminol = QLIlum), enquanto que o O, ~
pode ser detectado pela sonda lucigenina (QL dependente de lucigenina = QLluc). Esquema

elaborado e modificado por Cheung et al. (1983).
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1.7 - FOSFOLIPASE A2 (PLA,) e ACIDO ARAQUIDONICO

As fosfolipases sdo enzimas hidroliticas que estdo agrupadas nas familias A1
(PLA+), Az (PLAy), B (PLB), C (PLC) e D (PLD) de acordo com a ligacao hidrolisada
no fosfolipidio. A fosfolipase A2 (PLA2) compreende uma superfamilia de enzimas
que catalisam a hidrdlise da posig¢ao sn-2 dos fosfolipidios de membranas celulares
levando a producao de acido graxo livre e lisofosfolipideos. O primeiro sistema

enzimatico que regula a liberacdo do acido araquiddnico € a fosfolipase A2 (Figura

7).
O
]
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Acido araquidénico

Figura 7 - Esquema representativo da posi¢do de clivagem das fosfolipases nos fosfolipideos de

membrana. Produgéo do acido araquidénico pela PLA2 (Adaptado de Lennartz, 1999).

Os macréfagos expressam trés classes de fosfolipase A2 (PLA2): as
secretadas dependentes de Ca®" (sPLA2), as citosdlicas dependentes de Ca**
(cPLA2) e as independentes de Ca®" (iPLA2). Os produtos de ativagdo destas

fosfolipases sao de particular interesse, pois sdo mensageiros secundarios e
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mediadores lipidicos, com potencial de modular a resposta imune (LENNARTZ,
1999; CHAKRABORTI, 2003).

Dentre as fosfolipases A2, as fosfolipases A2 secretadas (PLAZ2s)
compreendem o grupo de enzimas mais amplamente estudadas. O envolvimento de
(PLA2s) do grupo lIA de mamiferos no desenvolvimento de diversas patologias de
origem inflamatdria tem sido descrito.

A fosfolipase A, secretada humana do grupo IIA (hsPLA,glIA) foi inicialmente
caracterizada como uma enzima secretada encontrada no fluido sinovial e é
considerada uma proteina de fase aguda da resposta imunoldgica, pois sua
expressao € induzida por endotoxinas e citocinas via processos autdcrinos e/ou
paracrinos durante processos inflamatérios (KRAMER et al. 1989; SEILHAMER et al.
1989; CROWL et al. 1991).

Sabe-se que a ativagao da resposta imune inata pode ser induzida através de
diferentes estimulos, como agentes infecciosos e seus produtos, materiais téxicos,
traumas, particulas ou células estranhas, que resultam na sintese de diferentes
mediadores.

Alguns estudos tém mostrado que PLA,s secretadas (sPLA,s) contribuem
para a biossintese de mediadores lipidicos em células inflamatérias, tais como
mastoécitos, macrofagos, neutréfilos e eosindfilos (TRIGGIANI et al. 2003). Entre
estes mediadores podemos citar derivados dos fosfolipideos de membrana, como o
fator ativador de plaquetas (PAF), metabdlitos do acido araquidénico (AA) como
leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanas.

O &cido araquiddnico (AA) € um acido graxo poliinsaturado armazenado nos
lipideos de membrana das células sendo precursor das prostaglandinas,

leucotrienos, tromboxanas e endocanabindides os quais sido considerados
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mediadores e reguladores da inflamagdo. A producdo e a liberagdo de acido
araquidonico da membrana sao realizadas por trés vias distintas:

- E liberada pela ativacéo da fosfolipase D (PLD), que catalisa a formagao do
acido fosfatidico a partir de fosfatidil etanolamina ou fosfatidilcolina, dando origem as
diglicerideos, monoglicerideos e acido araquidénico.

- Através da fosfolipase C (PLC) que medeia a conversao de fosfatidilinositol
(PI) em diacilglicerol (DAG), seguida da agao da DAGIlipase e monoglicerideo lipase
produzindo acido araquiddnico e glicerol.

- Acao da PLA; em fosfolipideos de membrana.

Uma vez liberado, o acido araquidbnico livre tem uma vida curta sendo
esterificado em fosfolipideos de membrana, metabolizado em eicosandides ou
liberado pelas células, onde pode modular a atividade de canais de ions e proteinas
quinase.

O acido araquidonico livre pode ser metabolizado por acdo de trés classes
distintas de enzima: ciclooxigenase, lipooxigenase e citocromo P450.

A fosfolipase envolvida no processo fagocitico € a iPLA2 a qual se localiza no
citosol da célula e uma vez ativada libera acido araquidénico. No entanto esta
fosfolipase citosélica, dependente de Ca?* é ativada quando ocorre uma ligacdo de
particulas com receptores Fcy e é critica na geragcéo do burst oxidativo mediado pela
NADPH oxidase.

NADPH oxidase é ativada por acido araquidénico livre sendo esta producao
realizada pela cPLA2, existindo assim uma direta relagdo entre cPLA2 e NADPH
oxidase (SAKATA et al. 1987; POMPEIA et al. 2003).

Em mondcitos, inibidores da sPLA2 diminuiram a liberacdo de AA e a

fagocitose mediada por IgG. O efeito desta inibigdo pode ser superado quando se
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adiciona AA sugerindo o envolvimento direto dessa fosfolipase na fagocitose
(LENARTZ et al. 1993).

Portanto as sPLA2 ativam eventos de sinalizacao intracelular, em células que
participam de processos infamatérios, a partir da geragao de segundos mensageiros
e fosforilagdo de quinases diretamente ligadas nessas sinalizagdes (BAEK et al.
2001; BECK et al. 2003). Dessa forma as PLA2 representam um importante alvo
para a investigacdao, no que se refere aos mecanismos de ativagao e inibigdo na

presenca de determinados horménios.

1.8 - PAPEL DO ACIDO ARAQUIDONICO NA FAGOCITOSE

Durante o processo de interiorizagdo ocorrem modificagdes na membrana
celular e no rearranjo do citoesqueleto. Segundo Lenartz (1999), para a formagéao
dos pseuddpodes e posteriormente os fagossomas sdo necessarios a unido de
vesiculas na membrana plasmatica e este processo requer a participacdo do AA
sendo assim um elemento importante para a fagocitose.

Estudos de microscopia eletrbnica demonstraram que drogas como
bromoenol lactona (BEL), um potente inibidor da iPLA2, promovem um acumulo de
vesiculas abaixo da particula a ser fagocitada, formando pseudépodes pequenos ou
até mesmo ausentes, mas apds a adigdo do acido araquiddnico a fagocitose foi
restaurada devido a incorporacdo das vesiculas na membrana favorecendo a
formagao dos fagossomas (BOOTH, 2001).

Segundo Karime e Lennartz (1995), essas vesiculas sdo detectadas durante

as fases iniciais da fagocitose em mondcitos/macréfagos, envolvendo a sinalizagéo
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de ativagao intracelular de proteinas quinase C, bem como a liberagdo do acido
araquidonico devido a ativacao de fosfolipases.

Durante a fagocitose mediada por IgG, como descrita anteriormente, ocorre a
ativagdo de fosfolipases pertinentes a fagocitose, enriquecendo a fragao citosdlica
com vesiculas, contribuindo para uma maior eficiéncia no processo fagocitico.

A regulagado da ativagado da PLA, dependente de calcio € complexa e varios
fatores modulam esta atividade. O calcio € um primeiro candidato indicado como
regulador da ativagdo da PLA, O caélcio citossolico possui um papel central nas vias
de transducéao de sinal, € um mensageiro intracelular fundamental que regula muitos
processos celulares incluindo motilidade, exocitose e até morte celular. E um
importante segundo mensageiro para a ativagao dos fagécitos, e em parte, atua na
ativagao do burst oxidativo e na fagocitose (BERRIDGE, 2004).

Dessa maneira o Ca®" se liga a PLA; ativando o sitio desta enzima pela
coordenagao com quatro residuos de aminoacidos. Esta ativacao, via de liberagao
do AA favorece o burst oxidativo em macrofagos através da ativagdo da NADPH
oxidase que é um complexo enzimatico presente na membrana plasmatica dos
macrofagos. Estudos com mondcitos humanos ativados demonstram a necessidade
da cPLA2 para a translocacdo dos componentes da NADPH oxidase (p67phox e
p47phox) na membrana plasmatica (ZHAO et al. 2002).

Portanto tanto os eventos de fagocitose quanto o burst oxidativo estdo
diretamente ligados a liberacdo de acido araquiddnico através da ativagdo das

fosfolipases.
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2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos da corticosterona em
macréfagos peritoneais de camundongo estimulados por receptores Fcy e de

manose/fucose.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar por microscopia Otica e por citometria de fluxo a capacidade dos
macrofagos tratados com corticosterona ou nao de interiorizarem hemacias
opsonizadas com imunoglobulina G (EA); imunocomplexo de imunoglobulina G anti-

ovoalbumina (IgG/OVA) e zimosan.

- Avaliar o mecanismo de interiorizagdo do estimulo IgG/OVA e da toxicidade
da clorpromazina, nistatina e citocalasina B sobre os macrofagos peritoneais de

camundongos pelo ensaio de exclusao ao corante azul de tripan.

- Avaliar por quimioluminescéncia dependente de Iuminol (QLlum) e
quimioluminescéncia dependente de lucigenina (QLluc) a produgdao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) por macréfagos estimulados por IgG/OVA e zimosan,

frente a corticosterona.

- Avaliar a toxicidade do AA sobre os macrofagos peritoneais de

camundongos pelo ensaio de exclusdo ao corante azul de tripan.

-Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de AA sobre as fungdes efetoras

dos macrofagos peritoneais de camundongo (fagocitose e burst oxidativo).
- Investigar o efeito potencial do AA como sequestrador de ROS.

- Avaliar se o AA reverte os efeitos da corticosterona sobre a capacidade

fagocitica e producgéo de espécies reativas dos macrofagos.

- Avaliar o efeito da corticosterona na atividade hidrolitica da fosfolipase A,.
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3 - MATERIAIS E METODOS

Este projeto estd de acordo com os principios éticos na experimentagao
animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissao de ética em experimentacdo animal

(CETEA), FMRP, USP, Ribeirdo Preto (022/2007).

3.1 - Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos machos da espécie BALB/c e Swiss pesando
20-25 g, como fonte de obtencdo de macréfagos peritoneais e anticorpos contra
hemacias de carneiro respectivamente. Coelhos da espécie Nova Zelandia pesando
aproximadamente 2,5 kg foram utilizados para produgdo dos anticorpos anti
ovaoalbumina (OVA) e carneiros do tipo merino foram usados como fonte de
hemacias. Estes animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus da USP
de Ribeirdo Preto. Camundongos e coelhos foram mantidos no biotério do

Departamento de Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

3.2 - Obtencéo dos macrofagos peritoneais

Para a obtencdo dos macrofagos peritoneais, realizou-se a coleta através do
lavado intraperitoneal dos camundongos. Estes foram eutanasiados por meio de
deslocamento cervical. Posteriormente foi realizada a sec¢cdo da pele abdominal
para a exposi¢cao do peritbnio. Foram injetados na cavidade peritoneal 3 a 5 mL de
solugédo de Hank’s gelado pH 7,4 a 4°C. Em seguida o abdémen foi massageado

para que ocorresse o desprendimento das células. O lavado peritoneal foi coletado e
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centrifugado a 582g a 4°C por 10 min. Apds esta centrifugacédo, 1 mL de Hank's foi
adicionado e uma aliquota foi diluida (1:20 v/v) em solugédo de turk para contagem
total de macréfagos em camara de Neubauer. Para a contagem diferencial utilizou-
se o exsudato total analisado por microscopia 6tica. A predominancia de macréfagos
(93%) foi confirmada por caracteristicas morfologicas e através da coloracéo das
lAminas com o corante pandtico.

Realizado esta avaliagao, as células foram ressuspendidas em Hank’s e/ou
Hank’s com gelatina (0,1 %) (Solugdo tamponada pH 7,2) e a suspenséo celular
ajustada para experimentos especificos de quimioluminescéncia (1,3x10°
células/mL) e para microscopia éptica utilizou-se o lavado peritoneal total (volume de

100 pL/laminula).

3.3 — Producéao de anticorpos da classe das imunoglobulinas G

3.3.1 - Imunizacao e obtencé&o do soro

Para a obtencédo de IgG anti-OVA (imunoglobulina G anti-ovoalbumina) os
coelhos foram imunizados com uma dose unica de solugdo de OVA — 5 mg/mL
emulsionada em adjuvante completo de Freund (1:1) subcutaneamente no dorso do
animal. Depois de 30 dias foram eutanasiados com uma mistura de xilazina
(5mg/Kg) e Ketamina (35mg/Kg), administrada por via intramuscular. O sangue foi
colhido por puncgédo cardiaca e logo apoés o procedimento os animais foram
eutanasiados com injecdo intra-cardiaca de cloreto de potassio (50mg/mL). O
sangue colhido foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 1 hora, e entéo

centrifugado a 755g por 15 min.
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Para a obtencdo do anticorpo IgG anti-hemacias de carneiro (EA),
camundongos swiss receberam 4 doses durante 4 semanas, sendo a primeira dose
(0,4mL) endovenosa e as seguintes intraperitoneais (0,1mL) de suspensao de
hemacias a 2,5 %, seguindo metodologia descrita por Lay; Nussenzweig (1969).
Apds a imunizacao, os animais foram eutanasiados pode decapitacédo e a coleta do
sangue (sem anticoagulante) foi efetuada. Centrifugou-se por 15 min a 755g (4°C)
obtendo o soro imune total contendo IgG anti-E (imunoglobulina G anti hemacia de

carneiro).

3.4 — Purificacéo e caracterizacdo do anticorpo da classe-G

A 1gG foi separada dos outros componentes do soro imune seguindo-se a

metodologia descrita por Lucisano; Mantovani (1984).

3.4.1 - Purificacdo dos anticorpos da classe - G

3.4.1.1 — Precipitacdo: o soro foi previamente inativado por 30 min a 37°C, e
em seguida foi precipitado com uma solugéo saturada de sulfato de aménio (que foi
adicionada ao soro imune total) a fim de se obter uma concentracao final de 40 %
(p/v). Neste processo de precipitagdo obtivemos uma fragdo protéica rica em
imunoglobulina G (IgG), a qual foi mantida a 4°C por 12 horas e posteriormente
centrifugada a 3000 g por 15 min a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em uma
solugdo de sulfato de aménio 40 % (p/v) para eliminar proteinas restantes soluveis, e
novamente submetido a centrifugacédo a 6300 g por 15 min a 4°C. A fragao

precipitada foi solubilizada em salina e dialisada trés vezes em tampao PBS durante
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24 horas a 4°C. Na ultima dialise (a ser realizada) utilizou-se tampao fosfato 0,02

mol/L, pH 7,5.

3.4.1.2 - Cromatografia por troca ibnica: As amostras de IgG anti-OVA e
IgG anti E obtidas foram purificadas por cromatografia de troca iénica em coluna de
DEAE - celulose, previamente equilibrada com o tampéo fosfato 0,02 mol/L pH 7,5
(FAHEY et al. 1964). As fragdes cromatograficas foram avaliadas por espectrometria

Optica em 280 nm.

3.5 - Identificacado e caracterizacdo dos anticorpos IgG

3.5.1- Eletroforese SDS-PAGE: A técnica de eletroforese foi utilizada para a
caracterizagao e avaliagdo da pureza das imunoglobulinas isoladas do soro de
coelho (IgG anti-OVA) e de IgG anti-hemacias de carneiro seguindo metodologia
descrita por Laemmli (1970) (Figura 8).

Amostras da preparacao de IgG e dos padrdes de proteinas foram diluidos
em solucédo tampéo tris-HCI (0,06 mol/L; pH 6,8) contendo glicerol (20 %), dodecil
sulfato de sddio e azul de bromofenol. Posteriormente, essas amostras aplicadas no
suporte para eletroforese, constituido de um gel de empilhamento (4%) e um gel de
corrida (10%), ambos contendo SDS (10%). O processo de separagao foi realizado
sob corrente elétrica continua de 40 mA, empregando-se solugédo tampao tris-glicina,
pH 8,3 como fase mével. O gel foi submetido a processo de coloragdo com
coomassie brilliant blue R (preparado a 0,25% (p/v) em uma mistura de metanol,
acido acético e agua) por 1 hora, seguido de descoloragdo com mistura de metanol,

acido acético e agua.
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Figura 8 - Eletroforese em Gel de poliacrilamida com SDS. 1 - padrdo de massa molecular Bio-Rad. 2
- IlgG anti - Ovoalbumina; 3 — F(ab’), de IgG anti — Ovoalbumina; 4 — IgG anti-heméacias de carneiro.
Abreviaturas: IgG: imunoglobulina da classe G; OVA: ovoalbumina; F(ab’),: Fragmento de IgG anti

ovoalbumina.

3.5.2 - Determinacé&o do titulo de hemaglutinacéo (IgG/E)

O soro anti-hemacias foi submetido a determinacdo do titulo de
hemaglutinag&o. Inicialmente realizaram-se diluicbes sucessivas do soro imune com
PBS a ser testado (100 yL), e posteriormente incubou-se cada diluigdo com 100 pL
de hemacias de carneiro a 0,4% em PBS. Deixou-se em camara umida por 24 horas
a 4°C. Assim definiu-se o titulo do anti-soro considerado como a maior diluicdo do

mesmo que fornece um padrao de hemacias aglutinadas (titulo 1:1024) (Figura 9).
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Figura 9 — Placa de Imunohemoaglutinagédo. Diluicdes sucessivas do anticorpo juntamente com

suspensao de hemacias 0,4% em PBS.

3.5.3 - Curva de precipitacédo da IgG anti-OVA: As curvas de precipitagcao
dos imunocomplexos preparados com IgG foram construidas baseadas nas
condigdes experimentais definidas nas imunodifusdes, segundo Ouchterlony, (1958).

As curvas de precipitagdo, para os anticorpos IgG anti-OVA foram preparadas
pela adicdo de 100 uL da preparacédo de anticorpo sem diluir (s/d) a quatro tubos
contendo 100 uL do antigeno (s/d) e em dilui¢gdes sucessivas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16) em
solugéo de PBS pH 7,2 a partir de uma solug¢ao de ovoalbumina 4 mg/mL.

As misturas foram incubadas a 37°C por 1 hora e, em seguida, foram
mantidas a 4°C durante 24 horas. A dosagem foi realizada através do método de

microbiureto (Figura 10) (ITZHAKI; GILL; 1964).
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Figura 10 - Curva de precipitacdo para IC-IgG anti OVA. A concentragao do anticorpo (Ac) foi fixada,
variando-se a concentragao do antigeno (Ag) a partir de uma solugdo de OVA a 2 mg/mL. A seta
indica o ponto de equivaléncia, onde a propor¢do de OVA e de IgG anti-OVA leva a formagao da
quantidade maxima de imunocomplexos precipitados. A propor¢do Ac/Ag neste ponto foi: anticorpo
sem diluire Ag 1 mg/mL. IgG: imunoglobulina da classe G; OVA: ovalbumina.

3.6 — Marcacdo de proteina ovoalbumina e particulas de Zimosan com

isotiocianato de fluoresceina (FITC)

A proteina ovalbumina foi marcada com FITC segundo a técnica de Clarck e

Shepard (1963), que consiste basicamente numa didlise da proteina
(aproximadamente 15 mg de proteina/ml de salina) contra uma solugao de FITC em
tampao carbonato-bicarbonato 0,5 M pH 9,5 por 18 horas a 4°C, a proteina marcada
foi dialisada por 3 horas contra PBS e submetida a uma filtragdo em gel Sephadex
G-25, eluindo-se com PBS para a retirada do FITC livre (GORDON et al. 1962).
Nesta filtracdo obtém-se um primeiro pico na cor amarela — esverdeada intensa,

correspondendo a proteina marcada, sucedido de diversos tubos contendo uma
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solucao incolor e um segundo pico colorido correspondente ao excesso de FITC e
seus produtos de hidrdlise. A proteina de interesse foi aliquotada e armazenada em

freezer a -70°C.

Zimosan proveniente da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisae
foi marcado com FITC segundo a técnica de Nuutila e Lilius (2005). Consiste
basicamente na preparagdo de uma suspensdo de zimosan, 20 mg em 15 mL de
solucao de NaCl 0,15 mol/L, que foi fervida por um periodo de 30 min. Depois da
fervura a suspensédo de zimosan foi centrifugada 270 g por 10 min e o sobrenadante
desprezado. O precipitado foi ressuspenso em uma solugéo de FITC (5 pg/mL) em
tampéao carbonato a 37°C deixando sob agitagao por 30 min. Depois deste processo
a mistura foi centrifugada e lavada por trés vezes contra PBS, e o pellet final
ressuspenso neste mesmo tampao. Aliquotas foram acondicionadas em freezer -

70°C.

Figura 11 - Fotos ilustrativas dos estimulos marcados com FITC. A: Zimosan; B: IC-IgG anti

ovoalbumina (x100).
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3.7 - Preparo dos estimulos utilizados para ativar os macréfagos peritoneais de

camundongo

3.7.1 - Preparacéo dos imunocomplexos de IgG anti E

Hemacias (E) de carneiro coletadas com anticoagulante Alsever foram
centrifugadas e lavadas com Hank’'s por trés vezes, e posteriormente foi realizada
uma suspensao de hemacias a 0,4 %. Para a preparagao de imunocomplexos (EA)
seguiu-se a metodologia descrita por Mantovani (1987). Esta metodologia consiste
em realizar uma opsonizagdo de hemacias com IgG (anti hemacias de carneiro)
durante 30 min a 37°C. Apods esta incubagao a amostra foi lavada varias vezes em

solucdo de Hank'’s e ressuspendida no volume adequado para o experimento.

3.7.2 - Preparacao dos imunocomplexos de IgG-anti OVA

Os imunocomplexos (IC) foram preparados misturando-se o antigeno
ovoalbumina (OVA) sobre o anticorpo IgG, nas proporc¢des estabelecidas pela zona
de equivaléncia conforme descrito mo item 3.5.3. A mistura antigeno-anticorpo foi
incubada por 1h a 37°C e deixados por 24h a 4°C.

Antes dos ensaios, foram realizadas lavagens sucessivas do IC, seguidas de
centrifugagcéo a 12.000 g por 15 min a temperatura de 4°C. Os IC foram dissolvidos
em 50 uL de NaOH a 0,1 mol/L, para a dosagem através do método do microbiureto
(ITZHAKI; GILL, 1964). Este procedimento foi realizado tanto para IgG/OVA nao

marcada como marcada com FITC.
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3.7.3 — Preparo das particulas de zimosan

O preparo do zimosan foi realizado de acordo com método descrito por
Cheung et al, (1983). Uma suspensao de zimosan em solugéo de NaCl 0,15 mol/L
foi mantida em fervura por um periodo de 30 min e em seguida centrifugado 270 g
por 10 min a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em solugdo tamponada (Hank’s), e
ajustada no volume adequado para os experimentos.

Com o zimosan ja marcado com FITC foi realizada diluigdes especificas para

obter as concentracdes utilizadas nos experimentos.

3.8 - Avaliacao das funcdes efetoras dos macréfagos

3.8.1 — Analise do processo de fagocitose por macréfagos peritoneais de

camundongos utilizando microscopia 6ptica e citometria de fluxo

-Fagocitose de EA (analise por microscopia ética): Inicialmente os macréfagos

foram aderidos em laminulas de vidro por 15 min e posteriormente lavados para a
retirada de células ndo aderidas. Estas foram incubadas na presenca ou auséncia
da corticosterona por 10 min e depois lavadas, e em seguida foi adicionado o
estimulo EA por 30 min a 37°C.

Ensaios preliminares foram realizados para avaliar qual o melhor tempo de
incubacdo das células com acido araquidénico sem causar modificacdes em suas
funcdes efetoras. Tempos distintos de 15 min e 45 min foram utilizados para incubar as
células com EA na presenga de AA. Observou-se que o melhor tempo foi de 45 minutos.

Posteriormente, as células sofreram um choque hipoténico (PBS 1:5) com a

finalidade de lisar as hemacias aderidas na superficie dos macrofagos.



41

Para avaliagdo da fagocitose por microscopia 6tica, as laminulas feitas em
duplicatas foram fixadas com glutaraldeido a 2% em PBS e coradas com giensa.
Para quantificagdo foram selecionados varios campos em cada laminula até obter
200 células. Os dados foram expressos como porcentagem de fagocitose e numero

de imunocomplexos fagocitados por macrofagos totais.

- Fagocitose de IgG/OVA e Zimosan marcados com FITC (analise por

citometria de fluxo): Os mesmos procedimentos foram realizados para a fagocitose

dos ICs feitos de IgG anti OVA e Zimosan, sendo o processo de aderéncia realizado
em placas de 24 pogos da BD por um periodo de 25 min. Posteriormente as células
foram incubadas na presenga ou auséncia da corticosterona (10 min), lavadas e
desafiadas com os estimulos (IgG/OVA e zimosan) por 30 min. Para a avaliagdo no
citometro, adicionamos paraformaldeido a 0,1% e no momento da leitura utilizamos
o tripan blue (2,0 mg/mL) para a realizagado do quenching. Esta técnica de quenching
baseia-se na transferéncia da energia emitida por um composto fluorescente para
outros compostos presentes no meio (tripan blue).

As amostras foram analisadas no citdbmetro BD FACS Canto, software BD
FACS Diva. Estabeleceu-se a coleta de 10.000 eventos, sendo considerado cada
evento uma célula. A populacdo de macrofagos foi selecionada através de
parametros de tamanho (FSC) e de granularidade (SSC) (gate). A partir da
populagado selecionada, foi calculada a intensidade de fluorescéncia (quantidade de
particulas fagocitadas), que € expressa pela mediana da intensidade de
fluorescéncia. A porcentagem de fagocitose € expressa pela razdo entre 0 numero
de células fluorescentes dividido pelo numero total de macréfagos multiplicado por

100.
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3.9 - Ensaio de fagocitose de IgG/OVA na presenca das drogas nistatina,

cloropromazina e citocalasina B

Avaliacdo por citometria de fluxo: Inicialmente os macréfagos foram aderidos

em placas de 24 pocgos por 25 min e posteriormente lavados para a retirada de
células nao aderidas. Estas foram inicialmente incubadas por 20 min na presenca ou
auséncia (controle) das drogas, clorpromazina (4 ug/mL), nistatina (15 pg/mL) e
citocalasina B (10 umol/L). Posteriormente as células foram desafiadas com
IgG/OVA (200 pg/mL) (na presenga das drogas) por 30 min. Os procedimentos

seguintes foram realizados como descrito anteriormente.

Avaliacdo por microscopia de fluorescéncia: Inicialmente os macrofagos foram

aderidos em laminulas de vidro por 20 min e posteriormente lavados para a retirada
de células ndo aderidas. Estas foram inicialmente incubadas por 30 min na presenga
ou auséncia das drogas clorpromazina (4ug/mL), nistatina (15ug/mL) e citocalasina
B (10umol/L) em seguida foi adicionado o estimulo IgG/OVA na presenga das
drogas (30min). A analise foi realizada por microscopia de fluorescéncia para

verificar a aderéncia da molécula de IgG/OVA.

3.10 - Avaliacdo da atividade sequestradora de ROS pelo acido araquidénico

frente ao radical livre DPPH

A atividade antioxidante do acido araquidonico frente ao radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi avaliada seguindo-se o método descrito por BLOIS

(1958) e modificado por RODRIGUES et al. (2002).



A solugdo de DPPH (100umol/L), preparada em etanol, foi misturada com
solugdo tampéo acetato de sodio (40 mmol/L, pH 5,5). A absorbancia inicial em
510 nm foi medida (espectrofotdmetro DU-70, Beckman,USA) e posteriormente a
substéancia teste (AA) em diferentes concentragcées foi adicionada. Apos 5 min de
reagcao em temperatura ambiente (25°C) foi medida a absorbancia final. Utilizamos
como controle o flavondide quercetina (10 pmol/L) que € um composto padréao
sequestrador de ROS amplamente descrito na literatura. A atividade da substancia
foi avaliada em dois dias distintos, com medidas em duplicata. Os valores entre

parénteses sao referentes a concentragdes finais (volume de reagéo 1mL).

A porcentagem de DPPH reduzido foi calculada seguindo a equagéo:

DPPH reduzido (%) = Absorbancia jniciaL - Absorbancia gina X 100

Absorbancia |niciaL

3.11 - Medidas de Quimioluminescéncia (QL)

E sabido que macréfagos aumentam o seu metabolismo oxidativo durante a
fagocitose, e com a finalidade de avaliar esta fungéo, utilizamos a metodologia de
quimiluminescéncia dependente de luminol QLIlum e dependente de lucigenina
QLluc.

Um indicador sensivel desta ativacado metabdlica € a emissdo de luz ou QL
(ALLEN, 1986). Para uma amplificacdo da resposta da medida de QL utilizamos o
luminol (5-amino-2,3-hidro-1,4-ftalazinediona) e a lucigenina (nitrato de N-

dimetilacridina). O primeiro detecta a producdo de diversas espécies reativas de
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oxigénio (ROS), e a segunda detecta especificamente a producao de radicais
superoxido.

Aliquotas contendo 250 uL de células (1,3 x 10° células/mL) foram pré-
incubadas inicialmente por 10 min a 37°C com corticosterona (10™° mol/L) em DMSO.
Posteriormente adicionaram-se as sondas que amplificam a resposta como
lucigenina (1,5 x 10™ mol/L) ou luminol (2,8 x 10™ mol/L), sendo incubadas em
banho a 37°C por 2-3 min. Para a leitura no aparelho adicionou-se a cada tubo os
estimulos IgG/OVA (100 ug/mL) ou zimosan (1 mg/mL) tendo como volume final de
reacdo 500 uL. Testes foram realizados utilizando os solventes DMSO e etanol na
mesma concentracio utilizada no preparo das solugdes de AA e corticosterona.

Apds homogeneizagdo, a QL foi lida no lumindmetro (Luminémetro BioOrbit
1251) por 40 min a 37°C. Para cada tubo de reacdo a QL foi lida em intervalos
regulares ao longo de 40 min e obteve-se uma curva de QL, em cpm (quantidade de

fétons produzidos por minuto), contra tempo, em min.

3.11.1 — Expresséo dos resultados de quimioluminescéncia

Para cada tubo de reacao realizou-se a leitura de QL, obtendo curvas de QL
(cpm) contra tempo (min) semelhante as representadas pela Figura 12 A. As
medidas de QLluc e QLIlum ao longo do tempo permitem o acompanhamento da
cinética da produgao de ROS por macrofagos.

Para cada curva de QL determinou-se o valor da area integrada (area sob a
curva) de 0 a 40 min (Figura 12 B). No caso do ensaio de QLluc, este valor de area

integrada representa a quantidade total de O,-" produzido em 40 min, e, no caso do
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ensaio de QLlum, a quantidade total de ROS produzidas em 40 min (VAN DYKE;

CASTRANOVA, 1987).
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Figura 12 - Representacao grafica dos perfis de QLluc, obtido apds estimulagdo de macréfagos com
IgG/OVA. A: Os valores de QLluc indicam a quantidade de O, produzido pelos macrofagos
estimulados ao longo do tempo, permitindo acompanhar a cinética da reacdo. B: Valores de éarea
integrada de QLluc de 0 a 40 min (area sob a curva) dos perfis apresentados em A. Esses valores

representam a quantidade total de O, produzido em 40 min.

3.12 - Avaliacdo da acdo do AA na fagocitose de EA e no burst oxidativo de

macrofagos peritoneais

Nesses ensaios avaliamos se o AA exerce efeitos sobre as fungdes efetora
dos macréfagos estudadas e a capacidade desse mediador em reverter os efeitos

inibitérios da corticosterona sobre a fagocitose de EA e QLluc.



46

Fagocitose de EA + AA: Ensaios utilizando acido araquidénico (AA) foram

realizados seguindo uma incubagao prévia de 15 min em células tratadas ou nao
com a corticosterona, posteriormente foram lavadas e adicionou-se o estimulo EA
juntamente com o AA a 1umol/L e 7,5nmol/L, por 30 min a 37°C para a realizagao do
processo de fagocitose.

Posteriormente as células sofreram um choque hipoténico (PBS 1:5) com a
finalidade de lisar as hemacias aderidas na superficie dos macrofagos.

Para avaliacdo da fagocitose por microscopia éptica, as laminulas foram fixadas
com glutaraldeido a 2 % em PBS e coradas com GIEMSA. Para quantificagdo foram

selecionados varios campos nas laminulas ate obter 200 células.

Burst oxidativo de IgG/OVA e zimosan: Nos ensaios de QLluc as células

(1,3 x 10° células/mL) foram tratadas com corticosterona por 10 min a 37°C e
posteriormente adicionou-se acido araquiddnico (1umol/L e 7,5nmol/L de AA) por 5 min.
Em seguida os tubos foram colocados no aparelho e adicionados estimulos especificos
(IgG/OVA e Zimosan) na presenga do AA. A leitura da QL produzida pelas células
estimuladas foi realizada no Lumindmetro BioOrbit 1251, durante 40 min a 37°C, e
registrada em cpm (contagem de fétons por minuto) como descrito anteriormente.

Os dados obtidos tanto na fagocitose como no burst oxidativo foram avaliados

como descrito anteriormente.

3.13 - Ensaio de viabilidade das células

Para avaliagcao da viabilidade celular utilizou-se o ensaio de exclusdo ao

corante tripan blue. Este método baseia-se no fato das células serem impermeaveis
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ao corante sendo tempo dependente, e quando ocorre alguma alteragdo na
membrana plasmatica elas incorporam este corante se tornando azuis enquanto que
as células viaveis permanecem incolores.

As células foram aderidas em laminulas (300ul) por 15 min e posteriormente
incubadas com tempos especificos com as substéncias (AA, nistatina,
clorpromazina, CB, DMSO, CORT) a serem avaliadas pela sua toxicidade.
Posteriormente na presencga do corante tripan blue (0,1%) estas laminulas foram
analisadas e a proporgao de células viaveis foi estimada pela contagem de 200

células em microscopio otico.

3.14 — Avaliacao da atividade da fosfolipase A,

A fosfolipase A; secretada humana do grupo IIA (hsPLA; gllA) heterdloga foi
gentilmente cedida pela Dra. Elisangela Aparecida Aragao do laboratério do Prof. Dr.
Richard John Ward da Faculdade de Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,

Departamento de Quimica.

3.14.1 - Preparacao dos lipossomos

Os lipossomos foram obtidos por evaporagcdo de fase reversa, seguindo
metodologia de Szoka; Papahadjopoulos (1978). Essa técnica consiste em produzir
uma membrana (bicamada fosfolipidica) artificial com composigao lipidica distinta
podendo assim variar o tipo dos fosfolipidios utilizados e a proporgédo das cargas dos
mesmos. Utilizaram-se fragdes molares de lipidios DOPC - dioleilfosfatidilcolina

(DOPC — PM: 786,1 Sigma) /DOPG - dioleilfosfatidilglicerol (DOPG — PM: 797
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Sigma) (90% de DOPC / 10% DOPG) dissolvidas em éter (2ml) e submetidas a
secagem por evaporagao. Em seguida foram adicionados ao filme lipidico 1mL de
éter e 1mL de tampao Hepes (Hepes 20mmol/L + NaCl 150mmol/L; pH 7,0).
Posteriormente sonicou-se (Sonicator XL-Misonix) no gelo por 2 min (com poténcia
minima) para formar uma emulsdo de fase reversa. Apds este procedimento as
micelas foram induzidas a uma evaporagdo lenta do éter (evaporador rotativo
Tecnal), resultando no “reverso” de fase.

A mistura foi entdo incubada em banho a 45°C por 1h produzindo lipossomos
unilamelares. Para obter uma amostra homogénea de lipossomos com diametros
definidos realizou-se a filtragem dos lipossomos em membrana de policarbonato

(400nm) obtendo lipossomos unilamelares de didametro 400 nm.

3.14.2 - Dosagem de fosfato dos fosfolipidios

A dosagem de fosfato seguiu a metodologia de Barlett (1959), que permite a
avaliagdo na faixa de 0,1 a 10 pg. mL™" de PO, > Amostras de lipossomos (10, 20,
30 pL) foram fervidas a 100°C em Acido Perclérico 70% por 5 min. Apds o
resfriamento, foram adicionados 4,2mL de agua deionizada, 200 yL de molibdato de
amoénio (Sigma) 1% em Bissulfito de sodio 20 % (Sigma). A solugéo foi agitada e
deixada em banho de agua fervente por 7 min. Leu-se a absorbancia em 830nm em
cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico em espectrofotometro Hitach U-2000.
A curva padrao de fosfato foi feita com amostra contendo 0, 2, 4, 6, 8 e 10 pg de

NayHPO, (Solugéo estoque de 10 mg/mL).
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3.14.3 - Teste de atividade enzimética através de indicador de &cido

graxo livre (ADIFAB)

ADIFAB (proteina de ligacao de acido graxo intestinal marcada com acrilodan)
€ um indicador fluorescente para a medida da concentragédo de acidos graxos livres.
Como ja sugerido pelo nome, o indicador € um conjugado composto por uma sonda
fluorescente sensivel a polaridade (acrilodan) e pela proteina de ligagdo de acido
graxo intestinal (I-FABP), uma proteina de baixo peso molecular (15 kDa) com alta
afinidade para acidos graxos (RICHIERI et al. 1992 e 1999). A deteccao de acido
graxo pelo ADIFAB é baseada na mudancga de posi¢ao do fluoréforo acrilodam em
relacdo a bolsa de ligagao apolar da proteina I-FABP quando ela torna-se ocupada
pelo acido graxo. A figura 13 ilustra um exemplo da mudanga para a regiao do
vermelho do espectro de ADIFAB causada pela titulagdo com acido oléico. Quanto
maior a concentragdo de acido graxo livres, menor a intensidade de fluorescéncia
em 425 nm e maior em 505 nm, devido a um deslocamento do espectro para
maiores comprimentos de onda. A mudanca espectral do ADIFAB permite a
determinagao da concentragédo de acidos graxos através da razao da intensidade de
fluorescéncia do indicador ligado e desligado medido em 505 e 425 nm,
respectivamente.

A solucao estoque de ADIFAB foi preparada pela dissolugao de uma unidade
de 200 ug de ADIFAB (Sigma) em 1 mL de tampao 50 mmol/L de Tris, 1mmol/L de
EGTA, 0,05 % de azida sdédica, pH 8,0 (solugdo estoque de 13umol/L). Para o
ensaio de volume final de 1 mL foram utilizados 15uL de ADIFAB (estoque 200ug.
mL™), 6 uL de vesiculas unilamelares grandes de DOPG — dioleilfosfatidilglicerol e

DOPC - dioleilfosfatidilcolina na proporcao de 1:200 de fosfolipidios, 1 uL de CaCl,
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(apenas nos ensaios com Ca?*), proteina (hsPLA; gllA) e tamp&o Hepes 20 mmol/L,
NaCl 20 mmol/L, pH 7,0 para completar o volume. Os resultados foram obtidos em
espectrofluorimetro Spectronic SLM 8100C a 25°C, utilizando a cubeta de quartzo
de caminho Optico de 1 cm sob agitacdo. O aparelho foi programado para medir a
razao entre intensidade de fluorescéncia em 505 e 425 nm com excitacdo de
ADIFAB em 385nm. A amostra contendo tamp&o, ADIFAB, vesiculas lipidicas e Ca**
foram pré — incubadas por 15 min e em seguida, a razdo entre as intensidades de
fluorescéncia em 505 e 425 nm foi monitorada por 2400 segundos. Apds 800
segundos de ensaio, foram adicionados 100 ng. mL™" da hsPLA,glIA na presenca de

1 mmol/L de CaCl,, 1 mmol/L de EGTA e/ou 0,86 x 10" mol/L de corticosterona.
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Figura 13 - Titulagdo monitorada por fluorescéncia do ADIFAB com &cido oléico a 25°C. A
concentracdo de indicador é 0,2 ymol/L em 10 mmol/L Tris-Cl, 0,15 M NaCl, 1 mmol/L de EGTA, pH
8,0. O espectro representante da maior concentracdo de acido oléico titulada esta representado por

uma linha pontilhada.



51

3.15 - Tratamento dos dados: Andlises estatisticas

Os dados obtidos experimentalmente foram analisados empregando-se o
software GraphPad Prism versao 3.0 para Windows. Os resultados foram expressos
como média +/- erro padrao da média e comparados pela analise de variancia
empregando ANOVA seguida do teste de Dunnet, para mais de duas amostras.

Para duas amostras utilizamos o teste t pareado. Foram considerados

estatisticamente significantes os resultados que forneceram valores com p < 0,05.



Resultados
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4 — RESULTADOS

4.1 - Efeito da corticosterona sobre o processo de fagocitose pelos

macrofagos peritoneais de camundongos

Avaliamos o efeito deste hormdnio num breve periodo de tempo (10 min)
sobre a fagocitose mediada por: - receptores Fcy, utilizando hemacias opsonizadas
com anticorpo IgG e imunocomplexos precipitados de IgG/OVA; - Os receptores de
manose e fucose foram avaliados utilizando-se particulas de zimosan.

A escolha desses estimulos deve-se aos seguintes fatores: EA — modelo de
fagocitose imunoldgica; imunocomplexo de IgG/OVA - com relagdo as doengas que tem
a participagao principal de imunocomplexos; e as particulas de zimosan — modelo

extensivamente usado para estudar resposta imune causada por infec¢des de fungos.

4.1.1 — Fagocitose de Imunocomplexo de hemacias opsonizadas com

imunoglobulina G (EA)

Macrofagos peritoneais residentes (100 pl) aderidos em laminulas de vidro
foram incubados por 10 minutos na presenca ou auséncia da corticosterona (1.10°
®mol/L) com imunocomplexo EA, e a fagocitose foi quantificada por microscopia
otica. Os dados obtidos foram expressos como porcentagem de fagocitose e numero
de imunocomplexos (EA) fagocitados por macrofagos totais.

Observou-se que ocorreu inibicdo da fagocitose de EA na presenca da
corticosterona (Figura 14 A e B) tanto na porcentagem de fagocitose quanto no

numero de hemacias por macréfagos totais. Controles utilizando DMSO (0,01%)
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foram realizados e verificou-se que nao interferiu com o processo de fagocitose
quando comparados com o controle (Hank’s). A viabilidade das células tratadas ou

nao com CORT permaneceu na faixa de 95%.

A 75+ B 1.57
(2]
8
S 5
@ 507 2 1.0
S =
s 2]
S S
- \© -
8 25 S 05
(]
T
*
0- 0.0 —
Hank’s CORT E Hank’s CORT E

Figura 14 - Agéo da corticosterona (CORT) sobre a fagocitose de EA (Hemacias opsonizadas com
IgG) por macréfagos peritoneais de camundongos. A: Porcentagem de fagocitose; B: numero de
hemacias opsonizadas ou ndo com IgG por macréfagos totais. Macrofagos aderidos em laminulas
foram pré-incubados por 10 min a 37°C com corticosterona (CORT) (10°mol/L), e em seguida
realizou-se o ensaio de fagocitose de EA. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA seguido
do teste de Dunnett e estdo expressos como média + erro padrdo da média n = 9, * diferenca

significativa em relagdo ao controle (Hank’s). E: Hemacias. (p<0,05).

4.1.2 — Fagocitose de Imunocomplexo de imunoglobulina G (IgG) anti

ovoalbumina (IC-IgG/OVA)

Um outro estimulo utilizado que avalia a ativacdo dos receptores Fcy foi
imunocomplexo de IgG/OVA sendo esses resultados quantificados por citometria de
fluxo. Nesses experimentos células tratadas ou ndo com CORT foram incubadas
com imunocomplexos marcados com FITC durante 30 minutos a 37°C, e a

porcentagem e a intensidade de fagocitose foram analisadas por citometria de fluxo.
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Verificou-se que a inibicdo da fagocitose de EA pela corticosterona nao
seguiu 0 mesmo padrdo com o estimulo IgG/OVA (200 ug/mL). O solvente DMSO
(0,01%) néo interferiu no processo de fagocitose.

Sugere-se que o processo de interiorizagao de IgG/OVA ¢ distinto do processo
de interiorizagdo de EA, mostrando que a inibicdo da interiorizacao pela corticosterona é
dependente do tipo de particula que interage com a célula (Figura 15 A e B).

Com a finalidade de verificar se a concentracado de imunocomplexo (IgG/OVA)
poderia estar interferindo no processo de inibicdo, avaliou-se diferentes
concentragdes do estimulo (100 ug/mL; 80 ug/mL; 60 ug/mL) frente a corticosterona,
dentro das mesmas condi¢des de trabalho.

Observou-se que entre o controle de cada concentragdo analisada (100
ug/mL; 80 ug/mL; 60 ug/mL) com seu respectivo teste (células tratadas com a
corticosterona) nao houve diferengas significativas na porcentagem de fluorescéncia.
Em relacdo a intensidade de fluorescéncia houve uma aparente inibicdo mas que na

analise estatistica nao foi significativa (Figura 16 A e B).
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Figura 15 - Ag¢do da corticosterona (CORT) sobre a fagocitose de IC-IgG anti OVA (200ug/mL)
(imunocomplexo de IgG anti OVA) por macrofagos peritoneais de camundongos. A: Porcentagem de
fagocitose, B: intensidade de fluorescéncia (quantidade de particulas fagocitadas). Macréfagos aderidos
em placas foram tratados inicialmente por 10 min a 37°C com corticosterona (10'5moI/L), e em seguida
realizado o ensaio de fagocitose por 30 min a 37°C. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA

seguido do teste de Dunnett e estdo expressos como média * erro padrao da média n =4.
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Figura 16 - Acao da corticosterona (CORT) sobre a fagocitose de diferentes concentragdes de
IgG/OVA (imunocomplexo de IgG anti-OVA) por macréfagos peritoneais de camundongos. A:
Porcentagem de fagocitose, B: intensidade de fluorescéncia (quantidade de particulas fagocitadas).
Macréfagos aderidos em placas foram tratados inicialmente por 10 min a 37°C com corticosterona
(10°mol/L), e em seguida realizado o ensaio de fagocitose por 30 min a 37°C. Os dados foram

analisados pelo teste t e estdo expressos como média * erro padrdo da média, n = 4, (p<0,05).

4.1.3 — Fagocitose de particulas de Zimosan

Outro estimulo utilizado para a avaliagdo da fagocitose por citometria de fluxo
foram particulas de zimosan. Neste processo de fagocitose os receptores envolvidos

sao os de manose/fucose. Verificou-se que n&o ocorreu o processo de inibicado da
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fagocitose de zimosan (1 mg/mL) na presenga da corticosterona por 10 min (figura
17 A e B), tanto na porcentagem quanto na intensidade de fagocitose. O controle
com DMSO néo interferiu com o processo de fagocitose como pode ser verificado.
Para verificar se a corticosterona exerce um efeito inibitério dependente da
concentracdo do estimulo, avaliou-se dentro das mesmas condi¢gdes de trabalho,
diferentes concentragbes de zimosan (500 pg/mL; 250 pg/mL; 100 pg/mL).
Observamos que entre o controle de cada concentracdo analisada com seu
respectivo teste (células tratadas com a corticosterona) a fagocitose de zimosan nao

se alterou (Figura 18 A e B).
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Figura 17 - Agéo da corticosterona (CORT) sobre a fagocitose de Zimosan (1mg/mL) por macréfagos
peritoneais de camundongos. A: Porcentagem de fagocitose, B: intensidade de fluorescéncia
(quantidade de particulas fagocitadas). Os macrofagos foram tratados inicialmente por 10 min com
corticosterona (10°mol/L), e em seguida realizado o processo de fagocitose de por 37°C por 30 min.
Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA seguido do teste de Dunnett e estdo expressos

como média + erro padrao da média n = 4.
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Figura 18 - Acgdo da corticosterona (CORT) sobre a fagocitose de zimosan em diferentes
concentragbes por macréfagos peritoneais de camundongos. A: Porcentagem de fagocitose, B:
intensidade de fluorescéncia (quantidade de particulas fagocitadas). Os macréfagos foram tratados
inicialmente por 10 min com corticosterona (10'5moI/L), e em seguida exposto ao estimulo fagocitico
por 30min a 37°C. Os dados foram analisados pelo teste t e estdo expressos como média £ erro

padrdo da média,n=4 .
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4.2 — Efeito da nistatina, clorpromazina e citocalasina B no mecanismo de

interiorizacdo de imunocomplexo IgG (IgG/OVA)

Como verificamos que a corticosterona n&o inibe a interiorizagao de IgG/OVA,
como acontece na fagocitose de particula revestida de IgG (EA), julgamos de
interesse verificar possiveis diferengas nos mecanismos de interiorizacido desses
diferentes tipos de imunocomplexos.

Nestes experimentos avaliamos se o processo de interiorizacao era mediado
por cavéolas, como ocorre com a interiorizagao de pequenas vesiculas (50-60 nm de
didmetro) como virus, proteinas como albumina (CONNER; SCHMID, 2003), ou
dependente de clatrina como se verifica com particulas de zimosan (ELFERINK,
1978), ou se requeria a participagdo dos microfilamentos de actina como ocorre na
fagocitose de EA.

Para isso utilizou-se como inibidor de cavéolas a nistatina, a clorpromazina
como inibidor de clatrinas e citocalasina B inibidor de filamentos de actina.

Na figura 19A avaliamos o processo de aderéncia do imunocomplexo
(IgG/OVA) em macréfagos aderidos em laminulas de vidro por microscopia de
fluorescéncia. Na figura 19B observa-se que o processo de aderéncia do
imunocomplexo (IgG/OVA) nos macréfagos tratados com nistatina nao foi alterado
em relagcado ao controle (Figura 19A). Em contraste, os macrofagos tratados com a
clorpromazina e citocalasina B sofreram diminuigdo significativa na aderéncia de
IgG/OVA (Figura 19 C e D respectivamente).

Na figura 19 E avaliou-se por citometria de fluxo a capacidade fagocitica dos
macrofagos tratados com as respectivas drogas. Observa-se que houve uma

inibicdo no processo de fagocitose pela citocalasina B e clorpromazina, quando
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comparado com o controle, sugerindo que possivelmente o processo de
interiorizagcdo mediado por filamentos de actina e clatrina esteja envolvido neste
processo de interiorizagado de imunocomplexo de IgG/OVA.

A viabilidade celular foi avaliada com o ensaio de exclusdo ao corante tripan

blue, verificando-se porcentagem de células viaveis na faixa de 85 a 90%.



61

E 20-
o
2 15
@
(&] *
wn b m—
o
5 10+
"'5
©
S 97
O_
Hank’s Nyst Clor CB

Figura 19 - Efeito da nistatina (Nyst), clorpromazina (Clor) e citocalasina B (CB) no processo de
aderéncia e interiorizagao de IgG/OVA (200ug/mL) por macrofagos peritoneais de camundongos
utilizando microscopia de fluorescéncia (A, B, C, D) e citometria de fluxo (E). A: Macréfagos
incubados com IC-IgG/OVA indicando a aderéncia deste imunocomplexo; B: Macréfagos na presencga
de IC-IgG/OVA e Nistatina (15ug/mL); C: Macréfagos na presenca de IgG/OVA e clorpromazina
(4pg/mL) p<0.01; D: Macréfagos na presenga de IC-IgG/OVA e CB (10umol/L) p<0.001. E:
Porcentagem de fagocitose. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA seguido do teste de
Dunnett e estdo expressos como média + erro padrdo da média n = 4. * diferenga significativa em

relagao ao controle (Hank’s) (p<0,05).
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4.3 — Efeito da corticosterona sobre o processo da producdo de espécies reativas

de oxigénio (ROS) por macréfagos peritoneais de camundongos (MPC)

Outra funcéo efetora dos macrofagos associada a ocupagéao receptores Fcy e
a producdo do burst oxidativo pela ativacdo da NADPH oxidase. Assim sendo,
avaliamos os efeitos da corticosterona sobre o burst oxidativo dos macréfagos.
Destaca-se que a producdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) é essencial

para a morte intracelular de agentes patogénicos em um processo inflamatario.

4.3.1 - Quantificacdo e analise da populacdo celular do exsudato

peritoneal total dos camundongos

Sabe-se que na cavidade peritoneal de camundongos normais sem receber
estimulos inflamat6rios existem varios tipos de células e devido a isso avaliamos a
porcentagem de macrofagos presentes nesse exsudato. Nessa cavidade injetou-se
3 a 5 mL de solugao de Hank’s gelado pH 7,4 para a coleta do lavado peritoneal.

Nos ensaios de quimioluminescéncia realizou-se para cada experimento uma
mistura de células de 8 animais, onde quantificou-se posteriormente a populagao
celular através de laminas coradas com corante panético. Verificou-se uma

predominancia de macréfagos/mondcitos no exsudato peritoneal (Tabela 1).

Tabela 1: Quantificagdo das células presentes no exsudato peritoneal de camundongos

normais (experimentos independentes = 10).

Tipos celulares Porcentagem
Macrofagos / Mondcitos 93
Linfocitos
Neutrofilos
Eosindfilos
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4.3.2 — Efeito in vitro da corticosterona no burst oxidativo dos
macrofagos avaliado pelo método de quimioluminescéncia dependente de

luminol e lucigenina

Nesta etapa utilizamos o método de quimioluminescéncia dependente de
luminol (QLIum) e lucigenina (QLluc) por um periodo de 40 min de leitura.

A quimioluminescéncia dependente de lucigenina (QLluc) detecta
principalmente o anion superoxido (Oy") liberado no meio extracelular, e empregando
o luminol (QLlum) detecta-se a somatodria das espécies reativas de oxigénio
produzidas pelos fagécitos em um determinado intervalo de tempo (VAN DYKE &
CASTRANOVA, 1987).

As concentragdes da sondas luminol e lucigenina foram determinadas por
uma curva dose resposta (10*, 10°, 10° mol/L), e verificou-se que a melhor
concentracdo no ensaio foi 1,5 x 10 mol/L para lucigenina e 2,8 x 10™* mol/L para
luminol (BREHM et al. 1996; CHADFIED; OLSEN, 2001).

Para uma avaliagao preliminar, foram realizados controles utilizando células
na presenca de hank’s, dimetilsulféxido (DMSO = 0,01%) e corticosterona 10°moliL,
na auséncia de estimulos. Esses ensaios prévios tiveram o propdsito de verificar se
essas substancias poderiam interferir na producdo das espécies reativas de
oxigénios por QLluc e QLIum.

Pode-se observar que as células, na presengca de DMSO e corticosterona,
nao apresentaram diferengas significativas na produgdo de espécies reativas
quando comparado ao controle (Hank’s) para QLIum e QLLuc. Da mesma forma,
imunocomplexo e zimosan, contendo ou ndo DMSO, n&o induziram diferencga

significativa na QL (Figura 20 A e B; Figura 21 A e B).
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Numa segunda etapa avaliamos se a corticosterona (10° mol/L) é capaz de
interferir com a produgcdo de ROS decorrente da interagcdo dos macrofagos
peritoneais de camundongo com os varios estimulos estudado neste trabalho.

As células foram incubadas inicialmente com corticosterona por 10 min e
posteriormente foi realizado o ensaio para quantificar a producdo de espécies
reativas de oxigénio por um periodo de 40 min. Os estimulos utilizados foram
especificos: IgG/OVA — 100 ug/mL e zimosan — 1 mg/mL.

Nos ensaios utilizando lucigenina observou-se uma inibigdo significativa na
producdo de anion superéxido para IgG/OVA (p<0.05) e zimosan (p<0.001) pela
CORT (periodo de leitura 40 min) (Figura 22A e 23A); porém nos ensaios com
luminol, que avalia a formagao de todas as espécies reativas, a CORT nao inibiu
essa producéao (Figura 22B e 23B).

Para uma avaliacdo das células tratadas com a corticosterona (10™° mol/L) por 10
min e depois lavadas realizou-se a QLluc na auséncia da corticosterona. Verificou-se
que nao ocorreu essa inibicdo da producdo de anion superdxido. Dados estao
expressos como area sob a curva, células estimuladas com IgG/OVA: Controle = 1,5

+ 0,13x10% , tratadas com a CORT= 1,4 + 0,11x10% células estimuladas com

zimosan: Controle = 2,1+ 0,26x10% tratadas com a CORT=2,1+0,17 x108.
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Figura 20 — Medida da producdo de ROS por macroéfagos peritoneais de camundongo estimulados
com IgG/OVA (100ug/mL) e Zimosan (1mg/mL) empregando-se ensaio de QLluc. A: Macréfagos
estimulados com IC-IgG/OVA (imunocomplexo de IgG anti ovoalbumina), controles realizados na
presenca de Hank’s, DMSO, CORT 10°mol/L; B: Macréfagos estimulados com Zimosan, controles
realizados na presenga de Hank’s, DMSO, CORT a 10°mol/L. Hank’s: Solugdo tamponada: controle
das células ndo estimuladas. CORT: Corticosterona a 10° mol/L. QLluc: quimiluminescéncia
dependente de lucigenina. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA seguido do teste de
Dunnett e estdo expressos como média * erro padrao da média, n= 6-8. (*) diferenca significativa em

relagao aos controles (Hank’s) (p<0,05).
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Figura 21 - Medida da produgéo de ROS por macroéfagos peritoneais de camundongo estimulados
com IgG/OVA (100ug/mL) e Zimosan (1mg/mL) empregando-se ensaio de QLlum. A: Macréfagos
estimulados com IC-IgG/OVA imunocomplexo de IgG anti ovoalbumina, controles realizados na
presenca de Hank’s, DMSO, CORT 10”°mol/L; B: Macréfagos estimulados com Zimosan, controles
realizados na presenca de Hank’s, DMSO, CORT a 10°mol/L. Hank's: Solug&o tamponada: controle
das células ndo estimuladas. CORT: Corticosterona a 10° mol/L. QLlum: quimiluminescéncia
dependente de luminol. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA seguido do teste de
Dunnett e estdo expressos como média * erro padrdo da média, n= 6-8. (*) diferenga significativa em

relagao aos controles (Hank’s) (p<0,05).
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Figura 22 - Efeito da corticosterona na QLluc e QLlum produzida por macréfagos peritoneais de
camundongo estimulados com IgG/OVA (100ug/mL). A: Medidas de QL-luc; B: Medidas de QL-lum.
Macrofagos pré-tratados com corticosterona 10°mol/L por 10 min e posteriormente estimulados com
IC-IgG/OVA imunocomplexo de IgG anti ovoalbumina na presenca e auséncia da corticosterona por
um periodo de 40 min que foi o tempo de leitura no aparelho. Os dados foram analisados pelo teste t

e estado expressos como média + erro padrdo da média, n= 6-8. (*) diferencga significativa (p<0,05).
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Figura 23 - Efeito da corticosterona na QLluc e QLlum produzida por macréfagos peritoneais de
camundongo estimulados com Zimosan (1 mg/mL). A: Medidas de QL-luc; B: Medidas de QL-lum.
Macréfagos pré-tratados com corticosterona 10°mol/L por 10 min e posteriormente estimulados com
zimosan na presenga e auséncia da corticosterona por um periodo de 40 min que foi o tempo de
leitura no aparelho. Os dados foram analisados pelo teste t e estdo expressos como média + erro

padréo da média, n= 6-8. (*) diferenca significativa (p<0,05).
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4.4 - Efeito do acido araquiddénico no processo de fagocitose de EA e no burst

oxidativo

Estudos demonstram que o acido araquiddnico € necessario para a fagocitose
e burst oxidativo. Ele é considerado um segundo mensageiro importante nas vias de
sinalizagao intracelulares, sendo precursor dos eicosanodides. Essas substancias tém
a capacidade de atravessar a membrana celular, e interagir com receptores
localizados em células vizinhas, dando origem a respostas inflamatérias.

Como em trabalho anterior do nosso laboratério ja se havia verificado a
inibicdo da fagocitose de EA pela corticosterona (0,3 pg/mL) (BACCAN et al. 2004),
e confirmado em nossos estudos com novas observacdes, avaliou-se se essa
inibicdo poderia estar relacionada ao efeito desse mediador (AA) na fagocitose e

burst oxidativo.

4.4.1 - Avaliacdo da toxicidade do &acido araquidénico (AA) sobre

macrofagos peritoneais de camundongos

Primeiramente avaliou-se a possivel toxicidade do acido araquiddnico sobre
0s macréfagos peritoneais de camundongos, pois sabe-se que essa substancia tem
uma toxicidade tempo-dependente (POMPEIA et al. 2003).

Macrofagos residentes foram incubados com diferentes concentragcées de AA
e etanol por 45 min e avaliados através do ensaio de exclusdo ao corante tripan
blue.

Observou-se que as células incubadas por 45 min com o AA na concentragao

de 10uM tiveram morte celular significativa; o etanol, no entanto (como foi o solvente



70

utilizado para dissolver o acido araquidénico) nao interferiu com a viabilidade celular
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Figura 24 - Efeito do acido araquidénico (AA) na viabilidade celular. Macréfagos peritoneais foram
incubados por 45 min com concentragdes crescentes de AA. Viabilidade celular foi avaliada por
exclusao de azul de tripan. Hank’s: solugdo tamponada. EtOH: Etanol. Os dados foram analisados
pelo One-Way ANOVA seguido do teste de Dunnett e estdo expressos como média * erro padrdo da

média; n=5. * = diferenga significativa em relacdo ao controle (Hank’s) (p<0,05).

4.4.2 — Efeito de diferentes concentragcbes do acido araquidénico na
fagocitose de EA por macréfagos peritoneais de camundongos nao tratados

com corticosterona

Com o objetivo de investigar qual a melhor concentragdo do AA que nao
interferisse com o processo de fagocitose de macrofagos realizou-se uma curva
dose-resposta (Figura 25 A e B). Verifica-se que as concentragdes de AA néo

interferiram com a porcentagem de fagocitose e nem com o numero de hemacias por
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macrofagos totais, ha uma pequena diminuicdo da fagocitose na concentragao de 5
pMmol/L, ndo sendo significativa pela analise estatistica.

Portanto utilizamos para os préximos ensaios as concentragdes de 1umol/L e
7,5 nmol/L para avaliar se o AA poderia possivelmente ter algum efeito em reverter a

inibicdo da fagocitose de EA pela corticosterona.
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Figura 25 - Efeito do acido araquiddnico no processo de fagocitose de EA. A: Porcentagem de
fagocitose; B: niumero médio de hemacias fagocitadas por macréfagos totais. Os macréfagos foram
tratados inicialmente por 15 min com AA, e em seguida incubados com EA na presenga do ac.
araquidénico em diferentes concentragdes a 37°C por 30 min. Os dados foram analisados pelo One-
Way ANOVA seguido do teste de Dunnett e estao expressos como média * erro padrdo da média, n=
3.
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4.4.3 - Efeito do acido araquidénico na fagocitose de EA por macréfagos

peritoneais de camundongos tratados previamente com cortiosterona

Neste ensaio incubou-se os macrofagos residentes aderidos em laminulas
com corticosterona (1.10°mol/L) por 10 minutos; posteriormente as células foram
lavadas por imersdao em solugdo de Hank’s e adicionou-se o AA 1 ymol/L e 7,5
nmol/L incubando-se inicialmente 15 minutos. A seguir, na presenga dessas mesmas
concentragdes de AA, os imunocomplexos (EA) foram adicionados e apds 30 min
avaliou-se a fagocitose de EA.

Na figura 26 (A e B) observa-se que a fagocitose de EA por macrofagos
peritoneais residentes de camundongos foi inibida pela presenc¢a da corticosterona a
10°mol/L, tanto na porcentagem de fagocitose quanto no nimero de hemacias por
macrofagos totais. Ja nas células tratadas com a CORT na presengca de AA
(1 ymol/L e 7,5 nmol/L), observou-se uma reversdo do processo de inibigao
realizado pela corticosterona. Nao houve diferenca entre as duas concentracdes de

AA.
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Figura 26 - Efeito do acido araquidénico (AA) no processo de inibi¢gdo pela corticosterona (CORT) a
10”°mol/L do processo de fagocitose de EA (Hemacias opsonizadas com 1gG). A: Porcentagem de
fagocitose; B: numero médio de heméacias fagocitadas por macréfagos totais. Os macrofagos foram
tratados inicialmente por 10 min com corticosterona (10'5moI/L), e em seguida incubados com EA na
presenga de Ac. Araquiddnico (1uM e 7,5nM) sendo o meio livre de Corticosterona por 37°C por 30
min. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA seguido do teste de Dunnett e estdo
expressos como meédia + erro padrdo da média; n =8. * = diferenca significativa em relagdo ao

controle (Hank’s) (p<0,05), E = Hemacias.
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4.5 - Avaliacdo do AA no burst oxidativo de macrofagos peritoneais

4.5.1 — Efeito de diferentes concentracdes de AA na producdo de espécies

reativas de oxigénio avaliadas por QLIuc pelos macrofagos peritoneais

Nesta etapa do trabalho avaliamos se o acido araquidénico poderia estimular
diretamente as células a produzirem espécies reativas de oxigénio (ROBINSON,
1998; POMPEIA, 2003). Através do método de quimiluminescéncia dependente de
lucigenina (QLluc) o qual detecta a produgdo de anion superdxido, analisamos a
producdo de ROS pelos macrofagos peritoneais tratados com AA em diferentes
concentragdes. Pode-se observar que as concentragbes de AA empregadas nao
estimularam as células em comparagdo com o respectivo controle (Hank’s) (Figura
27). Utilizou-se o estimulo IgG/OVA (100 ug/mL) como controle positivo de

estimulagao para a produgao de anion superoxido.
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Figura 27 - Avaliagéo das diferentes concentragbes de AA no processo de ativagdo do burst oxidativo de
macrofagos peritoneais de camundongo, através da QL-luc. IgG/OVA imunocomplexo de IgG anti
ovoalbumina (100ug/mL). Hank’s: Solugdo tamponada - controle das células n&do estimuladas. Os dados
foram analisados pelo One-Way ANOVA seguido do teste de Dunnett e estdo expressos como média +

desvio padrao da média; n = 7. * = diferenga significativa em relagao ao controle (Hank’s) (p<0,05).
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4.5.2 — Efeito de véarias concentragdes do acido araquidénico (AA) na

respostas de QLluc frente aos estimulos imunocomplexo IgG/OVA e Zimosan

Para verificar e ter uma maior segurancga que o AA nao estaria amplificando a
resposta quando as células fossem estimuladas, realizou um ensaio que consistiu
em adicionar o AA em varias concentracbes por um periodo de 5 min e
posteriormente desafiar as células na presenga do AA com os estimulos
imunocomplexo de IgG/OVA e zimosan. A leitura foi realizada por 40 mim, seguindo
0 padrao de tempo da fagocitose na presenca do AA.

Observa-se que as concentragdes utilizadas de AA em macrofagos na
presenca dos estimulos IgG/OVA e Zimosan nao interferiram com as respostas de
QLluc; a aparente diminuicdo do efeito do AA na concentracdo de Sumol/L nas
células estimuladas com imunocomplexo n&o foi estatisticamente significativa

(Figura 28).
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Figura 28 - Efeito de diferentes concentragcées de AA no processo de ativagdo do burst oxidativo de
macrofagos peritoneais de camundongo por IgG/OVA (100ug) (A) e zimosam (1mg/mL) (B) avaliados
por QL-luc. Hank’'s: Solugdo tamponada - controle das células nido estimuladas. IC-IgG/OVA
imunocomplexo de IgG anti ovoalbumina; EtOH: Etanol. Os dados foram analisados pelo One-Way
ANOVA seguido do teste de Dunnett e estdo expressos como média + desvio padrdo da média; n = 4.

(*) diferenga significativa em relagéo ao controle (Hank's + IC-IgG/OVA/ Hank’s + Zimosan) (p<0,05).
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4.6 - Avaliacdo da atividade sequestradora de radicais livres pelo AA e do
efeito deste sobre o burst oxidativo de Macréfagos Peritoneais de

camundongos

Antes de verificar se o AA também poderia reverter a inibicao da producéo de
ROS pela corticosterona, realizamos um experimento preliminar a fim de avaliar se
este composto ndo poderia agir como um agente sequestrador dessas espécies
reativas, o que interferiria na interpretacdo dos experimentos seguintes.

Os valores de porcentagem de redugédo do DPPH em fungao da concentragao
de AA estdo representados na Figura 29. Utilizou-se um flavondide padréao
quercetina, composto esse anti-oxidante, que possui a atividade de sequestrar ROS
(KROL et al. 1994).

Nossos dados demonstram que o acido araquidbnico ndo possui atividade

sequestradora de ROS, nas concentragdes empregadas.
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Figura 29 - Porcentagem de redugdo do DPPH frente as diferentes concentra¢cdes de &acido
araquidénico. Valores expressos como media + erro padrdo da média de dois experimentos, com
medidas em duplicatas. Abreviaturas: DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; EtOH: Etanol (0,03%) QUER:
Quercetina (10 ymol/L); PBS: Solugéo tamponada pH 7,2.
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4.7 - Efeito do &cido araquiddnico sobre a inibicdo de QLluc produzida pela

corticosterona

Como foi observado nos ensaios anteriores de QLluc, a corticosterona (107
mol/L) inibiu a produgdo de espécies reativas de oxigénio, dentro das condigdes
experimentais empregadas. Diante disso buscou-se avaliar também nesse fendbmeno
o possivel efeito do AA.

Nesse ensaio adicionou-se o AA a 1umol/L e 7,5nmol/L na presenga dos
estimulos IgG/OVA e Zimosan e/ou na presenga da corticosterona.

Na figura 30 (A e B) observa-se que os macrofagos peritoneais estimulados
com IgG/OVA e Zimosan sofreram inibicdo pela corticosterona a 10°mol/L na
producao de ROS. Na presenca de AA (1umol/L e 7,5nmol/L), observou-se que nao
ocorreu uma reversao do processo de inibicdo realizado pela corticosterona, sendo

possivelmente devido a presenca da corticosterona no periodo de leitura por 40 min.
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Figura 30 - Efeito do acido araquiddnico (AA) no processo de Inibi¢cdo realizado pela corticosterona
(CORT) avaliados por QL-luc em macrofagos estimulados com IgG/OVA (100ug); zimosan (1mg/mL).
Macrofagos tratados ou ndo com corticosterona e desafiados com IC-IgG/OVA imunocomplexo de
IgG anti ovoalbumina na presenca e/ou auséncia do AA (A) e zimosan (B). Hank’s: Solugao
tamponada. CORT: Corticosterona 10 mol/L. Os dados foram analisados pelo One-Way ANOVA

seguido do teste de Dunnett e estdo expressos como média + desvio padrdo da média; n=7.
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4.8 - Efeito da corticosterona na atividade da fosfolipase A, secretada humana

do grupo lIA (hsPLA; gllA)

Tendo em vista os resultados anteriores sobre o efeito do AA na agao
inibitéria da corticosterona, procuramos verificar se este horménio poderia estar
interferindo na inibicao da liberagao do AA. Para isso, pesquisamos a influéncia da
corticosterona na fosfolipase A, secretada humana do grupo IIA (hsPLA; gllA) que é
uma enzima envolvida na liberacdo do AA.

A ativacao da fosfolipase A, produz segundos mensageiros que influenciam a
funcado fagocitica e o processo de produgao de espécies reativas de oxigénio. Uns
desses produtos sao o acido araquiddnico e o inositol trifosfato que esta diretamente
ligado as respostas celulares.

Assim, realizou-se o ensaio de atividade enzimatica usando o indicador de
acido graxo livre ADIFAB (proteina de ligagao de acido graxo intestinal marcada com
acrilodan - é um indicador fluorescente para a medida da concentragcdo de acidos
graxos livres). A detecgao do acido graxo pelo ADIFAB é baseada na mudanca de
posicao do fluoréforo acrilodan em relagédo a ligacdo apolar da proteina I-FABP
quando ela se torna ocupada pelo acido graxo. A mudanga espectral do ADIFAB
permite a determinagdo da concentracdo de acidos graxos através da razao da
intensidade de fluorescéncia do indicador ligado e desligado medido em 505 e 425
nm, respectivamente.

A Figura 31 mostra a razao de intensidade de fluorescéncia em fungédo do
tempo apds a adicao da fosfolipase A, observamos que a PLA2 apresentou uma

atividade hidrolitica, indicada pelo aumento da razdo da intensidade de fluorescéncia
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(Isps/ls25snm), como observado. Nos ensaios com a incubagdo com a corticosterona

(0,86 x 10°mol/L) observa-se uma diminuigdo na atividade da PLA.,.
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Figura 31 - Efeito da corticosterona na atividade da fosfolipase A, secretada humana do grupo IIA
(hsPLA, gllA). Representacdo da atividade da proteina PLA, na concentragdo de 0,5ug/mL na
presenca e auséncia da corticosterona (CORT) 0,86 x 10°mol/L. Razdo da intensidade de
fluorescéncia (1) em 505 e 425 nm apds a adigdo 100ng. mL™" da hsPLA, gllA. Para o controle
experimental foi adicionado 100ng.mL'1 da hsPLA.gIIA na presenga de 1mM de EGTA. Graficos
representativos de um total de 2 experimentos. A adicdo das proteinas foi feita apdés 10 minutos.
EGTA: acido etileno glicol -bis- (B- amino etil eter) ADIFAB: proteina de ligagdo de acido graxo

intestinal marcada com acrilodan).
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5 - DISCUSSAO

A fagocitose e a endocitose sdo fungbes celulares importantes nos
mecanismos de defesa do organismo por realizarem o reconhecimento e a
destruicdo de agentes estranhos e patogénicos. Considera-se como fagocitose a
captagao e interiorizagdo em vacuolos de particulas com mais de 0,5um, por
mecanismos independentes de clatrina, requerendo a polimerizagdo de actina
(RABINOVITCH, 1995; OLIVEIRA et al. 1996).

O inicio da fagocitose se da com a ligagao da particula a receptores presentes
na membrana das células: é o processo de reconhecimento, ao qual se segue um
conjunto de eventos bioquimicos que resultam na polimerizagdo da actina, com a
formacao de pseuddpodes e o envolvimento da particula.

Avaliamos inicialmente a fagocitose por macréfagos residentes mediada por
receptores FcyR. Os resultados obtidos mostraram que a corticosterona, na
concentracdo de 10°mol/L, tem acdo inibitéria sobre a fagocitose de EA que é
mediada por esses receptores. Quando se utilizou o estimulo IgG/OVA, nao se
observou tal inibicdo, mesmo em diferentes concentragdes utilizadas.

A inibigdo da interiorizacdo de EA pode estar relacionada com a diminuigéo
dos receptores FcyR na membrana dos macréfagos por agcao da corticosterona
(GOMEZ et al. 1998).

Tendo em vista essa diferenca na suscetibilidade a inibicdao pela
corticosterona com EA e IgG/OVA na forma precipitada, procuramos verificar se a
interiorizacdo desses dois tipos de imunocomplexos se fazia por mecanismos
celulares diferentes, ou seja, por envolvimento do citoesqueleto de actina ou pela

formagao de cavéolas, ou ainda mediado por clatrina.
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Drogas inibidoras especificas para distinguir entre esses trés tipos de
interiorizagao sao utilizadas, como a citocalasina B que tem a capacidade de se ligar
aos microfilamentos de actina; a nistatina atua sobre as proteinas caveolinas e a
clorpromazina sobre as clatrinas como também no colesterol presente na membrana
(ELFERINK, 1978; ORDWAY et al. 2002; SANTOS et al. 2008).

A clorpromazina € um fenotiazinico que tem afinidades com constituintes da
membrana, como lipideos e proteinas. Segundo Elferink (1978) a clorpromazina
inibe a fagocitose de zimosan e a liberagdo de enzimas em células
polimorfonucleares, por interferir em certas funcées de membrana.

Existem varias maneiras das células interiorizarem particulas, sendo a
fagocitose uma delas. A pinocitose de um modo geral refere-se a interiorizagao de
particulas menores, podendo ser dividida em endocitose dependente de clatrina,
endocitose dependente de caveolina e endocitose independente de clatrinas e
caveolinas (CONNER; SCHMID, 2003). Utilizando inibidores especificos (nistatina,
clorpromazina e citocalasina B), verificamos que tanto a interiorizagdo de EA como a
do imunocomplexo IgG/OVA sao dependentes da polimerizagdo de actina G.
Adicionalmente a interiorizacdo de IgG/OVA também pareceu ser dependente de
clatrina.

O fato de ambos os processos envolverem a participacdo dos microfilamentos
de actina, ndo implica que essa participagao seja idéntica, podendo haver diferengas
no grau de polimerizagao requerida ja que os dois tipos de imunocomplexos incluem
particulas com diferentes morfologias. Enquanto que o EA é um estimulo de
tamanho definido, sendo assim interiorizado por inteiro, o imunocomplexo

precipitado de IgG/OVA, sofre fragmentagdes que originam particulas de diferentes
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tamanhos. Essa, talvez, seja uma explicacdo do porqué da corticosterona nao ser
capaz de inibir o processo da fagocitose de IgG/OVA.

A corticosterona n&o alterou a fagocitose de zimosam por macréfagos
residentes independente da concentragao utilizada. Essas particulas, contendo
polimeros de manana e [(B-glucana, podem se ligar a varios receptores diferentes,
como o de manose, dectina-1, receptores toll-like e receptores de complemento
(CR3). Portanto, o tratamento por 10 minutos com a corticosterona parece nao
alterar a expressao de nenhum desses receptores.

Alguns trabalhos mostram que os macréfagos alveolares sofrem inibigdo no
processo de fagocitose de zimosan opsonizado na presenga de glicocorticoides
(Belayat et al. 1998), sendo esses mecanismos de inibicdo dose e tempo-
dependentes. Macrofagos esplénicos de réptil Hemidactylus flaviviridis incubados
por um periodo de 4h na presenga da hidrocortisona diminuiram a fagocitose e a
producéo de nitrito, por mecanismo genémico classico (MONDAL; RAI, 2002).

Long et al. (2005), evidenciaram que macréfagos peritoneais de camundongo
submetidos in vitro a concentracdes decrescentes (10* a 107° mol/L) de
corticosterona (20 a 25 min) sofrem inibicdo da fagocitose de neutral red (vermelho
neutro) e da produgdo de anion superdxido. No entanto ndo houve alteragdo na
presenca do RU 486 e da actinomicina, indicando um mecanismo nao gendémico.

O imunocomplexo e o zimosan, quando se ligam aos receptores presentes na
superficie dos macréfagos, desencadeiam uma agregacao destes que culmina numa
cascata de sinalizagao citoplasmatica. Essa cascata de sinalizagao se inicia com a
fosforilagao de tirosinas presentes nos dominios citoplasmaticos desses receptores
(motivos de ativagédo celular - ITAM). A fosforilagdo € realizada por proteinas

quinases especificas que constituem a base para muitos efeitos bioquimicos no
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processo de fagocitose e burst oxidativo (GARCIA-GARCIA; ROSALES, 2002;
MARZOCCHI-MACHADO e LUCISANO-VALIM, 2005).

A sinalizacgao citoplasmatica gera segundos mensageiros intracelulares, que
permanecem no citoplasma. Sdo exemplos classicos, AMP ciclico, Ca**, inositol
trifosfato e diacilglicerol, que em conjunto causam ativagdes especificas por se
ligarem a proteinas quinases, proteinas fosfatases e proteinas intracelulares
ligadoras de calcio (RAVETCH; BOLLAND, 2001).

Baccan (2004) relata que macréfagos residentes, ao serem tratados com
corticosterona (0,3ug/mL) por 10 minutos, sofreram diminui¢do na fosforilagdo de
tirosinas, e que a polimerizacado de actina nao foi alterada frente a este hormédnio.

Uma das explicagdes da diminuicdo da fagocitose de EA por macrofagos
residentes estaria na reducdo da fosforilacdo dessas proteinas ocasionando a
diminuicao da sinalizacao intracelular.

O grau de fluidez também é importante na manutengdo da homeostase da
membrana celular. Varios autores explicam que uma das a¢des nao gendmicas dos
glicocorticéides, seria a inser¢gdo na membrana fosfolipidica ocasionando uma
possivel alteragao na fluidez de membrana (FALKENSTEIN, 2000; BACCAN, 2004).
Em ensaios realizados in vitro por Baccan (2004), com macréfagos residentes,
verificou-se que a corticosterona (0,3ug/mL) por 10 minutos, aumentava a fluidez de
membrana o que era importante para alteragao na fagocitose.

Como existe uma relagao direta entre a lipofilicidade de moléculas com a
alteracao da fluidez de membrana (MOREIRA et al. 2007), foi avaliado o efeito do
acido araquiddnico nas concentracbées de 1 umol/L e 7,5 nmol/L na fluidez de
membrana de macrofagos utilizando a sonda 1,6-difenil-1,3,5, hexatrieno (DPH),

segundo ensaios preliminares realizados (dados nao mostrados) os resultados
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obtidos sugerem que nao houve nenhuma alteracdo na fluidez de membrana
comparada com o controle.

Segundo Whiting (2000), a insergao de esterdides lipofilicos na membrana de
tecidos resulta numa perturbacao das interacdes entre os lipideos, alterando assim a
funcao de proteinas presentes na membrana. A incorporagao do colesterol ja € bem
compreendida, mas os efeitos dos hormonios na fluidez de membrana ndo sdo muito
bem caracterizados. Portanto essa mudanca na fluidez de membrana precisa ser
melhor compreendida, pois sugere-se que o mecanismo de agdo dos esterdides
estaria diretamente ligado a modificagdes na mobilidade da membrana plasmatica.

A fagocitose vem sempre acompanhada com o processo de estimulagdo do
burst oxidativo devido a ativacdo na NADPH oxidase. Os estimulos utilizados em
nosso trabalho (IgG/OVA e zimosan) desencadeiam a produgao de espécies reativas
de oxigénio, a qual é crucial para a morte de agentes patogénicos. A primeira
espécie reativa a ser produzida € o anion superoxido, através da ativagcao da
NADPH oxidase, sendo que as outras espécies sao formadas através de
dismutacdes e de reacdes na presenca de peroxidases.

Visto que a corticosterona inibiu a fagocitose mediada por receptores Fcy com
o estimulo EA e sendo que esses receptores estdo diretamente ligado a producéo
do burst oxidativo avaliamos, por quimioluminescéncia dependente de Iuminol
(QLlum) e lucigenina (QLluc), o efeito da corticosterona na producdo de espécies
reativas de oxigénio como também para o estimulo zimosan. O luminol € uma sonda
usada para medir a produgdo de diversos ROS produzida pelos fagdcitos: peroxido
de hidrogénio, radical hidroxil, oxigénio singleto, oxido nitrico, entre outros. A

quimioluminescéncia dependente de lucigenina mede a produgao do primeiro radical
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formado, o anion superoxido (Oy’), através da redugao do oxigénio molecular pelo
sistema da NADPH oxidase (VAN DYKE; CASTRANOVA, 1987).

Inicialmente avaliamos a populagao celular da cavidade peritoneal, por meio
de contagens diferenciais de 10 experimentos distintos, onde ficou caracterizado que
93% das células presentes eram macréfagos/mondcitos. A porcentagem de
neutrofilos presente ndo interferiu com esta quantificagdo, pois foram realizados
ensaios utilizando uma concentragao celular de neutréfilos que correspondia a 2%, e
pode-se verificar que a resposta de QL dependente de lucigenina foi igual ao
controle (células ndo estimuladas) (dados nao mostrados).

Para cada estimulo utilizado, os perfis de quimioluminescéncia foram
distintos. Para o estimulo IgG/OVA, a cinética de emissao de luz atinge um pico
maximo (tempo: 8 -11 min) e observa-se diminuicdo ao longo do tempo; ja com o
zimosan, verifica-se que a emissao de luz tende a aumentar ao longo do tempo
(tempo final de leitura: 40 min), sendo que o pico maximo de QLluc para zimosan é
de 69 - 72 min (SUZUKAWA, 2008). Pode-se sugerir que o processo de formagéao
das espécies reativas de oxigénio também é tempo dependente conforme o receptor
o qual é ativado

Na avaliagdo da producao de espécies reativas de oxigénio, na presenga do
hormdnio, realizamos experimentos controles com dimetilsulféxido na mesma
concentracdo utilizada para o preparo da solucédo de corticosterona, verificando que
o solvente nao interferiu na produgcao das espécies reativas de oxigénio. Segundo
Kahler (2000), dimetilsulféxido € muito usado como solvente em estudos in vitro de
quimioluminescéncia, e em concentragdes abaixo de 1% (v/v) nado interfere nos

resultados.
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Nossos dados demonstraram que a corticosterona na concentracdo de
10™°mol/L diminuiu a produgdo de O, induzida por ambos os estimulos (IgG/OVA e
zimosan), mas néo alterou a producéo total de ROS.

A presenca do horménio no periodo de 50 min poderia justificar a inibicao
observada na producédo do anion superéxido, ja que no periodo de 10 min néo se
observou alteragdo na produgdo desse anion. Isso sugere que o efeito da
corticosterona foi por um mecanismo classico de resposta gendmica (ISMAILI;
GARABEDIAN, 2004).

Em relacao a inibicao da producio de anion superoxido pela NADPH oxidase,
sugerimos que essa enzima é mais sensivel a agcdo do horménio do que as demais
enzimas presentes na producao das outras espécies. Assim a corticosterona poderia
estar atuando como inibidor de genes que ativam sintese de proteinas responsaveis
pela produgcao de anion superoxido.

Pesquisas realizadas por De Castro (2000) mostraram que ratos submetidos
ao estresse por imobilizacdo tém o nivel da corticosterona aumentado e a produgao
de anion superéxido diminuida, em macréfagos alveolares ativados com PMA.
Waziéres (1998), utilizando estresse por barulho, verificou que os niveis de
corticosterona também se alteraram e que a producdo de espécies reativas de
oxigénio avaliadas por QLIum por macrofagos alveolares estimulados com zimosan
opsonizado e FMLP foi aumentada nos grupos estressados. Ja com os macréfagos
peritoneais esse processo nao ocorreu.

De fato os resultados da literatura sao bastante contraditérios, o que nos leva
a crer que o estado de ativacdo dos macrofagos, os diversos estimulos e as
diferentes concentracbes de corticosterona explicariam a diversidade desses

resultados.
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Essa eventual diminuicdo da producado de anion O, pela corticosterona pode
ser explicada pelo aumento da fluidez de membrana como sugerido no processo de
fagocitose, ja que a liberagdo de ROS necessita da reunidao do complexo NADPH
oxidase na membrana celular.

Diante dos resultados até aqui obtidos, onde verificamos o efeito da
corticosterona na diminuicdo da fagocitose de EA (10 min) e no processo do burst
oxidativo com os estimulos IgG/OVA e zimosan (50 min), avaliamos se essa inibicao
poderia estar relacionada com alguns mediadores presentes no processo fagocitico
e burst oxidativo.

Nessa etapa do trabalho, procurando conhecer o mecanismo pelo qual a
corticosterona inibe a fagocitose de EA e do burst oxidativo, partimos da hipétese de
que esse hormoénio estivesse interferindo na liberacdo do AA e com isso causando a
inibicdo observada.

Segundo Suzuki (1991), Olsson e Sundler (2007) e Suram (2006), os
receptores FcyR e dectina-1 quando estimulados liberam acido araquiddnico. Dessa
forma pode-se verificar que o AA € um mensageiro secundario importante nesse
processo de produgéo das espécies reativas de oxigénio e na fagocitose.

Em processos de sinalizagdes celulares, vias mais complexas sédo ativadas
com a producdo de mediadores inflamatérios. A cascata do acido araquidénico e
seus metabdlitos fazem parte dessas substancias importantes que atuam na
regulacdo das atividades celulares. O acido araquidénico € originado a partir de
fosfolipidios da membrana celular e possui um pequeno periodo de vida, sendo
transformado em uma familia de metabdlitos denominados de eicosandides

(LENNARTZ, 1999).
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O acido araquidbdnico € liberado pelos macréfagos em resposta a uma
variedade de estimulos particulados e soluveis. Essa liberagao é devida a ativagao
de fosfolipases (A, C, D), principalmente a fosfolipase A,, dando origem a uma
sucessao de eventos intracelulares que se processam na membrana celular e no
citoplasma da célula.

Inicialmente realizou-se uma curva de toxicidade do acido araquidénico nos
macrofagos peritoneais em diferentes concentragdes (10umol/L - 1nmol/L), através
do ensaio de exclusdo ao corante azul de tripan. Observou-se que as células
incubadas por 45 minutos com o acido araquidénico na concentracdo de 10umol/L
tiveram morte celular significativa (> 95%) e as células permaneceram viaveis nas
concentracdes abaixo de Sumol/L.

Estudos revelam que dependendo das concentragcbes e do tempo de
incubacdo do AA, com determinados tipos de células, este pode ter um efeito
citotoxico. Pompéia (2002), tratando células humanas (HL-60) por um periodo de 6 —
24 horas com AA, verificou que baixas concentracbes deste (10 - 400 umol/L) séo
citotoxicas e altas concentragdes (400 - 1600umol/L) induzem necrose.

Ensaios foram realizados para avaliar se o efeito do acido araquidbnico
interferiria na a fagocitose e produgdo das espécies reativas por macrofagos
peritoneais estimulados com EA, IgG/OVA e zimosan. Para tanto realizamos uma
curva dose-resposta, e verificamos que as concentragcdes utilizadas de AA, bem
como a concentracdo de etanol, solvente utilizado para solubilizar o acido
araquidénico, ndo alteraram nas respostas celulares quando comparado aos
controles. Segundo Nilsson (1996), o etanol interfere na expressao dos receptores
CR1 e Fcy na membrana celular de neutrdfilos, diminuindo a resposta destes

receptores medeiam.
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Verificou-se que o AA nao reagiu com o radical livre DPPH, nas condi¢cdes
experimentais empregadas, sugerindo que o seu efeito no metabolismo oxidativo
das células ndo é mediado por atividade antioxidante, mas provavelmente pela
interferéncia em vias de sinalizacao intracelular.

Observamos que macrofagos residentes tratados com corticosterona (10 min)
tiveram uma inibigao na fagocitose de EA e que na presenga do acido araquidénico,
nas concentragdes de 1umol/L e 7,5nmol/L, esta inibigdo ndo ocorreu, o que sugere
que a auséncia ou diminuicdo da concentracdo do AA é importante no efeito da
corticosterona na fagocitose de EA.

Segundo Lennartz e Brown (1991), a fagocitose de hemacias opsonizadas
com IgG e particulas de leveduras por mondcitos é dependente de diferentes vias de
sinaliza¢do, pois uma via depende de acido araquidénico (EA) e a outra independe
de acido araquiddnico (levedura).

A PLA; libera o AA, que estimula a NADPH oxidase e promove uma
redistribuicdo da membrana durante a fagocitose, aumentando o numero de
vesiculas eletrodensas, que ao se unirem na superficie da membrana, levam a
formagao dos pseuddpodes (LENNARTZ, 1999).

Também foi avaliada a participacdo do AA na producao de espécies reativas
de oxigénio e verificou-se que o acido araquiddnico n&o reverteu o processo de
inibicdo mediada pela corticosterona na liberacdo de anion superoéxido.

Podemos sugerir que a liberagdo do acido araquidénico em macrofagos
residentes é dependente do estimulo utilizado, e que a participacdo do AA nas rotas
bioquimicas intracelulares para a fagocitose e burst oxidativo sdo distintas.

Alguns trabalhos mostram a importancia do AA na fagocitose e na produgéo

de espécies reativas de oxigénio. Segundo Schwacha et al. (1993), quando ocorre
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um defeito na liberagao do AA, a producao de peroxido de hidrogénio é afetada. Ja
Cherny (2001) demonstra que AA tem uma intima relagdo com a NADPH oxidase em
eosindfilos humano, e canais de H".

A diminuicdo da liberacdo do AA pela corticosterona pode ter sido causada
por uma acao inibitéria na PLA,, que é uma das enzimas primarias envolvidas na
liberacdo deste a partir de fosfolipideos de membrana. Em nossos estudos o acido
araquidbénico por si, como observamos, ndo estimula a fagocitose, mas é um
componente fundamental para que ocorra o englobamento de particulas através da
formacao de pseuddpodes desencadeado pela ativagdo do receptor Fcy.

As fosfolipases A sdo enzimas que catalisam a hidrolise de acidos graxos na
posicdo sn-2 de fosfolipideos de membrana. Constitui a principal rota metabdlica
pela qual acidos graxos, como acido de araquiddnico, sdo liberados e convertidos
em eicosanoides que modulam a resposta inflamatoria (BALBOA, 2003).

A PLA; gllA foi inicialmente caracterizada como uma enzima secretada
encontrada no fluido sinovial (KRAMER et al. 1989; SEILHAMER et al. 1989) .
Estudos subsequentes tém demonstrado um amplo padrdo de expressdo em
tecidos, sendo encontrada em macréfagos (INADA et al. 1991), plaquetas (KRAMER
et al. 1989), neutrofilos (WRIGHT et al. 1990) e mastocitos (MURAKAMI et al. 1992).

Procurando avaliar a atividade da fosfolipase secretoria PLA2glIA, realizamos
experimentos utilizando um indicador de acido graxo livre o ADIFAB, para avaliar a
atividade da enzima frente a corticosterona. Os resultados apresentados nesse
trabalho mostraram que a atividade enzimatica da PLA,gllIA na presenga da
corticosterona (0,86x10° mol/L) foi diminuida e é dependente de Ca*, pois na

presenca de EGTA a atividade hidrolitica foi abolida.
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Varios estudos evidenciam que altas doses de glicocorticéides diminuem a
atividade da PLA; por diferentes mecanismos: por gerar proteinas como lipocortina-l,
que inibe in vitro a atividade da PLA, através de mecanismos que nao estdo bem
definidos, ou por reduzir a expressdao da PLA; do grupo Il (NAKANO, 1990;
GOULDING, 1993).

Croxtall et al. (1995; 1996) demonstraram que os glicocorticéides inibem a
liberacdo do acido araquidbnico através da inibicdo da ativagdo da PLA;
citoplasmatica. Essa acdo € mediada pela lipocortina-1, que age inibindo
componentes da sinalizagao celular, proteina G e MAPK.

Assim, concluimos que a inibicao observada pela corticosterona na fagocitose
de EA parece ocorrer de uma maneira ndo gendmica, ja que o tratamento com a
corticosterona por 10 min ndo € suficiente para ativar mecanismos genémicos. Em
relacdo a producdo de espécies reativas de oxigénio esse processo seria um
mecanismo gendmico devido ao tempo maior que 30 min (FALKENSTEIN et al.
2000).

Portanto neste trabalho nés sugerimos uma nova via de atuagdo da
corticosterona na fagocitose de EA, uma via ndo gendmica, a qual difere da via
convencional mediada pelo receptor citoplasmatico de glicocorticéides e alteracéo da

transcricdo, e a importancia do acido araquidonico nesse processo.
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6 — CONCLUSOES

A compreensao dos mecanismos fisiolégicos implicados na regulagdo do
sistema imune e nervoso constitui ha muito tempo o principal foco de atencao de
grande parte das pesquisas realizadas na area da neuroimunomodulagdo. Assim, o
entendimento de como os hormdnios afetam células do sistema imune é de grande
importancia. Neste trabalho avaliamos os efeitos da corticosterona no processo de
fagocitose e produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em macrofagos

peritoneais de camundongos e o papel do acido araquidénico nesses processos.
Nossos resultados experimentais sugerem que:

A corticosterona modula, por um efeito ndo gendbmico, o processo de
fagocitose de macréfagos residentes mediada por receptores Fcy, sendo

dependente da particula utilizada.

Nos ensaios com quimioluminescéncia, verificamos que a produg¢ao de anion
superoéxido foi alterada na presenca da corticosterona por um periodo de 50 min, o
gue nao se observou com a produgao total de ROS. Esses resultados sugerem que

essa inibicao ocorreu por mecanismo gendmico classico dos glicocorticoides.

Em ensaios com o &acido araquidénico a 1umol/L e 7,5nmol/L, nao
observamos alteragbes nas respostas de fagocitose e produgdo de ROS mediadas

por receptores Fcy, manose/fucose.

Verificamos que macrofagos residentes tratados com corticosterona (10 min)
tiveram uma inibicdo na fagocitose de EA e na presenca do acido araquidénico
(1umol/L e 7,5nmol/L), esta inibicdo ndo ocorreu, o que sugere que a auséncia ou

diminuicao da concentragdo do AA é importante no processo de fagocitose.

Na presenca da corticosterona (0,86x10® mol/L) verificamos uma diminuicdo
na atividade da fosfolipase (sPLA.glIA), o que sugere que a via de liberagdo do

acido araquiddnico é prejudicada na presenga desse horménio.
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