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Saruhashi, ME. Quantificacio dos metabdlitos do oxigémo e do nitrogémo para avaliagio do estado fancional

de macrofagos: implantagio das  técmecas no laboratdrio de biclegla  do Instituto Laure de Souza
Lima [monografia]. Baww ILSL; 2010,

Os macrofagos (M@) sio células que pertencem ao Sistema Mononuclear Fagocitirio e
participam de uma ampla vanedade de processos fisioldgicos e patolégicos. A mteragio de
moléculas especificas com receptores na superficie do M@ pode induzir um aumento no
metabolismo basal da célula, a chamada explosdo respiratéria, caracterizada por uma maior
atividade da via glicolitica e da via hexose monofosfato, acompanhada por um aumento no
consumo de oxigénio. Por acdo da oxidase de membrana, ha reduciio do oxigénio molecular
para dmnion superdxido (02), o qual é rapidamente convertido para perdxido de hudrogénio
(H203) e radical hidroxila com potente atividade oxidativa microbicida, tanto no fagossoma
quanto no meio extracelular. Ha também mecamsmos de defesa dependentes do mitrogénio. a
via de producio de dxido nitrico (NO), constituindo-se em um mecanismo primario de
defesa contra microrganismos intracelulares e agentes muito grandes para serem fagocitados.
Para a implantacio das técnicas de avaliacio do estado funcional dos M@ - liberacio de
H,0,. Oy e NO - foram utihizados M@ pentoneais de camundongos sadios das linhagens
nude e Swiss, bem como camundongos nude inoculados, mtraperitonealmente, com
Mycobacterium leprae (M. leprae). Esses camundongos foram inoculados com 3.3 x 107
bacilos e sacrificados 11 meses apds moculacio. Os resultados da liberacdo de H,O, por M@
de camundongos moculados e sadios, demonstraram maior producio desse metabdlito nos
anumais inoculados com o bacilo. Com relacio 3 produgde de Q5. nio houve diferenca entre
camundongos nude e suicos sadios, do mesmo mode, a producio de H2O: fo1 semelhante
nessas duas linhagens de camundongos. Com relagio ao NO, os resultados revelaram maior
produgio nos camundongos moculados com o

bacilo em comparacdo aos animais sadios, a semelhanca do que fo1 observado com a H,O..
Esses resultados sugerem que a wia intraperitoneal de inoculacio do M leprae parece
estimular a producio desses metabdlitos. Tomados em conjunto, os resultados revelam que
as técnicas para dosagem dos metabolitos do oxigénio e nitrogémo foram mmplantadas no
laboratorio, conforme o objetivo nicial, e podero ser utilizadas em estudos futuros visando

avaliar o estado funcional de W@,

Palavras-chave: Macréfagos, Peroxido de Hidrogénio Superdxido, Oxido Nitrico.
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T R S
Sarvhashi. M B Quantification of metabolites of oxygen and nitrogen to assess the fonctional status of

macrophages: implantation techniques in the laboratory of biclogy at the Institute Lauwro de Scouza Lima

[monograph]. Bawrw: ILSL; 2010.

Macrophages (M@) are cells that belong to the reticuloendothelial system and participate in
a wide variety of physiological and pathological processes. The interaction of molecules
with specific receptors on the surface of M@ can increase the basal metabolism of the cell,
called a respiratory burst characterized by increased activity of the glveolytic and hexose
monophosphate pathway, accompanied by an increase in oxygen consumption. Because of
the action of the membrane oxidase, there 15 a reduction of molecular oxygen to superoxide
anion (O;7), which 1s rapidly converted to hydrogen peroxide (H;0,) and hydroxyl radical
with potent microbicidal oxidative activity, both in the phagosome and the extracellular
environment. There are also defense mechanisms depending on the nitrogen, the means of
production of nitric oxide (NQ), thus becoming a primary mechanism of defense against
intracellular microorganisms and agents too large to be phagocytosed. For the
implementation of techniques for evaluating the functional status of M@ - release of H2Os,
02" and NO - were used peritoneal M@ from healthy mice of Swiss and nude lineage and
nude mice moculated mtraperitoneally with Mycobacteriim leprae (M. leprae). These mice
were inoculated with 3,3 x 10° bacillus and sacrificed 11 months post inoculation. The
results of the release of H:0: by M@ of mice moculated and healthv, showed a greater
production of this metabolite in animals inoculated with the bacillus. With the production of
0., there was no difference between Swiss mice and nude mice. even though, the production
of H0; was sumilar 1n these two line of mice. With regard to NO, the results showed higher
production m mice inoculated with the bacillus as compared to healthy animals, similar to
what was observed with H;O,. These results suggest that the intraperitoneal inoculation of
M leprae appears to stumulate the production of these metabolites. Taken together, the
results show that the techniques for measurement of metabolites of oxygen and mitrogen
were implanted in the laboratory as the initial target. and can be used in future studies to

evaluate the functional status of MG,

Key words: Macrophages, Hydrogen Peroxide, Superoxide, Nitric Oxide
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1. INTRODUCAO

Os macrofagos (WM@) sdo células que pertencem ao Sistema Mononuclear Fagocitario
(SMF) e participam de uma ampla variedade de processos fisiologicos e patologicos. Estas
células originam-se na medula dssea a partir de uma célula progenitora, a unidade formadora
de coloma granulécito-macrofago (CFU-GM). O monoblasto, formado a partir da CFU-GM,
€ a celula mais imamra do SMF e, no processoe de divisdo celular. originard dois
promonodcitos. O promondcito, mais diferenciado que o monoblasto, formara mondcitos, os
quais alcancam a corrente sanguinea onde permanecem por 48 horas antes de se dirigirem
aos tecidos. Representantes celulares do SMF sio encontrados em varios tecidos, orgios e
cavidades serosas."™

Embora a maior parte dos M@ se ongine da migracio dos mondcitos do sangue, uma
pequena proporcio (menos de 5%) pode se multiplicar localmente.” O processo de
diferenciacio dos MO nos tecidos parece ser influenciado diretamente pelo microambiente
tecidual havendo a formacio de populacdes de MO diferentes quanto a morfologia e
funcio.” Na transformacio do monécito em MO ocorre um aumente no mimero de
mitocondrias, na atividade de enzimas mitocondriais e na respiracdo celular; com a
maturagio do M@ ha um aumento na oxidacio da glicose e na produgio de lactato, além de
um aumento no mimero de lisossomos e na concentracio de enzimas lisossomais. ™

A interacio de moléculas especificas com receptores na superficie do MO pode
induzir um aumento no metabolismo basal da célula. a chamada explosdo respiratéria.
caracterizada por uma mator atividade da wia glicolitica e da via hexose monofosfato,
acompanhada por um aumento no consumo de oxigénio” Por acio da oxidase de
membrana, ha reducio do oxigénio molecular para anion superdxido. o qual € rapidamente
convertido para peréxido de hidrogénio e radical hidroxila com potente attvidade oxdativa
microbicida. tanto no fagossoma quanto no meio extracelular. "

A magnitude da explosdo respiratdria tende a se reduzir significantements no
processo de diferenciacio monodcito-M@. Portante M@ residentes apresentam reduzida

capacidade de explosdo respiratéria. a qual pode ser aumentada em varias vezes quando os

M@ sdo ativados.®
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1.1. Caracteristicas Morfo-fisiologicas dos Macrofagos
Entre as principais fungdes exercidas pelos M@ estio a endocitose de particulas, a
sintese de moléculas importantes para as respostas inflamatoria e imune e o processamento e

apresentacio antigénica para os linfocitos T.

1.1.1. Receptores de Superficie

Os M@ possuem varios receptores de superficie que determinam o controle de
atividades como o crescimento, diferenciacdo, ativacio, reconhecimento, endocitose,
migracio e secrecio celular.
- Receptores para a Fragdo Fc da Imunoglobuling e para o Complemento: o processo da
fagocitose requer a interacio direta entre ligantes presentes sobre a particula e receptores do
fagdcito. A ligagdo do complexo imunoglobulina—particula com receptores sobre a superficie
do MO pode desencadear fun¢des como a endocitose, a geragdo de smais transmembrana -
com reorgamizagio do citoesqueleto no local do contato, facilitando a fagocitose - e a
secrecio de potentes mediadores."”

Os M@ possuem receptores para a fracio Fe da IgG (IgGl e IgG3), bem como para
os componentes C3b e C4b do sistema complemento e, desta forma, particulas revestidas por
essas moléculas passam a ser rapidamente internalizadas'’. Ao contrario dos receptores para
Fc. a fagocitose via complemento parece ndo induzir a liberagdo de metabolitos do oxigénio
ou do dcido aracdénico por M@.® Receptores especificos para manose/fucose e lectinas
podem também permitir a fagocitose de particulas nio opsonizadas.*”

- Receptores para Citocinas: os M@ possuem receptores para um grande mimero de
citocinas, sendo que a maioria desses receptores estd expressa em bamxa densidade;
entretanto, o niimero pode aumentar quando a célula é ativada.’

As citocinas inferagem com seus receptores especificos modulando a funcio
macrofigica. Deste modo, citocinas como o interferon gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral alfa (TINF-a). interlencina-2 (IL-2), fator estimulador de colénia de mondcito (M-
(CSF) e fator estimulador de coléma de mondcito/granulocito (GM-CSF) sdo importantes no
processo de ativagio macrofigica, enquanto que outras, como a IL-10 e o fator
transformador de crescimento beta (TGF-J) sio consideradas fatores de desativacio do

:"r'IE.".[g: 10}
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1.1.2. Aspectos Funcionais

- Quimiotaxia. os estimulos quimiotaticos desempenham importante papel na resposta dos
fagocitos aos microrganismos. A ligacio de um fator quimiotatico a receptores especificos
expressos sobre a superficie do M@ ativa vias de transdugdo relacionadas com a ativagio
celular, induzindo a adesdo da célula ao endotélio vascular, alteracio de seu tamanho com o
rearranjo do citoesqueleto e movimentacio através do tecido até o foco mnflamatério.®
- Endocitose: é a capacidade que os mondcrtos-ME apresentam de ingerir materiais solivess
ou particulados. Dd-se o nome de pinocitose a ingestio de mateniais menores que 0.5 um e
fagocitose ao englobamento de materiais maiores que 0.5 pm."”

A fagocitose imicia-se com a aderéncia da particula a ser fagocitada 4 membrana
celular do fagécito, acompanhada da emissio de psenddpodos que terminam por envolver
toda a particula que é posteriormente interiorizada. Forma-se o fagossoma, contendo um
envoltorio de constituicdo semelhante 4 propria membrana celular. Os lisossomos deslocam-
se em direcdo ao fagossoma e, apds a fusio desses. forma-se o fagolisossoma. As enzimas
digestivas dos lisossomos participam da digestio intracelular da particula. A partir da
interacdo da particula com a membrana celular do fagdocito formam-se substincias toxicas
que participam dos mecanismos microbicidas destas céhulas % ¥

O fendmeno da fagocitose pode ser facilitado por determinadas moléculas
denominadas opsoninas. Particulas revestidas por anticorpos ou por certos produtos da
ativacio do sistema complemento aderem i membrana do fagdcito e sdo interronzadas mais
rapida e intensamente do que particulas nio opsonizadas. Conforme citado anteriormente. os
M@ possuem receptores para a fracio Fe da IgG e para componentes do complemento, de
modo que, particulas opsomzadas por moléculas de anticorpos ou complemento passam a
ser internalizadas rapidamente.™ ”

Muitos microrganismos sdo capazes de ativar a cascata do complemento gerando
fracdes com capacidade opsonica.”™ ” Também o M@ é capaz de produzir complemento. A

aderéncia pode amnda ocorrer sem opsomizacio, desde que a particula possea em sua

: - : (7,11
superficie determinantes que possam ser reconhecidos pelo M@ '~

1.1.3. Produtos de Secrecio
Os M@ produzem e secretam varias substincias biologicamente importantes para as
respostas inflamatéria e uune, como citocinas, enzimas, metabélitos do dcido aracddnico,

componentes do sistema complemento. reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio.
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Com relacio as citocinas, os M@ produzem IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-o. entre outras.
A TL-1 atua sobre os linfécitos T levando 4 producio de citocinas, especialmente a IL-2. bem
como aumentando a expressdo de receptores para IL-2. A TL-6 tem agdes muito semelhantes
a IL-1. porém atua sobre os linfdcitos B promovendo sua diferenciacio terminal em células
secretoras de anticorpos. A IL-12 € um dos mais potentes fatores de crescumento de
linfacitos T e parece conduzir esses linfocitos em direcdo ao padrio de citocinas tipo Thl
durante a apresentacio antigénica. O TNF-o apresenta atividades biolégicas diversificadas,
isto €, induz a producio de citocinas e a expressio de receptores para IL-2 pelos linfocitos T,
aumenta a producgio de anticorpos e promove a proliferacio dos linfacitos B, atua como
quimiotitico para mondcitos-M@ e induz a producio de IL-1, IL-6 e IL-8 pelos M@. 5 1% 12

Particularmente quanto aos reativos do oxigénio e do mitrogénio. sdo sistemas
bioquimicos antimicrobianos dos fagdcitos mononucleares de vital nnportineia na defesa do
organismo contra as infecgdes e este assunto sera discomrido com mais detalhes por ser
objeto deste estudo.
- Atividade Microbicida: a capacidade microbicida dos M@ é variivel dependendo da
subpopulacio considerada e pode ser exercida por meio de mecamismos dependentes do
oxigénio, independentes do oxigénio e dependentes do nitrogénio.
a.  Mecanismos Microbicidas Dependentes do Oxigénio (Oxidativos): os M@ produzem
anion superoxido (O:) quando estimulados por elementos particulados ou soliveis. ™ A
partir do Os sdo formados outros produtos com acio microbicida; esses reativos
intermedidrios do oxigénio (ROI - reactive oxigen intermediates) podem ser gerados por
mecanismos dependentes ou independentes da mieloperoxidase.”
a.l Mecanismas Independentes da Mieloperoxidase: os M@, ao contrario dos neutrofilos e
dos mondcitos, contém niveis muito bamos de mueloperoxidase e portanto, utilizam
principalmente as vias metabélicas que nio dependem desta enzima.'* Neste sistema. sdo
formados o Oy e o perdxido de ludrogénio ou dgua oxigenada (H;O:). que podem ser
convertides gerando o radical hidroxila (OH) e o oxigénio molecular (O.). Na formacdo de
OH ha participacio do ferro como agente catalisador.™ Os ROI sio toxicos para os
MICTOTZANISMOS & reagem com a maitoria das moléculas orgamicas como DNA, proteinas e
lipideos, alterando-as
a.2 Mecanismos Dependentes da Mieloperoxidase: estes mecanismos sdo utilizados por
mondcitos e neutrofilos para gerar os ROI Neste sistema o O2 € dismmtado para formar o
H,04: a mieloperoxidase catalisa entio a oxmidacio do cloreto para dnion hipoclorito (OCI)

gerando 0,.%) O iodeto ou brometo pode substituir o cloreto nestas reacdes, entretanto o
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cloreto é predommantemente utilizado em razio de sua mator disponibilidade no interior do
fagolisossoma.

O hipoclorito € provavelmente um dos mais potentes agentes bactericidas devido a
sua capacidade de owmdacgio, especialmente por sua habilidade para oxadar aminas para
cloraminas. Entretanto, apesar do seu potencial bactericida, este metabolito ndo parece
desenvolver um papel de relevancia na defesa contra infeccdes, uma vez que pacientes com
deficiéncia de mieloperoxidase nfo apresentam risco aumentado para desenvolver infeccdes
graves."”

b Mecanismos ndependentes do Oxigénio (nfo oxidatives): varias enzimas participam dos
mecanismos nio oxdatvos dos ME®: lisozma, lactoferrina, hidrolases acidas, ENAse,
DNAse, colagenase, fosfolipase, entre outras, cuja funcio principal parece ser a digestio da
particula fagocitada.*”

¢. Mecanismos Microbicidas Dependentes do Nitrogénio (RNI - reactive nitrogen
intermediates). a via de produgio de oxido nitrico (NO) a partir da L-argmina foi
identificada como um novo sistema antimicrobiano do M©."'® Estudos t2m sugerido que o

(19, 20)

- - . T . (18} . .
NO tem a¢do antimicrobiana contra fungos™”, bactérias"®, protozoirios e células

(21)

TUMOoTas constinundo-se, assun. em um mecanismo primaro de defesa contra
microrganismos mtracelulares e agentes muito grandes para serem fagocitados.

A reacdo bioquimica envolvida na producio do NO € catalisada pela enzima dxido
nitrico smtase (NOS), a qual se apresenta sob dois tipos: constitutiva e induzida. A forma
constitutiva € citosélica. dependente de Ca* /calmodulina para sua liberacic e tem atividade
de curta duracio; o NO produzido atua na transducdo de sinais em varias respostas
fisiologicas."” A forma induzida (iNOS — éxido nitrico sintase induzivel) é independente de
Ca~ e mantém uma ativacio prolongada apds sua expressio. E expressa por células
inflamaténas por meto de diversos estimulos, dentre eles os lipopolissacarideos, fragmentos
antigénicos de micobactérias, fungos e protozoarios, e por citocmas inflamatérias como IL-
1. TNF-¢ e IFN-y. %%

A sintese de NO tem sido observada em macrdfagos e células gigantes
multinucleadas, bem como em outras células, como fibroblastos, células epiteliais e

1

s R (4 e (1) : ) pope @7
endoteliais"™, células de Langerhans", eosindéfilos™™, neutrofilos' ' linfocitos T CD4™ @7

FTEY
= En’

osteoclastos e osteoblastos*™, podendo ter varios efeitos dependendo do tipo de células que
o produz, do sitio de liberacio e da concentracio produzida. ™
O NO € um gas altamente reative que possii vida média de 6 a 30 segundos devido a

sua rapida oxidacio e conseqiiente geracio de nitritos (NO™) e mitratos (NOJ).& A
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reatividade do NO. da mesma forma que o oxigénio. esta relacionada com suas propriedades
redox: WO e O reagem para formar peroxinitrito (ONOO7), molécula altamente oxidante,
potencialmente mais téxica que o proprio NO.®Y Os alvos moleculares do NO na célula-alvo
sdo enzimas contendo ferro ou cobre, as quais participam do metabolismo respiratorio e da
sintese de DNA Y

O TGF-p é considerado mmbidor da via da NO sintase por sua acio estimuladora de
uma outra via de utilizacio da L-arginina — a via da arginase. Portanto o TGF-P pode
suprimir a agdo citotéxica de M@ ativados contra células tumorais.©”

A atividade microbicida dos M@ pode ser aumentada por determinadas citocinas,
como o IFN-y e os fatores estimuladores de colémia. © IFN-y aumenta grandemente a
capacidade de geracio da explosdo respiratdria por M@, sendo que a estimulacio do
metabolismo oxdative promove maior atividade microbicida contra uma grande variedade
de patogenos intracelulares. “* Além disso, o IFN-y também estimula a expressio da enzima

(18, 22

iINOS5, essencial para a formacio do NO. ) Os fatores estimuladores de coldnia, como o
M-CSF e o GM-CSF estimulam a capacidade fagocitica e microbicida dos M@ e, também. a
liberacdo de varios mediadores da mflamacio, como o 07, prostaglandina E e acido

1
(13

aracddmco, além de citocinas como a IL-1, IFIN-y e TNF-o.

1.1.4. Funcdes do Macrofago na Resposta Imune

O M@ participa da resposta inune através de duas grandes vias: aferente e eferente.
Em seu papel aferente o M@ atua como uma célula apresentadora de antigeno (antigen-
presenting cell- APC) ao linfocito T.

Resumidamente: a APC endocita o patogeno que € processade nos vactolos
endociticos, no citoplasma, pela acio das enzimas proteoliticas. gerando peptideos
imunogénicos. Em algum ponto do seu trajeto, vesiculas contendo moléculas de classe I do
MHC (Complexo de Histocompatibilidade Principal) se fundem aos endossomas e se ligam
aos peptideos mmunogénicos, transportando-os para a superficie da célula, onde se tornam
acessiveis aos linfacitos T CD4™ especificos para aquela combinacdo particular de epitopo-
moléculas de classe II. A ligacio do receptor do linfécito T CD4™ a esse complexo,
juntamente com a liberacio de IL-1 pela APC, ativam os linfécitos T CD4™. Essas células
ativadas passam a expressar receptores para IL-2 e a produzirem IL-2, o que estimula o

crescimento dos linfocitos T e a produgio de outras citocinas importantes na ativacio de

(34, 35)

outros tipos celulares.
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Dentre as citocinas liberadas pelos linfocitos T CD4” encontra-se o IFN-y, uma
citocina chave na ativagio macrofigica.””’ Os M@ ativados exercem importante papel na
resisténcia do hospedeiro a patdgenos intracelulares obrigatorios e facultativos, uma vez que
esses patogenos podem sobreviver e se multiplicar em M@ ndo ativados.®® Assim, o M@
ativado participa da resposta imune através da via eferente.

Os M@ attvados apresentam alteracdes funcionats e morfoldgicas, como: aumento de
aderéncia e espralamento sobre o vidro, modificagdes bioquimicas e enzimaticas. liberagio
aumentada dos ROI e dos RNI e potencializagio das fungdes fagociticas, microbicidas e
citotoxicas.*® ¥ ¥

Considerando que a quantificacio dos metabdlitos do oxigénio e do nitrogénio pode
ser empregada como pardmetro de avaliacdo do estado funcional de M@ e,
consequentemente, da resposta mmune celular. e que a uwtilizacio dessas técnicas serd de
grande valor na avaliacio da imumidade celular de pacientes com hanseniase e doenga de
Jorge Lobo (assunto que serd objeto de estudos futuros). este trabalho fo1 realizado com o
objetivo de implantar essas técnicas no laboratério de biologia do Instiuto Laure de Souza
Lima. Para tanto, foram utilizados M@ perttoneais de camundongos sadios das linhagens
nide e Swiss, bem como camundongos mude inoculados, intraperitonealmente, com
Mycobacterium leprae (M. leprae).

(38

. . . B j
O camundongo nude fo1 descrito pela primeira vez por Flanagan™ ', em 1966, e, em

(35)

1968, Pantelouris™™ verificou que esses animais eram congenitamente atimicos. Esses
camundongos nio sobrevivem por tempo superior a § meses em biotérios convencionais,
entretanto_ em biotérios SPF (livre de patdgenos especificos) podem sobreviver por mais de
2 anos. O camundongo mude fo1 mtroduzido na hanseniase experimental por Prabhakaran et
al.“"_ que inocularam M. Jeprae no coxim plantar de camundongos normais e atimicos e nio
observaram diferencas significantes no processo infeccioso entre os amimais. durante os 6
meses pos-inoculagio. Posteriormente. Colston & Kohsaka™. ao reproduzirem o
experimento, observaram disseminacio do bacilo nos camundongos nude apos 8 meses de
inoculacio. Em outro estudo. foi demonstrado multiplicaciio bacilar (10™) no coxim plantar
desses animais 12 meses pos-inoculagio e dissemunacio para figado e bago apos 18
meses."” Sendo assim, o camundongoe nude tem sido largamente empregado no estudo da

hanseniase experimental e neste trabalho este camundongo foi utilizade, juntamente com os

camundongos suigos. na padronizacio das técnicas dos ROI e RNT em nosso laboratorio.
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2.0BJETIVO

Este estudo teve por objetivo implantar as seguintes técnicas para avaliacio do estado
funcional de macrofagos, no Laboratorio de Biologia da Equipe Técnica de Biologia, do

Institute Lauro de Souza Lima:

- liberacio de HaOa,
- quantificacio de O,

- dosagem de NO.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais: foram utilizados 34 camundongos, sendo 15 da linhagem Swiss e 19
da lmhagem nude (com “background” genético Swiss) com 6 a & semanas de idade
provententes do Biotério do Instituto Laure de Souza Lima, de Bauru-SP. Os camundongos
foram mantidos em ambiente estéril composto por microisoladores em rack ventilada e
receberam racio balanceada suplementada com complexo vitaminico e dgua esterilizadas ad

libitum.

3.2. Grupos Experimentais: foram constituidos por 15 camundongos suicos sadios
(G1). 15 camundongos nude sadios (G2) e 04 camundongos »ude inoculados
intraperitonealmente com 100 pl de uma suspensio de M Jeprae, proveniente de bidpsia de

paciente com hanseniase virchoviana. nio tratado. contendo 3.3 x 10° bacilos/ml (G3).

3.3. Sacrificio: os ammais foram sacrificades em cdmara de CO.. conforme os
Principios Eticos em Experimentacio Animal adotados pelo Colégio Brasilewre de
Experimentacio Amimal (COBEA). Os ammais nude inoculados com M Jeprae foram

sacrificados 11 meses apos a moculagio.

3.4. Isolamento dos Macrofagos Peritoneais: todos os procedmmentos descritos a
segur foram realizados em condigdes assépticas: para tanto, os materiais e reagentes
utilizados foram previamente esterilizados e todos os passos foram realizados em cimara de
fluxo laminar, previamente submetida 3 wradiagio com luz ultravicleta por 30 mm. Os
animais foram colocados no interior da cimara de fluxo laminar e fixados em dectbiro
dorsal em suporte de disseccio. A parede abdominal for exposta, rebatendo-se a pele da
regifio e, em segmda, a cavidade abdominal fo1 lavada com 8 a 10 ml de NaCl 0,9% gelado,
injetados na porcdo mediana superior do abdome. A cavidade foi massageada e o liquido
peritoneal fo1 obtido com seringa hipodérmica de 10 ml com agulha 25 x 7 mm. O lavado
pernitoneal (LP) fo1 colocado em tubos de vidros estéreis e mantidos em banho de gelo, este
procedimento foi repetido mais 2 vezes. O LP foi centrifugado a 1500 rpm por 10 min e as
células ressuspensas em 1 ml de meio RPMI contendo L-glutamina e 25 mM de tampdo
HEPES adicionado de soro fetal bovino a 10%6 e penicilina (100 Ul'ml)-estreptomicina (100

ug/ml) (meio completo). A contagem do nimero de M@ foi realizada em cdmara de
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Neubauer mediante diluicdo 1:8 da suspensio de células com corante vermelho neutro a
0,02% em solucdo salina. mantida por 20 mm a 37°C. A concentragio final da suspensio fo1
ajustada para 1 x 10° M@/ml sendo necessirio muitas vezes. fazer o pool de 2 a 3

suspensdes celulares para obter a concentragio desejada.

3.5. Cultura de Macrofagos Peritoneais: 100 pl da suspensio celular foram
distribuidos em placas de cultura de tecido, de fundo plano e com tampa. contendo 96
orifictos. A placa fo1 incubada a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. por 2 horas, para
aderéncia dos M@, As células nio aderentes foram removidas mediante lavagem dos
orificios com meio FPMI. Em seguida, foram adicionados 100 ul de meio completo em cada
orificio na presenga ou ndo de 10 ng/ml de LPS (lipopolissacaride da E. coli) e 10 pg/ml de
antigeno interro (Agl) do M Jeprae (o antigeno foi cedido pelo Dr. P. Brennan, do Dept. of
Microbiology, Immunology and Pathology, Colorado State Umiversity, USA). As culturas
que nio receberam nenhum estimulo foram denominadas culturas controle (CC) e foram
realizadas para avaliar a produgio espontinea dos ROI e ENI. A placa fo1 incubada a 37°C
em atmosfera com 5% de CO,, durante 24 horas. Apods este periodo, os sobrenadantes foram
coletados, centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos e utiizados para dosagem de dxido
nitrico. Os M@ adendos e cultivados por 24 h foram empregados para a determinagio dos

ROL

4 TECNICA PARA QUANTIFICACAO DO PEROXIDO DE
HIDROGENIO (H,03)

4.1. Preparo dos Reagentes:
Solucio A:

B0 g NaCl

2 g KCl

2 g KH,PO,

11,5 g Na:HPO4

Agua destilada gsp 800 ml

Acertar o pH 7.0 e manter em frasco escuro, na geladeira (4°C).
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Solucdo B:
1 g CaCls
100 ml de agua destilada

Conservar em frasco escuro, na geladewra (4°C).

Solugdo C:
1 g MeCl,
100 ml de agua destilada

Conservar em frasco escuro, na geladeira (4°C).

Vermelho de fenol:

0.1 g vermelho de fenol
10 ml de dgua destilada
Conservar em frasco escuro, na geladewra (4°C).
Tampio fosfato (pH 7,0):
Solugdo I

150 ml agua destilada

261 g KoHPO:

Solugdo 2

150 ml agua destilada

2,06 g KHH,PO.
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Em 100 ml da Solugio 1 acrescentar a Solucio 2 até atngir pH 7.0.

Peroxidase Smg/ml:
10 mg peroxidase

2 ml tampio fosfato

Aliquotar 100 pl em eppendorfs e conservar em freezer (-20°C).

Dextrose:
1 g dextrose
100 ml agua destilada

Conservar em frasco escuro, na geladeira (4°C).
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Tampio vermelho de fenol:
7.8 ml Agua destilada

0.8 ml Solucio A

0.1 ml Solucdo B

0.1 ml Selucio C

0.1 ml vermelho de fenol

0.1 ml peroxidase

1.0 ml dextrose

Agua Oxigenada (ou Peréxido de Hidrogénio) para curva (H;0;):
0,102 ml de H,0, 30%
100 ml de agua destilada

Manter em frasco escuro, na geladeira (4°C).

PMA (Forbol Miristato Acetato):

1 mg PIMA

1 ml DMSO

Aliquotar 1 ul'eppendorf e diluir em 100 ul de tampio vermelho de fenol.

Preparar 15 mimnutos antes de usar.

Hidroxido de Sodio 1N:
4 g de NaOH
100 ml de agua destilada

Manter em frasco escuro, na geladeira (4°C).

4.2, Materiais Necessarios:

- Suporte para tubos

- Tubos de heméhse

- Tubos de polipropileno de 15 ml com tampa e rosca
- Pipetas automaticas

- Ponteiras

- Placa em U de 96 onficios

- Pipetas Pasteur

- Microlettor automatico de ELISA
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4.3. Procedimentos:

- A liberagio de H,0O; foi determinada de acordo com técnica descrita por Pick &
Misel*.

- Apds o periodo de 24 h do cultivo dos M@ e remocdo dos sobrenadantes, as células
aderentes foram ressuspensas no volume original (100 pl) em solugio de vermelho de fenol
contendo: 140 mM de NaCl; 10 mM de tampdo fosfato de potassio pH 7.0; 5.5 mM de
dextrose; 0.56 mM de vermelho de fenol e 0.01 mg/ml de peroxidase de raiz forte tipo II. As
células foram incubadas a 37°C em atmosfera umida por 60 mum. na presenca ou nio de 10
ul de forbol miristato acetato (PMA). Apds incubacio. a reacio fo1 interrompida pela adicio
de 10 ul de NaOH 1 N e a absorbincia foi determinada em microlertor automatico de ELISA
com filtro de 620 nm. contra branco constituido de solucdo de vermelho de fenol e NaOH 1
N. Os resultados foram expressos em nanomoles (nM) de Hy04/1 x 10° células, a partir de
curva padrio estabelecida em cada ensaio, constituida com concentraces molares

conhecidas de H20: em tamp3o vermelho fenol, variando de 0.5 a 2.0 nM.

5. TECNICA PARA Q[TAFTIFICAC;LG DO ANION
SUPEROXIDO(O:)
5.1. Preparo dos Reagentes:

Solucio salina de Hank s sem vermelho de fenol

Citocromo C:
Diluir o contetido do frasco em 12,6 ml de solugdo salina de Hank's sem vermelho

de fenol.

Aliquotar 100 pl em eppendorfs e conservar em freezer (-20°C).

PMA:

1 mg PMA

1 ml DRSO

Aligquotar 1 uleppendorf e diluir em 100 ul de solucio salina de Hank's sem
vermelho de fenol.

Preparar 15 mmutos antes de usar.
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5.2, Materiais Necessarios:

- Suporte para tubos

- Tubos de hemolise

- Pipetas antomaticas

- Ponteiras

- Placa em U de 96 orificios

- Microlettor automatico de ELISA
5.3. Procedimentos:

- A dosagem do O foi determinada utilizando-se o cromégeno ferricitocromo C.
segundo método de Pick & Misel™, adaptado por Russo et al“"

_Apds o periodo de cultivo das células e remocio do sobrenadante, foi adicionado em
cada orificio da placa 100 ul de solucdo contendo 160 pM de citocromo C em solugio salina
de Hank's livre de vermelho de fenol. As células foram incubadas a 37°C em atmosfera com
5% de CO. por 15 min, na presenca ou nio de 10 pl de PMA. A leitura foi realizada em
microlettor de ELISA com filtro de 540 nm. contra branco constituido de solugdo de Hank's
sem vermelho de fenol. A concentracio do O: fo1 expressa em nanomol (nb) e caleulada
por meto da seguinte relagio:

DO x 100
6,3

6. TECNICA PARA QUANTIFICACAO DO OXIDO NITRICO

(NO)
6.1. Preparo dos Reagentes:

Acido Fosforico (H;PO, 5%):
2.5 ml de H:PO.
47.5 ml de H-O destilada

Manter em frasco escuro, na geladeira (4°C)
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NEED 0,1% (N-Naphtyl-Etilenodiamina) (Solucio A):
0.05g NEED
50 ml H.O destilada

PIG]_.'IRIHI no momente do use.

Sulfanilamida 1% em H3;PO, (Soluciio B):
0,5g sulfanilamida
30 ml H;POy

PI'S]__'I?{IH.[ no momento do use.

Reagente de Greiss:
Misturar a Solucio A e B (1:1). Deixar reagindo 15 minutos antes de usar. Preparar

no moemento do uso.

Reagente para curva:

0,140g de NaNO; (Nitrite de Sodio)

10 ml de H»O destilada

Solucdo estoque, na concentracio de 200 mM. Manter a 4°C (geladeira) por até 2
SE1ANas.

6.2. Materiais Necessarios:

- Suporte para tubos

- Tubos de hemolise

- Pipetas automaticas

- Ponteiras

- Placa em U de 96 orificios

- Iicrolettor auntomatico de ELISA

6.3. Procedimentos:

- O NO decompde-se em mitrito (NO:7) e nitrato (NO:") e sua detecgiio é realizada por

meio da medida de NO, baseada no método colorimétrico da reacio de Griess.™”
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- Preparo da curva: a partir da solugio-estoque de NalNQ,. ciya concentracio € de 200
mM ., foram realizadas diluicdes sertadas de 20 mM, 2 mM e 200 uM. em agua destilada. A
partir da solugio de 200 pM, diluigdes seriadas de 100 a 0.375 uM foram realizadas para
obtencdo da curva-padrio.

- Em placa de 96 orificios, foram pipetados 100 pl do sobrenadante de cultura e 100
1l do reagente de Griess, que contém n-(1-naftil)-etilenediamina (NEED) diluido a 0,1% em
agua destilada e sulfanilamida diluida a 1% em H;PO. a 5%. Estes reagemtes, NEED e
sulfamlamida, foram misturados em volumes iguais ne momento da reacio. A placa foi
mantida por 10 min em temperatura ambiente e, a segur, a leitura foi realizada em
microlettor automatico de ELISA com comprimento de onda de 540 nm. contra branco
constituido por reagente de Griess. Os resultados foram expressos em micromolar (uld) de
NO liberado/ 1 x 107 células, comparando-se a densidade éptica (DO) a uma curva padrio

estabelecida em cada ensaio.
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maior liberagio de H:0.. sendo que os resultados revelaram valores menores ou 1guais
aqueles cyyo estimulo fot o LPS associado ao PMA.

A liberacdo de H,Os fo1 mator nos camundongos nude moculados com o bacilo (G3)
quando comparado aos camundongos sadios (G1 e G2). independentemente da linhagem
(Figura 7). Os resultados mostraram, também, que ndo houve diferenga na producio de H,O,

entre camundongos sadios (Gl e G2). conforme representado na Tabela 1.

Figura 4. Liberacio de H.O, por M® perttoneais de camundongos suigos (G1). A

baira representa a mediana da quantidade de H,O, produzida por 1 x 10° células do lavado

perttoneal.
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Figura 5. Liberacio de H.O. por M@ peritoneais de camundongos nude (G2). A

barra representa a mediana da quantidade de Hx0» produzida por 1 x 10° células do lavado

perttoneal.
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Figura 6. Liberacio de H,O; por M@ peritoneais de cammndongos nude inoculados

com M. leprae. intraperitonealmente (G3). A barra representa a mediana da quantidade de

H,0, produzida por 1 x 10° células do lavado peritoneal
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Figura 7. Liberacio de H;O, por M@ peritoneais de camundongos suicos e nude

sadios (G1 e G2) e nude moculados com M. /eprae, intraperttonealmente (G3). Os resultados

estdo expressos em mediana da quantidade de H,0, produzida por 1 x 10° células do lavado

peritoneal.
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Tabela 1. Quanfificagio  dos  metabdlitos do  omigénio e  do  mifrogémio  em  cultwma  de  macofagos  peritomeals mwinos.
Hz03 (niM) 0 {nM) NO (uM)
LPS/ Agis [etor) LPS/ Agls CCs
LPS Agl cc LPS Agi cc | LPs  Agi ceo
PMA PMA Phia PMA PAMA PMA
Mediana | 0,70 0,10 070 0,0 0S50 0,10 | 3,80 3,80 3,85 3,30 380 385 | 1,00 040 0,40
Suica Média 0,78 0,23 083 036 051 D24 | 3,75 3,73 3,75 3,78 378 383 | 1,25 0,51 0,5
Sadio
(G1) E:dsr‘gg =041 =028 =071 +0,49 =+0.54 +029| =025 =024 =033 +0,21 =*0,20 +028 | +0,74 =040 =0,35
Mediana 0,80 0,20 0,75 0,45 0,50 0,00 3,85 3,60 3,90 3,80 3,80 3,45 220 0,70 0,50
Nude
Sadio Media 0,80 0,54 0,64 0,54 0,70 0,26 3,85 3,682 4,02 3,62 3.87 3,55 6,28 1,26 0,68
(G2)
Desvio an - - a e
padrio | 2080 078 :048 2045 0,57 +045 0,17 0,26 =018 +0,28 +026 | +6,36 =143 =058
Nude Mediana 3,40 3,10 3,10 2,50 270 2,90 MR MR MR NR NR MR 3720 11,50 2,70
inoculade
com M.
leprae Media 3,10 313 2,83 3,13 2,70 243 MR MR MR NR NR MR 43,80 13,10 7,73
(G3)
Desvio - F—
padrao =061 0,78 0,71 £1,11 =050 x1,49 MR MR MR NR MNR MR 28,9 =118 =10,9

LPS: lipopolissacaride; PMA: forbeol miristato acetato; Agl: antigeno inteiro do M leprae; CC: cultura controle (produgio espontinea); NE: ndo realizado.
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Quanto a produgio de O, os resultados mostraram que nos camundongos suicos
(G1) ndo houve diferenca na liberagio deste metabdlito quando se adicionou o PMA aos
estimulos (LPS e Agl). Também nio houve diferenca na liberacio espontinea. estimulada ou
nio com PMA (Figura 8). Nos camundongos nude sadios (G2), embora a adigio do PMA
nas culturas estimuladas com LPS e Agl pareca ter induzido maior producio de O, os
resultados nio foram significantes (Figura 9). Os resultados mostraram, também, que nfo
houve diferenca na produgio de O2 entre camundongos sadios (Gl e G2). conforme
representado na Figura 10 e Tabela 1. A producio de O nio fo1 avaliada em camundongos

nude moculados com M. Jeprae.

Figura 8. Liberacio de Oy por MO peritoneais de camundongos suigos (G1). A barra
representa a mediana da quantidade de O, produzida por 1 x 10° células do lavado

perttoneal.
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Figura 9. Liberacio de O, por M@ peritoneais de camundongos nude (G2). A barra
representa a mediana da quantidade de O, produzida por 1 x 10° células do lavado

peritoneal.
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Figura 10. Liberacio de Oy por M@ peritoneais de camundongos suicos (G1) e nude

(G2) sadios. Os resultados estio expressos em mediana da quantidade de Oy produzida por 1

x 10° células do lavado peritoneal.
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A produgio de WO revelou que a adicio de LPS nas culturas estimulou maior
produgdo deste metabdlito. A comparacio entre camundongos sadios mostrou que nio houve
diferenca na producio de NO (Figuras 11 e 12 e Tabela 1). Com relacio aos amimais
imoculados. os resultados revelaram niveis maiores apds estimulacio com LPS e Agl
quando comparados 3 producdo espontanea de NO (Figura 13). A comparacdo entre animais
sadios e moculados revelon nivels elevados nos camundongos inoculados,

independentemente do estimulo (Figura 14 e Tabela 1).
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Figura 11. Liberacio de NO por M@ peritoneais de camundongos suicos (G1). A

batra representa a mediana da quantidade de NO produzida por 1 x 10° células do lavado

peritoneal.
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Figura 12. Liberacio de NO por M@ peritoneais de camundongos nude (G2). A

batra representa a mediana da quantidade de NO produzida por 1 x 10” células do lavado

perttoneal.
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Figura 13. Liberacio de NO por M@ peritoneais de camundongos nude inoculados

com M. leprae, mtraperitonealmente (G3). A barra reprezenta a mediana da quantidade de

NO produzida por 1 x 10° células do lavado peritoneal.
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Figura 14. Liberacdo de NO por M@ pertoneais de camundongos suicos e nude
sadios (G1 e G2) e nude mocnlados com M. Jeprae, intraperitonealmente (G3). Os resultados
estio expressos em mediana da quantidade de NO produzida por 1 x 10° células do lavado

peritoneal.
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8. DISCUSSAO

Os M@ sdo células comumente associadas aos mecamismos de defesa do hospedeiro
contra microrganismos invasores. Essas células além de defenderem o hospedeiro através da
fagocitose e digestdo celular, também mteragem e estimulam hinfocitos a participarem dos
mecanismos de defesa, desempenhando, deste modo, papel fundamental na resposta imune
especifica. Os M@ ao serem ativados apresentam uma série de alteragdes morfologicas,
funcionais e metabdlicas quando comparados aos nio ativados. Essas células tornam-se
maiores, aumentam sua capacidade de aderéncia e espraiamento em superficies, aumentam a
formacio de pseudépodos e o mimero de vesiculas pinociticas.”® Funcionalmente, ocorre a
explosdo respiratéria, resultando em aumento no consumo de oxigénio e na geragdo dos
ROIL como a H:O, e 077 além disso, ocorre maior expressdo da enzima iNOS e produgio
dos RNL como o NO.% '¥ Esses reativos antimicrobianos sio importantes na eliminacdo de
patdgenos e sua producio pode ser mensurada por diferentes métodos colorimétricos. ™
Neste estudo implantamos as técnicas de dosagem de HxOz, O e NO com a finalidade de
emprega-las em estudos futros visando avaliar o estado funcional de macrofagos na
hanseniase e na doenca de Jorge Lobo.

Considerando que pretendemos desenvolver esses estudos empregando modelos
experimentais murinoes, utilizamos para tanto M@ peritoneais de camundongos das linhagens
Swiss e nude. Os camundongos nude, provenientes de nosso biotério, sdo resultantes do
cruzamento de camundongos suicos (ffmea) e nude (machos); deste modo, empregamos
estas duas linhagens de camundongos na padromzacio das técnicas.

Tivemos a oportunidade, também, de avaliar a produgio dos metabdlitos do oxigémo
e nitrogénio em M@ obtidos de quatro camundongos nude moculados com M. Jeprae, via
intraperitoneal Cabe salientar que a literatura ndo registra estudos com camundongos nude
inoculados mftraperitonealmente com o bacilo, de modo que este trabalho € médito e os
resultados sio muito promuissores, embora o mimero de ammais avaliados seja pequeno.
Sendo assum, € nossa intengio dar continmdade ao estudo.

No desenvolvimento das técnicas para quantificacio dos metabolitos do oxigénio
empregamos como estimulo o ester de forbol, PMA. Esse agente ativa a proteina quinase C,
uma enzima dependente de ions Ca’” e fosfolipideos. amplamente distribuida em vérios tipos
celulares, levando deste modo, a explosdo respiratdria com consegilente producio de

. .- - 47 .
metabdlitos téxicos do oxigénio, como a H,0,.%"  Outros estimulos como ZVINOSatl,
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particulas de litex, 1onéforos, IL-1, IL-8, fator attvador de plaquetas (PAF), TNF e fator C3a
do complemento sdo capazes de ativar os fagécitos e desencadear a explosdo respiratoria. ™

0O PMA utilizado neste estudo for diluido, inicialmente, em trés concentraces
diferentes a partr de uma solugio estoque de 1 mg/ml: 1:500, 1:250 e 1:100. Na
quantificacio de H.O, obtivemos melhores resultados com a diluicio 1:100, deste modo,
optamos por esta diluigdo. Quanto a quantificacdo de O.. quando utilizamos a diluigdo
1:100, nio obtrvemos mator producio desse metabdlito, pois tanto em culturas de M@ de
camundongos suicos sadios quanto nude sadios nio houve diferenca significante. E possivel
que, neste caso, o PMA deveria ser empregado em uma concentragio maior, entretanto,
considerando que tivemos dificuldade na aquisicio de um dos reagentes (citocromo C)
utilizado na dosagem deste metabolito, 1sto devera ser objeto de estudo futuro. Além disso,
nio fo1 possivel quantificarmos o 0. em cultura de M@ de camundongos nude moculados,
po1s conforme relatado. amnda nio tinhamos o reagente na época do sacrificio dos ammais.

Ao analisarmos os resultados da liberacio de H.Q: por M@ de camundongos
inoculados e sadios, verificamos maior producio desse metabdlito nos ammais mnoculados
com o bacilo. Na literatura consultada nio encontramos nenlmm estudo avaliando a
producio de H,O; em camundongos inoculados com M. Jeprae, wia intraperitoneal,
independentemente da linhagem de camundongo, o que mmpossilibita os estudos
comparativos. Na hanseniase humana, Sharp & Banerjee estudaram a producio de HiOx e
01 por mondcitos cultivados in vifro de pacientes tuberculéides (TT) e virchovianos (LL) e
nic encontraram diferencas na producio desses metabdlitos quando comparados aos
individuos sadios. Assim, sugeriram que os macrofagos dos pacientes hansenianos eram
competentes na producio dos ROL™ Nathan et al.. porém, relataram que os macrofagos de
pacientes LL eram deficientes no metabolismo oxidativo e consequentemente, na funcio
microbicida ©”

Klebanoff & Shepard demonstraram que o M leprae. in vitro, é susceptivel a morte
mediada pela H;Or-mueloperoxidase. Eles sugeriram que como os M@ sfo desprovidos de
granulos contendo mieloperoxidase, um possivel mecanismo de destruicio do M. Jeprae via
H:0O,-mieloperoxidase, poderia ser através da ingestio do bacilo com mieloperoxidase
aderida na sua superficie. Esta nueloperoxidase seria proveniente de eosmndfilos ou
monéeitos. ©

Com relacio i produgdo de O, nio encontramos diferenca entre camundongos nude
e suicos sadios; do mesmo, a producio de H.O- foi semelhante nessas duas linhagens de

camundongos. Nossos resultados diferem daqueles encontrados por Sharp & Colston que
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encontraram maior producio dos metabolitos do oxigénio em cultura de M@ peritoneais de
camundongos nude em comparacio a camundongos normais. isto &, providos de timo. ©%
Cabe salientar que este foi o Gnico trabalho que encontramos onde os autores quantificaram
H;0: e 0. em culturas de M@ peritoneais de camundongos nude. Julgamos que mais
estudos sdo necessdrios para investigar essa questio mais profundamente.

Cabe ressaltar que o M. /eprae parece possuir uma capacidade inata para resistir aos
efettos toxicos do O, Neste sentido, for demonstrado que o bacilo possmi a enzima
superoxido dismutase que juntamente com o glcolipideo fendlico-1 (PGL-1). componente
da parede celular, atuariam como mibidores do Oy Além disso, Chan et al. demonstraram
que a presenca do lipopolissacarideo da parede celular, a lipoarabinomanana (LAM),
promoveria a diminuicio da liberacio do Oy e desativagio da retirada do radical ludroxila
(OH). “* Desse modo. o bacilo estaria bem equipado para se proteger do O, entretanto nio
possuiria mecanismos protetores contra a H,O,, conforme demonstrado por Sharp et al. @
Os autores, observaram perda da viabilidade do M. /eprae em culturas de M@ peritoneais de
camundongos nude e sugeriram que este metabdlito seria responsavel pela morte dos
bacilos, in vitre. Entretanto. eles nio foram capazes de explicar o porqué deste mecanismo
de morte nio ser eficiente nos M@ de camundongos nude, in vive. Os autores sugeriram que
mecanismos supressores i vive, impediriam os M@ de desempenharem sua capacidade
microbicida e isto necessitaria de investigagdes.

Na padronizagdo da técnica do Oy efetuamos leifturas em diferentes tempos com a
finalidade de avaliar se a producgio do dnion podenia sofrer alteracdes. Verificamos que nio
houve diferenca entre os tempos: 15, 30 e 60 mun; deste modo, optamos pela lettura aos 15
min. Conforme mencionado anteriormente, o PMA nfo aumentou a producdo de O, nas
culturas de M@ peritoneats de camundongos nude e suigos sadios. Consultando a literatura,
nio encontramos estudos avaliando a concentracdo de O em M@ peritoneais de
camundongos nude ou suicos estimulados com PMA. Encontramos, apenas, o trabalho de
Holzer et al. que relataram niveis maiores de O em culturas estimuladas com PMA;
entretanto, esse estudo foi realizado com M®@ peritoneais de camundongos BALB/c. ©

Com relagiio ao NO, nossos resultados revelaram maior produgio nos camundongos
inoculados com o bacilo em comparagdo aos animais sadios, a semelhanga do que foi
observado com a H:0:. Esses resultados sugerem que a via mtrapentoneal de moculagdo do
M. leprae parece estimular a produciio desses metabolitos e podera ser empregada na

avaliacdo do estado funcional de M@, Salientamos que esses resultados foram obtidos com
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um pequeno mimero de ammais, sendo necessirio uma casuistica maior, o que serd objeto
de estudo futuro.

Na hanseniase experimental existem alguns estudos avaliando o papel do NO sobre o
M. leprae Neste sentido. Adams et al. verificaram que o NO produzido por M@ peritoneais
murmos, ativados pelo IFN-v, inibia a multiplicacio de bacilo e sugeriram que os ENI se
constituiriam em um possivel sistema antimicrobiano de macréfagos ativados contra o M
leprae."” Mais recentemente, Adams et al. avaliaram a viabilidade do bacilo a partir de
culturas de M@ peritoneais de camundongos nocaute para a enzima 1INOS, ativados ou nio
com IFN-y e LPS. Os autores vertficaram que houve multiplicacio do M leprae, embora
menor que nas culturas de M@ obtidos de camundongos normais. Assum, sugeriram que o
controle da infeccio pelo bacilo, i vive, poderia ser mantida na auséncia deste sistema
antimicrobiano e que uma via alternativa importante deveria ser considerada, 1sto € a
producdo dos ROI. Eles salientaram que os M@ de camundongos nocaute para a enzima
INOS nio sio deficientes na produgdo dos metabolitos do oxigénio, entretanto, na auséncia

(573
4 Os autores

dos RINI, os ROI sozinhos nio sdo suficientes para matar o M Jeproe
relataram, amnda, que camundongos nocaute para a enzima 1INOS desenvolvem lesdes no
coxim plantar que assemelham-se as lesdes de pacientes dimorfos tuberculoides (HDT) e,
deste modo, poderiam ser empregados como modelo experimental para o entendimento da
instabilidade que acomete os pacientes dimorfos.

Um estudo mais recente realizado por Hagge et al, em 2007, discorda dos achados
de Adams et al. e reforga o papel dos metabélitos do nitrogénio na morte do M Jeprae. Esses
autores relataram que M@ de camundongos deficientes na producio de ROI quando ativados
pelo IFN-y sio capazes de matar o bacilo, via ENI, e sugeriram que os metabolitos do
oxigénio nio seriam importantes na destruicio do M. Jeprae ™™
Na hanseniase humana, os estudos i situ revelam que a enzima INOS estd expressa

50-51) . (59
! e ausente nas lesdes de pacientes LL -

nas lesdes cutaneas de pacientes TT e HDT®
Considerando que a enzima iNOS pode ser empregada como marcador de resposta imune
celular e indicador da produgio de IFN-v, 0z estudos revelam expressio da enzima iINOS em
pacientes que exibem imunidade celular ao bacilo e, consequentemente, reduzida carga
bacilar.

Nos ultimos anos, pesquisadores tém direcionado seus estudos na avaliacio do papel
antimicrobiano da vitamina D contra diversos patogenos. Esse sistema antimicrobiano

dependente da vitamina D se constitui em importante mecamsmo da resposta unune inata e €

mediado pelo TLR2/1 (toll-like receptor).®™” Os TLRs sdo receptores presentes na superficie
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de mondcitos/ME que reconhecem produtos microbianos, como o LPS de bactérias Gram —
e peptideoglicanas de Gram +; estes produtos microbianos que mteragem com os TLRs de
M@ foram denominados de PAMPs (padrdes moleculares associados a patogenos).®™ A
ativacdo da via antimicrobiana dependente da wvitamina D e mediada pelo TLE2/1 gera o
peptideo catelicidina que tem atividade antimicrobiana contra patdgenos. como o M
tuberculosis ™ Esta via pode ser ativada pela IL-15, citocma que ativa monécitos/M@
resultando em aumento na apresentacio antigénica e na producio de catelicidina.®
Recentemente, esta via antimicrobiana vem sendo estudada na hanseniase. o que podera
possibilitar novas descobertas a respeito da morte do M. Jeprae.®* "

Em nosso estudo para implantarmos as técnicas de dosagem do NO, H.O, e OF
utilizamos um estimulo mespecifico, o LPS, e um estimulo especifico. o antigeno intewro do
M. leprae, nas culturas de M@ perttoneais. O LPS € capaz de se ligar ao receptor CD14 e
TLE4 presentes na membrana de mondcitos M@ estimulando a produgio de citocinas e a
producio dos metabélitos do oxigénio e nitrogénio.” O antigeno inteiro do M. leprae
contem componentes lipidicos e protéicos da parede celular do bacilo e foi acrescentado nas
culturas para avaliar a producio desses metabdlitos frente a um estimulo especifico,
principalmente nos animais que foram noculados intraperitonealmente com o bacilo.
Verificamos que tanto nos ammais sadios quanto nos inoculados, o LPS estimuloun maior
produgdo de NO e Hx0: em comparagio as culturas ndo estuimuladas  (produgio
espontinea). Nos animais inoculados houve maior producio de NO nas culturas estimuladas
com LPS e Agl sugerindo que o antigeno foi um bom estimulo; entretanto, em estudos
futuros pretendemos empregar, também. outros antigenos do M. Jeprae, além do Agl.

Tomados em conjunto, os resultados revelam que as técnicas para dosagem dos
metabolitos do oxigénio e nitrogénio foram implantadas no laboratdrio, conforme o objetivo

inicial. e poderdo ser utilizadas em estudos futuros.
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9. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos permitem concluir que:
- as técmicas de quantificagio de H;O,, 07 e NO foram implantadas no Laboratorio de
Biclogia e poderio ser empregadas em projetos de pesquisa que visam avaliar o estado

funcional de mondcitos’ ME.

- 05 resultades serdo utilizados como experimento piloto para o estude da hanseniase

experimental murina, via intraperitoneal.
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