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RESUMO

A atividade fisica moderada regular apresenta uma serie de efeitos benéficos para a fisiologia
do organismo, particularmente no tocante a atividade do sistema imunoldgico. O exercicio
fisico promove aumento da resisténcia a infeccdes por agentes virais e bacterianos, reduz a
incidéncia de certos tipos de cancer, reduz enormemente os riscos de doencas cardiovasculares
agudas e cronicas e melhora a qualidade de vida de uma maneira geral. Contudo, os
mecanismos pelos quais o exercicio fisico regular melhora a performance do sistema
imunologico ndo estdo completamente elucidados. Particularmente em relacdo as alteracGes
imunoldgicas observadas em sessdes agudas de exercicio moderado, pouco se sabe. Neste
trabalho foi estudado o efeito de sessbes agudas de exercicio de natacdo em ratos (1 h, em
agua aquecida a 30°C, com sobrepeso de 5% ligado a cauda) sobre a funcionalidade
imunologica e inflamatéria de macréfagos obtidos a partir de mondcitos circulantes destes
animais. Os resultados mostraram que o exercicio induz uma intensa ativacdo na capacidade
fagocitéria (2,4 vezes maior que nos controles P = 0,0041), na producéo basal de NO avaliada
pelo acumulo de NO3, NO, e NOy total em macrofagos incubados por 1 h (até 95,5% de
aumento P = 0,0220) e na producédo de H,0, estimulada pelo éster de forbol PMA (9,6 vezes
maior que nos controles, P = 0,0022). O aumento na capacidade basal de produgdo parece
estar associado a expressdo da isoforma induzivel da NO sintase (iINOS = NOS-2), ja que o
exercicio provocou uma expressiva indugdo na expressao da enzima (P = 0,0319). Embora a
indugdo da expressdo da iNOS esteja relacionada a ativacdo da via do fator nuclear xB
(NF-xB) o0 que, por sua vez, esta normalmente associado ao estresse oxidativo, Varios
parametros sugerem que a ativacdo dos monaocitos/macrofagos deva ter ocorrido localmente a
despeito de qualquer alteracdo redox sistémica, ja que o exercicio ndo levou a qualquer
alteracdo na quantidade de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) plasmaticas ou
no indice de estado redox eritrocitario, avaliado pela relacdo entre as concentracdes
intracelulares de dissulfeto de glutationa e glutationa. Também ndo houve alteracdo na
expressao das proteinas de choque térmico da familia das HSP70, o que sugere que o exercicio
ndo tenha provocado nenhuma sorte de estresse pronunciado sobre os macrofagos. Somados,
os dados sugerem que o exercicio agudo moderado possa desempenhar importante papel na
ativacdo de certos mecanismos imunologicos e inflamatorios em monadcitos/macrofagos e que

algum fator neural ou humoral, que ndo o estresse oxidativo, possa mediar esta resposta.

vii



1. INTRODUCAO

Quando realizado de forma adequada, o exercicio fisico tem um impacto extremamente
positivo sobre o individuo que o pratica. Além de melhorar uma série de parametros
fisiolégicos cardiovasculares, respiratorios e metabdélicos, o exercicio tem um poderoso efeito
sobre o sistema nervoso central, através da liberacdo de mediadores opidides, 0 que acaba por
favorecer melhora na qualidade global de vida para todos que se exercitam. Dentre as
alteracdes benéficas induzidas pela atividade fisica, talvez a mais notavel seja sua capacidade

de induzir robustez ao sistema imunolégico (VANCINI et al., 2005)

Estudos realizados em animais experimentais mostram que o exercicio fisico aumenta
a expectativa de vida em animais portadores de tumores, promovem inibi¢cdo do crescimento
tumoral e reduzem o risco de varios tipos de cancer, promovendo a ativacdo do sistema
imunologico em animais (ORTEGA,1997; SINGLE, 2005).

Apesar de comprovadamente benéfico para o organismo, o tipo de exercicio, sua carga
e duracao influenciam sobremaneira em seus efeitos sobre o individuo. Na verdade, os efeitos
do exercicio fisico em humanos e animais experimentais apresentam-se como uma curva em
“U invertido”: existe um “6timo” de atividade-carga-duracdo para o qual os efeitos benéficos
sd0 maximos. Ao contrério, a baixa atividade fisica, ou exercicios de intensidade e/ou duragdo
insuficientes ndo apresentam os efeitos benéficos desejaveis, enquanto que o exercicio
extenuante ou de alta intensidade e longa duracdo tende a ser prejudicial ao organismo,
desencadeando, inclusive depressdo imunologica (WOODS et al. 2000; PEIJIE et al., 2003).

A maioria dos programas de exercicio fisico estudados experimentalmente e aplicados
a seres humanos refere-se a esquemas de treinamento. Ou seja, esquemas de atividade fisica
envolvendo exercicios fisicos praticados cronicamente. E, com efeito, os melhores efeitos
obtidos a partir do exercicio fisico sdo aqueles em que os individuos submetem-se
cronicamente a esquemas especificos e controlados que acabam por servir de suporte para
varios tipos de terapia, incluindo o céncer, imunossupressao adquirida e outras doencas
crénico-degenerativas (VANCINI et al., 2005; COSTA ROSA, 2004). Cronicamente, a
atividade fisica exerce forte influéncia sobre o sistema imunolégico através de, pelo menos,

dois mecanismos diversos: um metabdlico e outro neuro-endécrino (COSTA ROSA, 2004).



Contudo, os mecanismos exatos pelos quais a atividade fisica regular é capaz de “realcar” a

funcdo imunoldgica permanecem largamente desconhecidos.

Se o0s notdrios efeitos benéficos da atividade fisica cronica apresentam uma série de
pontos incongruentes e, muitas vezes, obscuros, do ponto de vista mecanistico, mais
surpreendentes ainda sdo os efeitos agudos do exercicio fisico sobre o sistema imunolégico. E
notavel que uma série de diferentes protocolos de exercicio sejam capazes de induzir rapidas
alteracdes imunoldgicas, como a leucocitose, isto é, aumento na quantidade de leucdcitos
circulantes algumas horas apos a realizacéo de exercicios fisicos. A atividade fisica aguda (em
individuos sedentérios ou voluntarios ndo-treinados) promove aumento de mais de 50% na
quantidade de mondcitos no sangue periférico, numa resposta que depende da intensidade e
duracdo do exercicio (WOODS et al., 2000).

Uma das hipGteses para a rapida resposta do organismo ao exercicio fisico agudo seria
a producdo de radicais livres e espécies ativas do oxigénio (também chamadas de espécies
reativas do oxigénio, EROs), como o peroxido de hidrogénio (H,O;), o anion radical
superdxido (Oy), o radical hidroxila (OH), e as espécies reativas do nitrogénio (ERNs), como
0 Oxido nitrico (NO) e o anion peroxinitrito (ONOQ), este Gltimo, espécie extremamente
instavel que se desintegra espontaneamente dando origem ao radical hidroxila. Uma vez que o
exercicio fisico induz grandes aumentos no consumo de oxigénio de uma maneira geral, a
producdo de EROs tende a aumentar durante os periodos de atividade fisica intensa, mesmo
que de forma aguda, 0 mesmo acontecendo com a producdo ERNs produzidas pelo préprio
musculo e pelas células endoteliais estimuladas pelo aumento induzido no fluxo sangiineo
para a musculatura esquelética (RADEGRAN & HELLSTEN, 2000). Na verdade, varios
estudos sugerem que a producado de radicais livres e outras EROs e ERNs estejam por tras dos
distdrbios do estado redox celular observados no musculo esquelético durante certos tipos de
exercicio (SALO et al., 1991; POWERS & LENNON, 1999). Para se defender da potencial
injaria causada pela acdo destas espécies reativas, as fibras musculares dispdem de
mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos que compdem um verdadeiro arsenal antioxidante.
Em resposta ao estresse oxidativo causado pelo exercicio extenuante, as células musculares
disparam, inicialmente, a expressdo de enzimas, como a superdxido dismutase (SOD, EC
1.15.1.1, que dismuta o anion superoxido em peroxido de hidrogénio), a catalase (CAT, EC

1.11.1.6, que converte o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio) e glutationa peroxidase



(GSPx, EC 1.11.1.9, que reduz perdxidos inorganicos e hidroperdxidos a seus respectivos
alcoois na dependéncia de moléculas de glutationa, GSH). Além disso, existem vias nao-
enziméticas que levam a prote¢do mediada por vitaminas antioxidantes, como os tocoferdis
(vit E), o ascorbato (vit C), os carotendides (vit A), e pela propria glutationa (GSH), principal
antioxidante intracelular hidrossolivel (POWERS & LENNON, 1999).

Tendo em vista que as células imunoldgicas sdo extremamente sensiveis a alteracdes
no estado redox celular, ndo se pode descartar a possibilidade de que alteracdes redox
induzidas pelo exercicio fisico (mesmo que apenas agudas) possam modificar a funcdo de
células imunoldgicas imprimindo-lhes maior “poténcia” também contra infeccdes e outras
situacOes adversas. Linfocitos, por exemplo, sdo enormemente afetados pelo estado redox
celular. Certas funcgdes linfocitarias, como sintese de DNA e expressdo de varios genes
relacionados ao processo proliferativo (indispensavel para a expansdo clonal e resposta
imunoldgica adequada durante o crescimento tumoral e em infecgdes bacterianas e virais), sdo
muito sensiveis ao estresse oxidativo e, portanto, séo favorecidas em ambientes intracelulares
mais redutores (com altas concentragbes de GSH; DROGE & BREITKREUTZ, 2005). Por
outro lado, um “ligeiro” estado de estresse oxidativo € necessario para a ativacdo do fator
nuclear kB (NF-xB) que € o responsavel direto pela transcricdo de uma série de genes
relacionados com o disparo da resposta imunol6gica, como interleucinas, receptores para
interleucinas e para a prépria sintese de novas moléculas de GSG, via inducdo da y-
glutamilcisteina sintetase (y-GCS), enzima-chave da sintese deste tripeptideo redutor
(DROGE, 2002).

Da mesma forma que os linfocitos, macrofagos sdo afetados de maneiras diversas pelo
exercicio fisico. Sua capacidade fagocitaria e de combate a microorganismos e células
tumorais pode ficar seriamente afetada em individuos submetidos a atividade fisica
extenuante, particularmente de longa dura¢do (WOODS et al., 2000; PEDERSEN et al., 2001).
Por outro lado, esta bem documentado que, no exercicio agudo (em individuos ou animais
experimentais sedentarios), observa-se uma intensa leucocitose poucas horas apos a atividade
fisica (WOODS et al., 2000). Em todos os casos observados, nota-se que fatores neuro-
humorais parecem estar envolvidos neste processo de recrutamento de mondcitos da medula
Ossea para a circulacdo sistémica (WOODS et al., 2000; COSTA ROSA, 2004).



SISTEMA IMUNOLOGICO

O objetivo do sistema imunoldgico é reconhecer 0s organismos estranhos invasores,
impedir sua disseminacéo e finalmente elimina-los do corpo. Consiste de bilhGes de células de
varios tipos que interagem com 0 agente invasor e entre si para combater a alteracdo
homeostatica percebida por estas células. Individuos saudaveis protegem-se contra a acdo de
microorganismos por varios mecanismos que incluem barreiras fisicas, células fagocitarias e
respostas humorais (PARHAM,2001).

As respostas imunoldgicas consistem de diferentes “protocolos” celulares e humorais
que levam a ativacdo de células fagociticas (como macrofagos e neutréfilos) ou a producéo
macica de anticorpos com consequente inativacdo de constituintes considerados como
“estranhos” ao organismo (PEAKMAN,1999).

Além da resposta imunoldgica celular e da mediada por anticorpos (que faz parte da
resposta humoral), existe uma outra categoria de moléculas de protecdo imunoldgica, o
sistema complemento. Complemento € o nome dado a uma espécie complexa de cerca de 20
proteinas as quais, juntamente com a coagulagdo sangiiinea, a fibrinolise e a formagéo de
cininas, formam um sistema enzimatico passivel de ativacdo. Trata-se de uma cascata de
proteinas encontrados no plasma que produzem uma resposta rapida e altamente amplificada
(PARHAM, 2001) tendo uma importante func¢do na imunidade inata (PARKIM, 2000).

Varios componentes do complemento sdo designados pela letra “C” seguida por um
namero no qual é relacionado mais a cronologia da sua descoberta do que a sua posi¢cdo na
sequéncia de reacdo. O componente mais abundante e mais central € o C3. Sob circunstancias
normais, pequenas quantidades de C3 sdo clivadas gerando o produto C3b ou C3i. Uma vez
ativado, o sistema complemento leva a formacdo de um poro (canal) anfipatico capaz de
insercdo na bicamada lipidica e polimerizacdo em um complexo de ataque a membrana da

célula invasora, o que acaba por destrui-la.

O complemento possui funcdes defensivas: as células fagociticas possuem receptores
para C3b que facilitam a aderéncia de microorganismos cobertos por C3b a superficie da
célula, esse processo recebe 0 nome de opsonizacdo. Durante o processo, fragmentos ativos e
quimiotaticos para neutréfilos sdo liberados. Além disso, esses fragmentos possuem notavel

capacidade de atuar diretamente no endotélio vascular para produzir vasodilatacdo e aumento



da permeabilidade, um efeito que parece ser prolongado pelo leucotrieno B4 liberado por

mastocitos, neutrofilos e macréfagos ativados.

Outros mecanismos de defesa sdo induzidos ou estimulados pela exposicdo a
substancias estranhas. Sdo especificos para macromoléculas distintas e aumentam a magnitude
e capacidade defensiva com cada exposicdo sucessiva a algumas macromoléculas em

particular. Estes mecanismos constituem a imunidade adquirida ou especifica.

O sistema imunoldgico especifico, ou segundo PARHAM (2001), adaptativo, “lembra-
se” de cada encontro com um antigeno estranho, de modo que 0s encontros subseqientes
estimulem cada vez mais os mecanismos de defesa e a isto € dado o nome de memdria
imunologico. A resposta imunoldgica especifica amplifica os mecanismos protetores da
imunidade natural, direciona ou localiza estes mecanismos aos locais de entrada do antigeno,
isto porque utiliza “moléculas de reconhecimento” que sdo proteinas que se ligam a moléculas
produzidas pelos patdgenos ou transportados em sua superficie, desta forma torna-os mais

capazes de eliminar os antigenos estranhos.

Algumas moléculas de reconhecimento estdo livres na circulacdo, outras sdo proteinas
receptoras presentes nas células do sistema imunoldgica (PARHAM, 2001). Estas moléculas
especiais sdo chamadas de anticorpos, ou imunoglobulinas, por fazerem parte da fracdo y-

globulina do plasma sangliineo (PARKIN,2001).

EXERCICIO FiSICO E SISTEMA IMUNOLOGICO

A atividade fisica reduz o risco de muitas doengas, como o cancer, promovendo a
ativacdo do sistema imunolégico em animais, com inibicdo concomitante do crescimento
tumoral e aumentando a expectativa de vida (ORTEGA,1998), aumento da sensibilidade a
insulina, melhora na oxigenacdo, na massa 6ssea e manutencdo da musculatura. (SUGIURA,
2001). Por outro lado, a pratica do exercicio fisico parece evitar o surgimento de novas
neoplasias (WOODS, 1994), pode fazer a inibi¢cdo do crescimento tumoral (e.g. Linfoma de
Dalton). Paralelamente, como apresentado acima, a atividade fisica tende a levar a um
aumento na quantidade de mondcitos circulantes, favorecendo, portanto a atividade tumoricida

e producdo de moléculas de interleucina-1, fator de necrose tumoral e éxido nitrico,



comprovando levando a regressdo do crescimento do tumor como conseqiiéncia do

treinamento do exercicio fisico (SINGH, 2005).

A intensidade moderada do exercicio € mais recomendada para reduzir o risco de
neoplasias e aumento da capacidade de ativacdo da funcdo imunoldgica (SUGIURA, 2002), ja
0 exercicio intenso deprime a funcdo imune (SUGIURA, 2002) e (NATALE, 2000). Estudos
sugerem que este tipo de exercicio estimule a atividade dos macrofagos e que as espécies
ativas do tipo EROs e ERNs possam estar envolvidas (WOODS, 1994).

Conforme mencionado acima, o exercicio moderado induz a uma intensa leucocitose
imediata cuja magnitude esté relacionada com a intensidade e duracdo da atividade que esta
sendo realizada. Ao contrario, ap6s exercicios de longa duracédo, a contagem de linfécitos cai
abaixo do limite inferior da normalidade (NATALE, 2000; PEDERSEN et al., 2001).
OSTROWSKI et al. (1999) notaram que o0 exercicio intenso aumenta circulacdo de
mediadores pro-inflamatdrios e, com base nesses estudos, CONNOLLY et al. (2004)
concluiram que o exercicio intenso aumenta o numero de células mononucleares no sangue
periférico em humanos. Estudos realizados em adultos e criancas demonstraram que 0
exercicio estimula a producdo de fatores de crescimento e estresse, como a interleucina-6
(CONNOLLY, 2004). A pratica da atividade fisica como mecanismo de prevencdo de
patologias exige o entendimento de diversas fases metabdlicas produtoras de ATP e
consumidoras de oxigénio para que se possa aproximar mais rapidamente do balango entre a
liberacdo das espécies reativas e a producéo e liberagcdo de mecanismos biologicos de defesa

contra a carga de espécies reativas, ou seja, 0s sistemas antioxidantes.

O exercicio induz consideraveis alteracdes fisiologicas no sistema imune. HOFFMAN
& PEDERSEN, em 1994, sugeriram que 0 exercicio representa uma modalidade de estresse
fisico. S&@o muitos os fatores estressantes vistos em clinica como (trauma, sepse) induzindo
respostas hormonais e imunoldgicas. MOOREN et al., em 2002, verificaram, em trabalhos
realizados com exercicio exaustivo e moderados, que apds o exercicio poderia ocorrer
apoptose (morte celular programada) e que este processo poderia contribui para regular a
resposta imunoldgica apds o exercicio exaustivo. Experimentos realizados com seis semanas

de treinamento pesado mostraram que o exercicio induz disfuncdo imunolégica dependente de



resposta neuro-endocrina (PERJIE, 2003). Durante o exercicio, ocorre a secrecdo de varios
horménios que atuam para assegurar a disponibilidade de glicose e acidos graxos livres para o
metabolismo energético muscular, como a secrecdo de glucagon pelo pancreas, catecolaminas
pela medula adrenal, todos atuando juntos para aumentar a glicogendlise hepatica
especialmente. O cortisol, também liberado em resposta ao exercicio, aumenta o catabolismo
protéico, liberando aminodcidos para serem utilizados pelo figado no processo de
gliconeogénese. Além disso, o horménio de crescimento aumenta a mobilizacdo de acidos
graxos livres e reduz a captagdo celular de glicose, consequentemente menos glicose €
utilizada pelas células (uma maior quantidade permanece na circulacdo) e os hormonios da
tiredide promovem o catabolismo da glicose e o metabolismo das gorduras (WILMORE E
COSTILL, 2001). Quanto maior a intensidade do exercicio, maior é a liberacdo de
catecolaminas, (MALM, 1999). Quando as reservas de carboidratos estdo baixas o sistema
Enddcrino pode acelerar a oxidacdo de gorduras (lipolise) assegurando, dessa forma, que
sejam supridas as necessidades energeticas do masculo. A lipdlise também é aumentada pela
elevacdo da adrenalina e noradrenalina. Todos esses fatores podem contribuir, de uma maneira

ou de outra, para as alteracdes observadas nas células imunolégicas apds o exercicio.

O exercicio proporciona no individuo uma resposta como infecgdo ou tecido usado
envolvendo producdo de citocinas que sdo liberadas quando tem inflamacdo. Algumas
citocinas facilitam um influxo de linfécitos, neutréfilos e mondcitos e outras células, e
algumas participam na destruicdo dos antigenos e na recuperagdo tecidual. No estudo
realizado por MALM et al. (1999), para “estressar” o sistema imunolégico, foi usado o
exercicio excéntrico, por ser um tipo de exercicio que causa inflamacdo muscular e aumenta a

capacidade de adesao celular.

TNF e CITOCINAS

Macrdéfagos e outras células do sistema mononuclear fagocitario engolfam ativamente
grandes particulas. Portanto, desempenham importante papel na apresentacdo de antigenos
derivados de microorganismos infecciosos, como bactérias e os parasitas (PEDERSEN,2000).
A apresentacdo macrofagica dos antigenos microbianos a alguns linfocitos TCD4+ resulta na

secrecdo da citocina interferon- y (IFN- y) pelos linfécitos T. O IFN- y ativa 0os macrdfagos a



se tornarem matadores mais efetivos dos microorganismos. Estas citocinas sdo proteinas
sollveis secretadas por linfocitos T e por outros tipos celulares em resposta a estimulos
ativadores (HOLLAND,2002). As citocinas medeiam muitas funcdes efetoras das células que
as produzem e sdo os principais mecanismos pelos quais varias populacdes de células
inflamatdrias e imunologicas se comunicam. Na imunidade natural, as citocinas efetoras sao
produzidas principalmente por fagdcitos mononucleares e costumam se chamadas de
monocinas. (KOHUT,2004)

O fator de necrose tumoral (TNFa), anteriormente chamado de caquectina, por estar
associado a intensa caquexia que acompanha os estagios finais de desenvolvimento tumoral, é
o principal mediador da resposta do hospedeiro a bactérias gram-negativas e também pode
desempenhar um papel na resposta a outros microorganismos infecciosos (SUGIURA,2001).
Altas concentragdes de TNFa, no entanto, causam lesdo tecidual, coagulacdo intravascular
disseminada e choque, podendo resultar em obito (SUGIURA,2001). A principal fonte celular
de TNFa é o fagdcito mononuclear (macrofago), especialmente quando ativado por
lipopolissacarideos (LPS) provenientes de bactérias gram-negativas. O INF-y produzido pelos
linfocitos aumenta a sintese de TNFo por fagocitos mononucleares. Desta forma, o TNFa. é
um mediador das imunidades naturais e adquiridas. O TNFa faz com que as células
endoteliais vasculares expressem certos receptores de superficie (moléculas de adesdo) que
fazem a superficie celular endotelial tornar-se aderente para leucocitos, inicialmente
neutrofilos e, subseqiientemente, para mondcitos e linfocitos (HOLLAND,2002). Se o
estimulo para TNFa for suficientemente forte serdo produzidas quantidades maiores de
citocinas. Nesta situacdo, 0 TNFa entra na corrente sanglinea onde pode atuar como
horménio enddcrino. O TNFa atua nos fagocitos mononucleares e talvez nas células
endoteliais vasculares estimulando a secrecdo de IL-1 e IL-6 na circulacdo, atua também nos
hepatdcitos onde aumenta a sintese de certas proteinas do soro. A combinagdo de proteinas
plasmaticas derivadas do hepatécito induzidas por TNFo ou IL-1 mais as induzidas por IL-6
constitui a resposta aguda aos estimulos inflamatérios. Além disso, 0 TNFa ativa o sistema de
coagulagdo principalmente por alterar e equilibrio entre as atividades pro-coagulantes e
anticoagulantes do endotélio vascular. A administracdo sistémica em longo prazo de TNFa a

animais de experimentacdo causa alteragdes metabdlicas de caquexia, um estado caracterizado



por intenso catabolismo generalizado e atrofia de células musculares e adiposas
(HOLLAND,2002).

Diversas acOes especificas do TNFa. podem contribuir para seus efeitos letais em
concentracfes extremamente altas. O TNFo reduz a perfusdo tecidual por depressdo da
contractilidade do miocardio. O mecanismo desta acdo parece envolver inducdo de uma
enzima nos midcitos cardiacos, a sintase do éxido nitrico (NOS) que converte L-arginina em
L-citrulina e NO. O NO produzido pelas NOS inibe a contractilidade miocardica. O TNFa
reduz ainda mais a presséo arterial e a perfusdo tecidual por relaxar o tono da musculatura lisa
vascular. O TNFa pode atuar diretamente sobre as células da musculatura lisa e também atua
indiretamente por estimulacdo da producdo de vasodilatadores, como a prostaciclina e o0 NO
pelas células endoteliais vasculares (HOLLAND,2002).

O MACROFGAGO E O SISTEMA IMUNOLOGICO

O sangue € um tecido fluido, formado por uma porcdo celular que circunda em
suspensdo num meio liquido, o plasma. A porcéo celular, denominada hematdcrito, representa
aproximadamente 45% de um volume determinado de sangue, e 0 plasma representa 55%
restantes (CURI & PERES, 2005). O 6rgéo central formador das células do sangue € a medula
Ossea (situada nos 0ssos esponjosos adultos), na qual se localizam as células pluripotentes
(células tronco) que estdo constantemente produzindo células maduras (ou diferenciadas) para
serem langadas no sangue. Na medula 6ssea ocorre a proliferacdo ou multiplicacéo das células
pluripotentes e, também, sua diferenciacdo. As células do sistema imunoldgico estdo presentes
em todo o corpo e sdo principalmente os globulos brancos (ou leucécitos) e as células
teciduais relacionadas a ele; todos originarias da medula 6ssea, de onde migram para se

diferenciar ainda mais e realizar suas funcdes.

A tarefa de destruir os microorganismos patogénicos é realizada principalmente pelo
macro6fago, objeto de nossa discussao, e o neutrofilo (PARHAM, 2001). O primeiro precursor
dos macroéfagos é o pr6-mondcito encontrado em grande nimero na medula 6ssea. Os pro-
monacitos sdo células que se dividem rapidamente, entram no sangue, tornando-se monacitos

(séo tipos celulares que tem de 10 a 15 um de diametros), os quais circulam por 24 a 48 horas
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apos o0 que migram aparentemente de maneira aleatoria para os diferentes tecidos onde
diferenciam-se em macrofagos(PEAKMAN,1999).

Segundo WOODS (1994), os mondcitos constituem uma forma imatura do macréfago
e apresentam-se apenas em pequeno nimero no sangue periférico (aproximadamente 5% das
células mononucleares do sangue; PEAKMAN,1999). Possuem um unico nucleo e abundantes

granulos citoplasmaticos.

O monacito encontra-se em tecidos inflamados e langam mediadores quimicos, como a
histamina, proteinas do complemento, leucotrienos, IFN-a, proteina inflamatéria do
macrofago (MIP) e fator de ativacdo plaquetaria (PAF). Os mondcitos migram para o
endotélio vascular unindo-se a moléculas de adesdo especificas (ICAM-1) e através da
diapedese atravessam 0 vaso e vai para os tecidos. Uma vez nos tecidos, 0os mondcitos
diferenciam-se em macrofagos que, por razdes historicas (SUGIURA,2001) foram
considerados, por décadas, como células secundarias de pouca importancia no sistema
imunolégico. Acreditava-se que a principal funcdo dos macréfagos fosse a de digerir células
mortas e/ ou produtos, sendo assim considerados como lixeiros (scavangers) do corpo.
Contudo, imunologistas das décadas de 1960-70 sabiam muito bem que a ativacdo dos
macrofagos era fundamental para conferir resisténcia a varios patdgenos intracelulares
(MACKANESS, 1969). No entanto como a ativacdo dependia dos linfocitos, acreditava-se que

0s macrofagos tivessem apenas uma fungédo acessoria neste processo.

Os fagocitos mononucleares, como também sdo chamados, tém como funcdo basica
fagocitar particulas estranhas (MAK,2002). As substancias fagocitadas sdo degradadas no
interior dos macrofagos por enzimas liosossémicas. As celulas secretam enzimas, espécies
ativas de oxigénio reativo, 6xido nitrico e mediadores lipoderivados, como prostaglandinas.
Esses produtos sdo usados para matar microbios e controlar a propagacdo das infecgdes, mas
podem também lesar tecidos normais nas proximidades da inflamacdo. Os fagossomos
contendo 0s microorganismos recentemente capturados sdo fundidos com granulos pré-
formados dos macréfagos que contém enzimas hidroliticas degradativas e oxidases
dependentes de NADPH. As oxidases dependentes de NADPH geram radicais toxicos do
oxigénio e do peroxido de hidrogénio, este sendo rapidamente convertido em &cido

hipocloroso. Os fagdcitos ativados também produzem éxido nitrico (NO), gerado a partir da
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L-arginina e do oxigénio pela enzima induzivel sintase do éxido nitrico (iNOS). O oOxido
nitrico (NO) reage com os radicais do oxigénio no fagolisosssomo produzindo peroxinitrito,
gue é altamente tOxico. Esse ataque oxidativo gerado aos microorganismos ingeridos é
acompanhado por um aumento transitério no consumo de oxigénio denominado de pico (ou

burst, como no inglés) respiratério (MAK,2002).

Além da funcdo de pinocoitose, fagocitose e diferenciacdo intracelular, os fagdcitos
sdo células ativamente secretoras de um grande ndimero de substancias como ativadores de
plasminogénio, colagenase e elastase, proteases liosossémicas, lisozima, proteinas do
complemento, interferon, interleucina, fatores de crescimento , citotoxinas, produtos de baixo
peso molecular (ABBAS, 1998). Alem disso, a existéncia da heterogeneidade das populacdes
do macréfago entre os diferentes tecidos, traz a plasticidade do sistema imune (WOODS,
2000).

FAGOCITOSE

Antes de a fagocitose ocorrer, 0s microorganismos precisam, em primeiro lugar, aderir
a superficie do macr6fago (PARHAM, 2001). Dependendo de sua natureza, a particula ligada
a membrana pode iniciar a fase de ingestdo ativando um sistema contratil de actina-miosina, o
qual permite que os macrofagos estendam pseudopodos em volta da particula (PEAKMAN,
1999) Como os receptores adjacentes ligam-se subsequentemente a superficie do invasor, a
membrana plasmatica é colocada em volta da particula com um ziper até que ela esteja
completamente presa em um vactolo. No momento em que a fagocitose é iniciada, ha um
aumento na atividade do ciclo da hexose monofosfato gerando nicotinamida-adenina-
dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH). Os elétrons passam do NADPH para um unico
citocromo da membrana plasmatica (cit b 558), que reduz o oxigénio molecular diretamente a
anion superoxido. Portanto, a reacdo-chave catalisada pela NADPH oxidase que inicia a

formacéo de intermediérios reativos do oxigénio pode ser escrita como:

NADPH oxidase
NADPH + H" + % 0O, > H,O + NADP* + + 1% O,
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O anion superoxido sofre conversdao em peroxido de hidrogénio sob a influencia da
superdxido dismutase, podendo, subseqiientemente, ser transformado em radical hidroxila
(.OH) quando na presenca de metais de transicdo. Este, em particular, ¢ um dos mais reativos
radicais livres conhecidos e é capaz de induzir enorme destruicdo celular, especialmente em
nivel de membrana plasmatica. Depois disso, 0s microorganismos mortos sdo digeridos por
enzimas hidroliticas e os produtos da degradacédo, liberados para o exterior. Por se tratar de um
parametro tipico da atividade funcional destas células, a fagocitose de particulas especificas é

amplamente utilizada como indice da “capacidade imunoldgica/inflamatéria” dos macréfagos.

FASE AGUDA DA INFLAMACAO

O exercicio fisico agudo promove, como se Vviu anteriormente, um processo
inflamatorio agudo que envolve um influxo de leucdcitos, complemento, anticorpos e outras
proteinas plasmaticas ao local da injdria. Alguns mediadores agem diretamente na musculatura
lisa das paredes que circundam as arteriolas para alterar o fluxo sangliineo. Outros atuam nas
vénulas e promovem a contracdo das células endoteliais o que abre, de forma transitoria, as
juncoes inter-endoteliais, com consequente extravasamento de plasma (PEDERSEN,2000). A
migracdo de leucdcitos a partir da corrente sangiinea € facilitada pelas citocinas que regulam a
expressao de moléculas de aderéncia nas células endoteliais e nos leucdcitos e, quimiocinas
que levam ao local inflamado (SUGIURA, 2001).

Durante uma infecgdo, produtos microbianos como as toxinas estimulam o0s
macréfagos a liberarem interleucina -1 (IL-1), também conhecida como pirdgeno enddgeno
(inicialmente capaz de aumentar as nossas defesas gerais para elevacdo da temperatura
corporal), fator de necrose tumoral (TNFa) que estimula as células endoteliais a regular
positivamente a molécula de adesdo seletiva E, e um grupo de quimiocinas (citocinas
quimiotaticas), como a IL-8 que sdo quimiotaticas muito efetivas para polimorfonucleares
(PMN) e IL-6 (SUGIURA, 2002)..

Aparentemente, a resposta de fase aguda atinge um efeito benéfico pelo aumento da
resisténcia ao hospedeiro, minimizando a injdria ao tecido e promovendo a resolugédo e o
reparo da lesdo inflamatdria. Isto resulta da deposicao de C3b na superficie do micrébio que se

torna opsonizado (pronto para ser servido) para aderéncia dos fagdcitos. Ocorre uma ativacdo
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de macrdfagos e de receptores envolvidos no reconhecimento de patdégenos e/ou seu produto
de ativacdo, oi que ira induzir a producéo de citocinas pro-inflamatérias como o TNFa , IL-6 €
IL-12. Este conjunto induz, no endotélio, um aumento de moléculas de adesdo, que por sua
vez medeiam a migracdo de leucdcitos polimorfonucleares (principalmente neutréfilos).
Dentre 0os mecanismos de destruicdo que séo supra-reguladores estédo aqueles mediados por
intermediarios reativos do oxigénio e NO. Ocorre o reconhecimento, ativacdo, secrecdo de

citocinas, moléculas de adesao e migracdo (PARHAM, 2001).

Ao mesmo tempo em que se inicia a inflamacdo aguda, as células dendriticas dos
linfonodos, perdem a capacidade fagocitica, porém adquirem uma maior capacidade
imunogénica devido a expressao de moléculas do MHC (PEDERSEN, 2000). O processo de
dilatacéo capilar (vermelhiddo) exsudacdo de proteinas plasmaticas e fluidas (edema) devido
as mudancas de pressdo hidrostatica e osmotica, e o acumulo de neutrofilos sao,
coletivamente, chamados de resposta inflamatdria aguda. Se o processo inflamatério persiste,
seja por sua resisténcia ao dano metabdlico, seja por incapacidade do sistema imunoldgico
deficiente de eliminar um microorganismo infeccioso, o carater da resposta celular muda. O
local torna-se dominado por macr6fagos com morfologias variadas: muitos tem uma aparéncia
de ativados, alguns formam arranjos do que sdo denominados células “epitelidides” e outros

fundem-se para formar células gigantes (PEAKMAN, 1999).

ESTRESSE OXIDATIVO

Quando um organismo ¢é exposto a um estimulo estressor, o corpo sofre adaptagdes
para ajudar na recuperacdo da homeostase. Desse modo, qualquer estimulo que leve a
producéo excessiva de radicais livres e/ ou a deplecdo de antioxidantes conduz a uma alteragéo
significativa do balanco entre a producdo e remocao de radicais livres e caracteriza a situacao
conhecida como estresse oxidativo (DROGE,2002; URSO & CLARKSON, 2003).

Um radical livre é definido como qualquer atomo, grupo de 4&tomos ou molécula com
um elétrons desemparelhados ocupando uma orbita externa. A enzima superdxido dismutase
(SOD) foi descoberta por McCORD E FRIDOVICH (1969), o que representou um marco no
estudo dos radicais livres. O anion superoxido (O2"), o radical hidroxila e o éxido nitrico (NO)

sdo exemplos de radicais livres. Existem, entretanto, compostos igualmente reativos que nao
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possuem elétrons ndo-pareados na Ultima camada e portanto, ndo podem ser classificados
como radicais livres. Essas substancias sdo classificadas de maneira mais ampla como
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e incluem o
peroxido de hidrogénio (H,O,), o cation nitrosonio (NO®), o anion nitroxila (NO) e o
peroxinitrito (ONOO") (DROGE,2002). Estas espécies sdo formadas pela redugdo incompleta
do oxigénio, gerando espécies que representam alta reatividade para outras biomoléculas,
principalmente lipidios e proteinas das membranas celulares e até mesmo o DNA
(SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

O estresse oxidativo ¢ uma condicdo celular ou fisioldgica onde se observa elevada
concentracdo de EROS/ERNs que causam danos moleculares as estruturas celulares, com
conseqiiente alteragdo funcional e prejuizo das fung@es vitais (DROGE,2002) em diversos
tecidos e Orgaos, tais como musculo, figado, tecido adiposos (BARJA DE QUIROGA, 1992;
GOLFARB, 1993), vascular (DUARTE et al, 1993; FENSTER et al, 2002) e cerebral
(SIGNORINI, 1993; HALLIWEL,1994; KEYNES & GARTHWAITE, 2004), apresentam
efeitos cumulativos e estdo relacionados a uma série de doencas (SCHNEIDER &
OLIVEIRA, 2004), tais como, aterosclerose, diabetes, infeccdo pelo virus HIV, injuria de
isquemia/reperfusdo, doenga de Parkinson, artrite reumatoide, catarata, enfisema, etc, em todas
elas, a injaria (isquemia, trauma, toxinas, radiacdo, infeccao entre outros) determina alteragdes
intracelulares, como o recrutamento de macrofagos, dano mitocondrial, interferéncia com
defesas antioxidantes, aumento do calcio intracelular, conversdo da xantina- desidrogenase a

xantina oxidase e geram estresse oxidativo (BELLO-KLEIN, 2002)

As EROs também podem ter efeito benéfico, no entanto. O &nion superoxido e o
perdxido de hidrogénio, por exemplo podem estimular a formacéo de “segundos mensageiros”
como 0 GMPc e o 6xido nitrico (NO) no controle do relaxamento da musculatura lisa vascular
e na inibicdo da adesdo plaquetaria (BELLO-KLEIN, 2002). Existem estratégias celulares de
defesas contra os processos mediados por EROs e ERNSs, enzimaticas e nao-enzimaticas,

conforme discutido no principio deste capitulo.

Entre os antioxidantes ndo-enzimaticos hidrossollveis, encontramos o &cido ascorbico,

a GSH, o acido urico (LLESUY et al., 2002). A GSH ¢é um tripeptideo de acido a-glutamico,
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cisteina e glicina que atua como substrato da glutationa peroxidase e muitos outros processos

de defesa antioxidante dentro e fora das células.

O efeito deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo para
outro, de acordo com a idade, o estado fisioldgico e a dieta (NIESS et al, 1999), sendo que o

exercicio também € fonte de estresse oxidativo (ELSAYED et al., 2001).

O exercicio esta associado ao aumento da geracdo de radicais livres principalmente
devido ao dramatico aumento do consumo de O, pelos tecidos ativos (COOPER et al, 2002;
CAZZOLA et al, 2003; ZOPPI et al, 2003). Durante a atividade muscular, a demanda
energética pode superar em 35 vezes a demanda de repouso e durante sua realizagdo ocorre
um grande aumento no consumo de oxigénio devido ao trabalho muscular (SCHNEIDER &
OLIVEIRA, 2004). O exercicio agudo gera estresse oxidativo, j& bem documentado, e 0s
estudos demonstram que a elevacdo do estresse oxidativo no sangue é resultado direto da
geracdo de superdxido no masculo esquelético sendo 1-3% da atividade metabdlica total.
(QUINDRY, 2003). Estudos também demonstraram que a quantidade de radicais livres nos
tecidos biologicos esta aumentada apds o exercicio agudo e/ou crdnico e que esse aumento
coincide com a presenga de danos teciduais (BLOOMER & GOLDFARB, 2004).

A producéo de radicais livres durante o exercicio também esta associada ao aumento
da liberacdo de catecolaminas e sua auto-oxidacdo (COOPER et al, 2002; URSO &
CLARKSON, 2003), aumento do metabolismo de prostandides, das enzimas xantina oxidase e
NADPH oxidase, da oxidacdo de bases purinicas, danos as proteinas que contenham o ion
ferro, distdrbios da homeostase do Ca®* e outras fontes secundarias, tais como a liberagdo de
macrofagos pelo sistema imunoldgico para o reparo de tecidos danificados (MASTALOUDIS
et al, 2004). Os danos associados ao estresse oxidativo induzidos pelo exercicio intenso estdo
relacionados com a diminuigdo do desempenho fisico , fadiga muscular, danos musculares e
até a sindrome de sobretreinamento (KONING et al, 2001) promovendo alteracdo do sistema
imune (VIDER et al, 2001) e do estado de treinamento dos individuos (ALESSIO et al, 2000).
Em geral, os danos musculares causados pelo estresse oxidativo sdo mais acentuados em
individuos pouco treinados, que realizam exercicios com intensidade e duracdo acima de seu
estado de condicionamento fisico (LAMPRECHT et al, 2004).
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O exercicio cronico aumenta também a expressao de uma classe especial de proteinas
de estresse, as proteinas de choque térmico (HSPs), que tém como funcdo o reparo e
prevencdo de danos teciduais (HAMILTON et al, 2003; SIU et al 2004) no musculo
esquelético e no musculo cardiaco, por exemplo, sendo capazes de reduzir a extensdo da
apoptose (morte celular programada) em ratos que realizaram exercicio aerébio moderado, por
diminuir os niveis de genes pré-apoptoticos e aumentar 0s niveis de genes anti-apoptoticos,

como observado ao final do treinamento (SI1U et al,2004).

Uma das principais conseqliéncias de estresse oxidativo € a peroxidagdo lipidica
(McBRIDE & KRAEMER,1999). Um dos produtos da peroxidacdo lipidica da membrana é o
malondialdeido, um aldeido altamente reativo, que eventualmente reage com aminogrupos de
proteinas, fosfolipidios ou acidos nucléicos, induzindo modifica¢cfes estruturais das moléculas
bioldgicas (McBRIDE & KRAEMER,1999). O exercicio agudo pode induzir peroxidagao
lipidica conduzindo a problemas como a inativacdo de enzimas da membrana celular
(MASTALOUDIS et al, 2001) diminuicédo da efetividade do sistema imune e progressao de
doencgas cronico-degenerativas, como o cancer e doencas cardiovasculares (VITALA et al,
2004), além de que, em funcdo do incremento do consumo de oxigénio, promove 0 aumento
da formagdo de EROs; ja o treinamento fisico é capaz de gerar adaptacOes capazes de
minimizar os efeitos deletério das EROs (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

ENDOTELIO VASCULAR, ESTADO REDOX CELULAR E INFLAMACAO

O endotélio controla ativamente uma série de funcdes celulares e moleculares
incluindo a permeabilidade seletiva a ions, proteinas e nutrientes, trafego de leucdcitos do
sangue para os tecidos, atividade contrétil e proliferativa da musculatura lisa vascular, reparos
na parede vascular apés a lesdo, hemostasia e tonus vascular. As células que formam o
endotélio estdo dispostas controlando a saida de leucécitos para o intersticio e respondem a
estimulos inflamatorios, com abertura dos espacos intercelulares e organizacdo do
citoesqueleto. As células do endotélio apresentam receptores o-2 adrenérgicos que se
estimulados levam a producéo de NO participando desta forma do relaxamento da musculatura

lisa dos vasos.
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O anion superoxido endotelial constitui-se em fator de contracdo dependente do
endotélio exercendo sua fungdo através da geracdo de radicais livres, é estimulado pelo
estresse de cisalhnamento (shear stress) provocado pelo contato com as paredes dos vasos,
ativacdo dos canis de potassio que hiperpolarizam as células endoteliais, promovendo a
entrada de calcio do extracelular através de canais i6nicos tipo leaky o que inicia a producéo
de NO, prostaglandinas e outros fatores vasodepressores, que ativa a transcricdo de moléculas
de adesdo dependente da ligacdo do fator nuclear kB (NF-xB) ao sitio promotor de seus
respectivos genes (HOMEM DE BITTENCOURT, 1998).

O NF-kB ¢é um fator regulador critico da resposta patogénica imediata e de ativacdo do
sistema imune (DROGE, 2002). Ele existe normalmente como um complexo citoplasmatico
inativo, cuja forma predominante é de um heterodimero composto das subunidades p50 e p65
(rel A), ligadas a uma proteina inibitoria da familia IxB, usualmente a IkBa. O NF-xB é
ativado em resposta a uma variedade de estimulos patogénicos, incluindo infeccao viral
bacteriana, exposicdo a radiacdo UV ou a citocinas inflamatorias. Sob estimulacéo especifica,
usualmente associada a alteragdes no estado redox (T[GSSG]/[GSH]) celular, a IxBa é
fosforilada pelo complexo IKK, o qual contém duas subunidades cataliticas (IKK-o e IKK-f)
e uma subunidade regulatéria IKK-y, nos sitios que iniciam a ubiquitinacdo e degradacao via
proteosoma. A dissociagdo da I Ba resulta na translocacdo do dimero NF-kB para o nucleo,
onde este fator liga a sitios kB especificos do DNA, induzindo, rapidamente, uma variedade
de genes codificando proteinas sinalizadoras. Os genes—alvo incluem os da ciclooxigenase-2,
do o&xido-nitrico sintase induzivel, de diversas citocinas inflamatdrias e quimiotaticas,
receptores de citocinas, moléculas de adesao celular, assim como genes virais (SANTORO,
2000).

O NF-xB estad envolvido em muitos eventos patoldgicos, incluindo a inflamacéo e a
progressao da AIDS, por aumentar a transcricdo do HIV-1. Consequentemente o NF-kB é um
alvo terapéutico atrativo para novas drogas antiinflamatdrias e antivirais, e a necessidade de
desenvolvimento de inibidores efetivos para 0 NF-kB incluem inibidores de serino-proteases,
fenil-etil-éster do acido caféico e curcumina assim como corticéides e drogas antiinflamatérias
ndo-esteroides, incluindo aspirina embora esta haja apenas em concentra¢fes muito elevadas.

As prostaglandinas ciclopentendnicas (CPPG) séo potentes inibidores da ativagdo do NF-xB
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por citocinas, ésteres forbol, ou infeccdo viral, em células humanas. Estes eicosandides agem
inibindo a fosforilacdo e prevenindo a degradacdo do IkBa. A IKK foi recentemente
identificada como o alvo molecular para as CP-PG, as quais sdo encontradas ligadas
diretamente ao residuo cisteina na alca de ativacdo da subunidade IKK. A inibicdo depende
da presenca de um segmento ciclopentenona-reativo, e resulta no bloqueio da transcricdo do

HIV-1 dependente de NF-xB, em experimentos de transfeccéo.

A inducdo das HSP70 e a inibicdo dos NF-kB parecem estar correlacionadas e ambos
perecem contribuir para a atividade antiviral da CPPG. Tem sido mostrado que a inibi¢do do
NF-kB por prostandides ciclopentetdnicos estd sempre associada e temporiamente
correlacionada com a ativacdo dos HSF1. Tambem, a inibicdo do NF-kB por CPPG pode ser
mimetizada por outros indutores da resposta ao choque térmico, incluindo indutores quimicos,
tais como arsenito de sédio, drogas antiinflamatorias ndo-esterdides, os metais pesados,
cadmio e zinco, ou por hipertermia. Além disso, uma classe de conhecidos inibidores de NF-
kB inibidores de serino-proteases, incluindo 3,4- dicloro-isocumarina, induzem a sintese de
HSP 70 através da ativacdo do HSF-1 e possuem atividade antiviral. Neste caso, além da
capacidade destas moléculas de inibirem a ativacdo do NF-xB, também estdo estreitamente
associadas com a ativacdo do HSF-1. Estes resultados indicam que existe uma ligacao entre as
vias regulatdria destes dois fatores e sugerem a possibilidade de que a ativacdo do HSF-1
poderia tornar as células de mamiferas nao responsivas a estimulacdo por NF-kB. Se este € 0
caso, a resposta ao choque térmico poderia regular outros aspectos da resposta celular ao
estresse, e a inibicdo do NF-xB poderia contribuir para os bem conhecidos efeitos
antiinflamatdrios e citoprotetores que se seguem a ativacao da resposta ao choque térmico em
células humanas (SANTORO, 2000).

O efeito inibitério da resposta ao choque térmico frente aos mediadores de células
doentes tem sido investigado, j& se sabe que a resposta ao choque térmico inibe a expresséo
génica pré-inflamatoria e a producdo de células mononucleares de Fator de Necrose tumorala
e interleucina 1B, producdo de fibroblastos e interleucina G. Wrong também demonstra em
seus estudos que a inibicdo de HSR induz a expressdo do gene (iNOS), a regulacdo da
expressao do gene (iNOS) tem sido bem estudada por atuar na patofisiologia da sepses e na

producgéo de NO. Feinstein et al, demonstrou que a HSR inibe a transcricdo génica de iNOS
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inibindo a translocagdo nuclear de NF-xB em ceélulas astroglial em cultura, 0 mecanismo de
inibicdo ocorre com HSR inibindo a citosina — mediando degradacdo do NF-kB associando
inibicdo da proteina IkB. A magnitude do estresse térmico que € necessaria para inducdo da

HSR varia em algumas espécies e tipos de células e a mais induzivel e a HSP70.

PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSP)

O termo Proteina de Choque Térmico (HSP) comecou a ser adotado apds a descoberta
de RITOSSA (1962), que a exposicdo de células de glandulas salivares de Drosophila buskii,
ao calor, dinitrofenol ou salicilatos, produzia o surgimento, em cromossomos, de um novo
padrdo de espessamento, que representava sitios especificos de transcricdo para sintese de
proteinas (POCKLEY, 2003). A descoberta é que a resposta ao choque térmico contribui para
estabilidade e citoprotecdo em condi¢fes patoldgicas em uma variedade de doencas humanas
incluindo isquemia, inflamacdo e infeccdo tém aberto novas perspectivas na medicina e

farmacologia ativando moléculas de diferentes mecanismos (SANTORO, 2000).

O processo pelo qual as células respondiam ao estresse ficou conhecido como Heat
Shock Response (HSR), ou resposta ao choque térmico, e é caracterizado por um aumento
extremamente rapido na expressao de um grupo de proteinas chamadas de HSP, o que nédo
ocorre apenas na exposicdo ao calor, mas em qualquer desafio metabdlico, como deplecao de
glicose e analogos de aminoacidos (MEYER, 1999). Segundo este autor, macréfagos murinos
expressam HSP quando expostos a agentes anti-reumaticos a base de sais de ouro, como auro-

tiomalato de sodio e auranofin.

As HSPs podem ser agrupadas em familias de acordo com suas seqiiéncias de
aminoacidos e com seus pesos moleculares (em kDa) determinado pelo método da SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida-sddio-dodecil-sulfato). Os pesos moleculares séo
similares como no exemplo da familia da HSP 70 que tem HSP72 e HSP73, mas os padrdes de

inducdo e expressdo sdo distintos (NIESS, 1999)

Varios tipos de estresse afetam a producdo de ATP e afetam a producdo de ATP e
resultam em alteracdes similares na expressao de genes levando o acimulo de HSP. Muitos

destes agentes afetam a conformac&o correta e conseqiientemente a funcdo das proteinas. Na
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medida em que as proteinas séo incorretamente dobradas se acumulam nas células e comeca
uma resposta ao estresse ou HSR. Esse processo tem inicio pela ativacdo do fator especifico de
transcricdo chamado HSF-1 ou Fator de Choque Térmico, esse fator estaria na célula normal e
nédo estressada como fator inativo. A medida que ocorre o estresse 0 HSF sofre trimerizacgéo e
torna possivel a ligacdo imediata a uma seqiéncia de nucleotideos chamada de HSE ou
Elemento de Choque Térmico, localizado dentro da regido promotora dos genes que codificam
as HSPs.(MEYER,1999)

A exposicdo prévia das células a estresses ndo-mortais pode suscitar a HSR com a
sintese de HSP. Uma nova exposicao das células a estresse vai produzir menos lesdes. As
células que sintetizam HSP ficam protegidas contra novas exposicOes, a que se reflete em
menores lesdes também no organismo ou em parte dele. O principal mecanismo de acdo das
HSPs mediante o qual confere protegéo, seria o de atuarem como “chaperonas” moleculares
(que serve para designar que as proteinas que foram enoveladas incorretamente fiquem retidas
no RE e essas proteinas chaperonas garantiram um enovelamento com menor probabilidade de

€rros.

Em células de mamiferos, a indugcdo da resposta ao choque térmico requer ativagao e
translocacdo para o nucleo de um ou mais fatores de transcricdo de choque térmico que
controlam a expressdo de genes especificos codificando citoprotecdo de proteinas de choque
térmico celular. Em todos os organismos estudados, observa-se que estes respondem a
temperaturas de 3 a 5° C acima do normal com rapida transcri¢do génica e subseqiente mMRNA
resultando nas proteinas de choque térmico. Muitos outros estressores sdo capazes de induzir a
sintese de algumas ou todas as proteinas de choque térmico além do exercicio (NIESS, 1999),

a deplecdo de glicose, influxo de calcio e hipoxia prolongada (NOBLE, 1995).

As HSPs sdo proteinas presentes em diferentes compartimentos celulares e estdo
associadas com a variedade de processos celulares (LINDQUIST, 1988). O exercicio fisico
pode aumentar a temperatura para 45° e causar também estresse oxidativo via aumento na
producdo de radicais de oxigénio e outras espécies reativas do oxigénio resultando da deplecédo
de glicose e armazenamento de glicogénio (SALO, 1991), estimulando a expressao de HSP70
em leucdcitos humanos ap0s seis dias de exercicio (HAMMOND, 1982). O significado da
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expressao de HSP para a citoprotecdo de células imunoldgicas durante o exercicio permanece

por ser esclarecido.

OXIDO NITRICO

O Oxido nitrico € um radical livre gasoso, pequeno e relativamente estavel que
prontamente se difunde nas células, onde reage com alvos moleculares. Apesar de servir como
uma molécula sinalizadora-chave em diversos processos fisioldgicos (e.g. defesa imunoldgica,
comunicacdo neuronal e regulacdo vascular), pode causar ou contribuir para condigdes
fisiopatolégicas (e.g. choque vascular, diabetes, neurodegeneracdo, artrite e inflamagédo

crénica) quando sua sintese é desregulada e excessiva (GROSS et al. 1995).

As células endoteliais apresentam receptores alfa-2 adrenérgicos que se estimulados
levam a producdo de NO. O NO também é produzido com as PGI2 em resposta a pequenas
lesbes ou alteracbes na homeostase do endotélio. Antigamente, considerava-se apenas 0 SNA
simpatico como o principal responsavel pelo ténus vascular necessario a manutencéo da PA
seguido do sistema-renina angiotensina e da vasopressina. Entretanto, estudos recentes
sugerem que mecanismos vasodilatadores da via da L-arginina/NO constituam uma resposta
adaptativa ainda mais importante para manutengdo da homeostase (HOMEM DE
BITTENCOURT, 1998).

NO pode interagir com uma variedade de substratos com o DNA, proteina, grupos
protéicos, tidis, etc. e dependendo da concentracdo da atividade pode variar. A infusdo de NO
afeta uma centena de genes (BOGDAN, 2001), devido a isto o NO pode influenciar tanto o
sistema imunoldgico. Em altas concentracfes, 0 NO pode inibir praticamente toda a células do
sistema imunologico T, B, macrdfagos, células dendriticas, neutrofilos, Eosinodfilos e
mastdcitos via inducdo de apoptose ou induzir a transcri¢do, citocinas, proteinas quinases,
MHC, etc e também a migracdo de células no tecido inflamatdrio, a inibicdo de moléculas de
adesdo do endotélio. (BOGDAN, 2001 e SCHINDLER). Portanto, com esta gama de ac0es,

ndo é surpreendente que seja um poderoso agente imunossupressor e antinflamatorio.

Durante a ativacdo de macrofagos na inflamacdo, a expressao das NOS gera NO e CO
que possuem propriedades imunossupressoras. Estudos de PRIOR (2003) mostram que a

arteriogénese € regulada pelo NO, fatores angiogénicos ao shear stress (estresse de
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cisalhamento) em resposta a estimulacdo de receptores localizados nas células musculares
lisas dos vasos. O NO tem impacto significativo no ténus vasomotor e a medicdo do NO é
incrementada pelo fluxo de sangue e da oclusdo do tecido distal. Em mamiferos, como
resultado de seus efeitos antimicrobianos, o NO e outros RNS estéo envolvidos na defesa do
organismo (“host defense”). A geracdo de oxido nitrico, a partir de arginina, é catalisada pela
oxido nitrico sintase induzivel (INOS), sendo esta enzima expressa em mondcitos,
macrofagos, linfocitos T, neutrofilos, eosinofilos e células mesangiais do sistema imunologico
humano. Niveis normais de NO também sdo necessarios para varios outros mecanismos
fisioldgicos, incluindo as funcgdes de sinalizacdo, mas sua producao excessiva pode ter efeitos
prejudiciais para as células. No metabolismo energético, os complexos efeitos do NO incluem
a inibicdo da NADH-ubiquinona e da succinato-ubiquinona-oxi-redutase, na cadeia
respiratoria mitocondrial, e da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, na glicolise (NIESS et
al. 1999).

Uma ampla variedade de fatores, ativadores e inibidores, foram identificados como
moduladores da expressao de iINOS, através dos quais, varias citocinas desempenham seu
papel. A expressdo de iINOS, in vitro, pode ser estimulada pela combinacdo de IFN-y, TNF-a e
IL-B. IL-8 e IL-6 tém um efeito mais inibitorio, o qual pode ser entendido como um

importante mecanismo de feedback na regulacdo da iINOS (NIESS et al. 1999).

A influéncia do exercicio fisico sobre a expressdo de iNOS e producdo de NO em
células imunocompetentes ainda € pouco conhecida. Foi demonstrado que a corrida exaustiva
em esteira em uma intensidade de 110% do limiar anaerdbio individual (IAT), em homens
ndo-treinados, resultou em aumento na expressao de iINOS em neutrdéfilos e linfocitos, o qual
persistiu por 48 h apds o exercicio. Uma expressdo aumentada de iNOS também foi observada
imediatamente apds uma corrida de meia-maratona. Uma vez que o NO n&o foi determinado
nesses estudos, ndo se sabe se a expressdo aumentada de iINOS se traduz em um aumento
relevante na geracdo de NO pelos leucdcitos. Além disso, o exato mecanismo levando a um
aumento na expressao de iNOS, em funcdo do exercicio, ndo esté claro. Fatores que produzem
uma liberagdo aumentada de citocinas, como IFN-y, TNF-a ou IL-1f, sob estresse fisico,
podem estar envolvidos na producdo aumentada de NO (NIESS et al. 1999) e precisam,
portanto, ser investigados.
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Segundo VESELEY et al. (1998), no tecido muscular esquelético, a HO-1 parece ser
induzida apenas por exercicio ou estimulacdo elétrica in vivo. Estes autores, estudando os
efeitos da hemina e do nitroprussiato de sodio em células da linhagem de mioblastos
esqueléticos de rato L6G8, observaram um aumento tempo e dose-dependente na atividade de
HO-1. O efeito do nitroprussiato de sodio, por sua vez, era reduzido pela co-incubagdo com
hidroxi-cobalamina, sugerindo que o NO deve estar envolvido na ativacdo do gene que

codifica para HO-1.

A adenosina e 0 NO, substancias vasoativas candidatas para a regulagéo local do fluxo
de sangue no musculo esquelético, aumentam nas células musculares e no fluido intersticial
durante o exercicio. Além disso, as enzimas responsaveis pela formacdo destas duas
substancias, AMP 5’-nucleotidase e a NOS, também estdo ativas durante a contracdo
muscular. Evidéncias in vivo, como in vitro, sugerem que 0 aumento na concentragdo
intersticial de adenosina, induzido por contracdo, resulta da sintese extracelular mediada pela
AMP 5’-nucleotidase extracelular ligada a membrana. Ainda néo esta claro se a inducdo da
formacdo de oxido nitrico no musculo se origina da NOS endotelial, localizada no endotélio
microvascular, ou da NOS neuronal (nNOS) das células nervosas e fibras musculares.
Evidéncias funcionais do papel da adenosina no controle do fluxo sangiiineo muscular se
apoiam em estudos utilizando agonistas e antagonistas do receptor de adenosina, adenosina
deaminase ou inibidores da captacdo de adenosina. A maioria destes estudos foi realizada em
animais de laboratodrio e, ainda que estes resultados mostrem alguma discrepancia a maioria
indica que a adenosina participa na regulacdo do fluxo sangliineo muscular. Em humanos,
ainda faltam evidéncias que confirmem este papel da adenosina. O papel do NO na regulacédo
do musculo esquelético tém sido estudada com inibidores de NOS. A despeito do grande
namero de estudos nesta area, o papel do NO no aumento do fluxo de sangue muscular
induzido por contracdo ainda € incerto. A maioria dos estudos, mas ndo todos, em humanos e
animais mostraram que, embora o bloqueio da NOS reduza o fluxo muscular de sangue no
repouso, e durante a recuperacdo do exercicio, ndo ha nenhum efeito deste blogueio sobre o
aumento da perfusdo muscular durante o exercicio. Ainda ndo existem evidéncias conclusivas
sobre 0s mecanismos subjacentes ao aumento multifase do fluxo sangiiineo muscular durante
0 exercicio, assim como sobre o papel e poténcia das diversas substancias vasoativas
(RADEGRAN & HELL, 2000).
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O exercicio também provoca estresse oxidativo através da geracdo aumentada de
intermediarios do tipo EROs e ERNs no mdsculo, assim como no sistema hematopoético. A
elevacdo de temperatura induzida pelo exercicio também deve provocar o estresse oxidativo,
uma vez que SALO et al. (1991) observaram que, com 0 aumento da temperatura, as
mitocondrias musculares sofriam um progressivo desacoplamento com geracdo aumentada de
ROI.

Um papel para os intermediarios reativos do oxigénio, produzidos primariamente como
consequéncia do elevado ritmo de respiragdo mitocondrial é postulado na fadiga muscular.
Considerando a capacidade potencial dos intermediarios reativos do oxigénio de danificarem
as proteinas intracelulares durante séries consecutivas de contragcbes musculares, a capacidade
de rotas antioxidantes pré-existentes pode ser complementada pela sintese de HSP. Aumentos
no mMRNA de HO-1, em particular, devem fazer parte de uma rota antioxidante induzivel no
musculo esquelético que € responsiva ao estresse metabdlico associado com contracGes
musculares repetidas (FEHRENBACH & NIESS, 1999).

A ativacdo de neutréfilos descritas apds exercicio e um aumento dos produtos de
peroxidagdo lipidica sugerem que o estresse oxidativo desempenhe um papel importante nas
mudancas induzidas pelo exercicio nas células hematopoéticas. Em particular, a proteina HO-
1 antioxidante € induzida por hipoxia e estresse oxidativo. Uma rota redox-sensivel faz a
mediacdo de pelo menos parte da inducdo do gene de HO-1 por hipdxia em midcitos
cardiacos. Foi observado que a inducdo de HO-1 em leucdécitos apos exercicio de endurance
extenuante de longa duracdo se correlaciona com a concentracdo plasmatica aumentada de
interleucina-8, um indicador da ocorréncia de intermediarios reativos de oxigénio in vivo.
Estes resultados permitem considerar o estresse oxidativo como um estimulo potencial para a
expressao de HSP associada ao exercicio (FEHRENBACH & NIESS, 1999; FEHRENBACH
et al., 2000).

Segundo SALO et al. (1991) a hipertermia do exercicio provocaria o desacoplamento
mitocondrial, elevando a concentracdo de ubisemiquinona e aumentando a concentracdo de
superdxido (O;). O anion Oy e o subseqientemente formado H,O, podem ser 0s responsaveis
pela expressdo aumentada de HSP70 e de outras HSP.
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Interacbes entre o sistema imunologico e a musculatura esquelética podem
desempenhar importante papel no estabelecimento da injdria e reparo muscular ap6s o
exercicio. Evidéncias recentes sugerem a participacdo do sistema complemento nesse
processo, e em particular na fase aguda da estimulagdo de células inflamatdrias no pos-
exercicio (TIDBALL, 20002; COSTA ROSA, 2004). Aparentemente, ap0s uma “sobrecarga”
de exercicio, ocorre a ativacao de neutréfilos que migram para os sitios musculares lesionados
com a finalidade de detectar lesdes nas fibras musculares. Na sequéncia, macréfagos invadem
os sitios inflamatdrios com a finalidade de remover os debris celulares. Entretanto, durante
este Ultimo processo, os macréfagos 14 recrutados sdo ativados e passam a produzir EROs e
NO, o que tende a agravar o dano celular, dependendo da intensidade e duracdo do exercicio
imposto (TIDBALL, 2002). Foi observado também que a ativacdo de mondcitos
circulantes/macréfagos teciduais logo apds o exercicio envolve a inducdo da expressdo do
gene que codifica para a iINOS (LU et al., 1999). No entanto, o papel da producdo de NO
através das trés isoformas conhecidas da NO sintase permanece incerto, particularmente no
que diz respeito a possibilidade de que muito do NO produzido e medido (ha forma de nitratos
e nitritos) na circulacdo sangiiinea ap6s o exercicio agudo poderia ser derivado das células
endoteliais (KURU et al., 2002).

Considerando os resultados acima descritos, nosso grupo levantou a hipotese de que a
ativacdo de mondcitos circulantes logo ap6s uma secdo aguda de exercicio em animais nao-
treinados pudesse ser induzida por alteracBes no estado redox dos varios tipos celulares
envolvidos (mondcitos, fibras musculares, celulas endoteliais). Particularmente, os dados
acima sugerem que o estresse oxidativo gerado durante o exercicio possa ser responsavel pela
ativacdo do NF-xB e, consequentemente, pela expressdo da iNOS (que é dependente deste
fator nuclear) e outras proteinas relacionadas a resposta imunoldgica. Isso explicaria, ao
menos em parte, a intensa leucocitose observada no pds-exercicio. Em outras palavras, o
exercicio fisico moderado (atividade fisica moderada), mesmo que praticado
esporadicamente, poderia levar a um processo de adaptacdo rapida de células imunoldgicas,
como o macrofago, de forma a deixar “armada” a resposta imunoldgica, o que explicaria a

melhor performance imunoldgica de individuos nao-sedentarios.
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4. OBJETIVOS
Considerando-se que:

a) a atividade fisica moderada mesmo que praticada de maneira aguda (em individuos nao-

treinados) exerce forte influéncia sobre o sistema imunoldgico;

b) este efeito estimulatério pode estar relacionado ao estresse oxidativo gerado durante a
atividade fisica;

c) a funcionalidade de macrofagos pode ser influenciada pelo estresse oxidativo gerado

durante a atividade fisica,

0 objetivo central deste trabalho e estabelecer-se a relacdo entre a atividade funcional de
macro6fagos obtidos a partir de mondcitos circulantes de ratos submetidos a sessdo de natacao
de 1 hora (exercicio agudo moderado) e o estresse oxidativo sistémico produzido durante a

atividade fisica.

Como metas a serem alcancadas, foram propostos estudos sobre a relagao entre:
a) o estresse oxidativo, avaliado pela producdo malondialdeido,

b) o balanco redox intracelular em eritrocitos (indice do estado redox sistémico, j& que 0s

eritrocitos transitam por todos os territérios do organismo),
c) a expressao de HSP70 (indicativo de estresse celular em mondcitos/macréfagos) e

a) fagocitose de particulas de Saccharomyces cerevisae modificadas (zimosan) por

macrofagos obtidos a partir de mondcitos circulantes destes animais,
b) producéo de perdxido de hidrogénio por estes macréfagos,

c) expressdo de NOS induzivel (iNOS), endotelial (eNOS) e neuronal (NNOS) nos

macrofagos,

d) avaliacdo da producdo de NO através da medida de nitratos e nitritos por macrofagos e

sua influéncia nas concentra¢des plasmaticas desses anions.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Em todos os experimentos foram usados ratos Wistar (Rattus norvegicus, var.
Albinus), adultos (3-4 meses), machos, provenientes do Biotério do ICBS da UFRGS. Os
animais foram mantidos sob um ciclo claro/escuro 12/12 h e temperatura ambiente a 23°C,
recebendo, ad libitum, dieta comercial-padrdo para ratos de laboratério, contendo
aproximadamente 52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos e tendo livre
acesso a agua. O bebedouro do animal continha dgua da torneira que era trocada com

frequiéncia para impedir o desenvolvimento de microorganismos e menores riscos de doenca.
5.1.1 Eutanasia

O método utilizado foi a decapitacao, por ser um método rapido e eficaz. Induz perda
imediata do reflexo palpebral, além de produzir mudancas fisiolégicas minimas nos tecidos.
Como havia a necessidade de se coletar o sangue periférico para analises celulares e
bioquimicas, nenhum anestésico ou outra substancia foi injetada nos animais, a excecao da

heparina (veja adiante, por favor) utilizada como anti-coagulante no momento da coleta.

5.2. Protocolo de exercicio

Com a finalidade de avaliarem-se as alteracbes agudas promovidas pelo exercicio
moderado sobre a funcionalidade de mondcitos/macréfagos, foi utilizado o protocolo de
natacdo por 1 hora em tanques aquecidos. Todos os animais foram, no momento dos
experimentos, foram pesados e, aleatoriamente, separados, em dois grupos: EXERCICIO
(animais sedentarios, nunca treinados ou adaptados a qualquer forma de exercicio, foram
postos a nadar por 1 hora) e CONTROLE (os animais, também sedentarios, permaneceram em
caixas plasticas idénticas contendo agua aquecida porém em quantidade minima — cerca de 5
cm acima do fundo do recipiente — a fim de permitir que o animal ndo precisasse nadar mas
ndo se afogasse; ou seja, neste grupo, 0s animais nao tiveram a necessidade de realizar
exercicio fisico e permaneceram em repouso). A escolha deste exercicio foi devida ao fato de

a natacdo ser uma habilidade natural do rato e ndo haver custos excessivos para realizagéo
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desta atividade, além do que é possivel, controlando-se a carga de exercicio com sobrepeso na

cauda, impor-se uma atividade fisica moderada.

O protocolo de exercicio compreendeu uma hora de natacdo em caixas plasticas
(400 mm de altura, 362 mm de comprimento e 270 mm de largura) com capacidade para 20
litros, contendo agua a uma temperatura entre 31 + 1 °C . Esta temperatura foi escolhida por
ser considerada neutra para o animal (KUUSELA & HARRI, 1986) evitando, assim, que a
imersdo em agua fria amenizasse a elevacdo da temperatura que acompanha o exercicio ou que
0 estresse térmico pudesse interferir nos resultados, caso a temperatura da agua fosse elevada
acima do valor escolhido, conforme j& verificado em outros estudos (FEHRENBACH E
NIESS, 1999). Para impedir que os animais flutuassem, foi fixado, a cauda, um peso
correspondente a 5% do peso corporal deste (GOBATTO et al., 2001). Os animais foram
considerados fatigados quando ndo conseguiam acompanhar as bolhas de ar que liberavam,
guando submersos, até a superficie ou quando se apresentavam desorientados. Quando a
fadiga sobreveio antes que fossem completados, pelo menos, 55 minutos de natacéo, o animal
ndo foi utilizado no estudo. No entanto, a maioria dos animais ndo chegou a condigdo de

exaustao.

Estudos prévios de nosso laboratorio (OLIVEIRA JUNIOR, 2005) mostraram que,
sob as condi¢Bes experimentais aqui descritas, a “carga de exercicio” imposta aos animais
pode ser considerada como moderada, tanto em termos de intensidade quanto de duracdo: as
concentracfes plasmaticas de lactato elevam-se para valores 3,5 vezes 0s basais, enquanto

gue a quantidade de glicogénio no musculo gastrocnémio vermelho caiu cerca de 50%.

Apb6s a sessdo de exercicio, os animais foram retirados da agua e sendo-lhes
administrados (i.p.) 100 pL de solucdo heparina sédica (ROCHE, 500 Ul/mL em PBS pH 7,4)
como anti-coagulante. Cinco minutos depois, 0s animais foram eutanasiados e 0 sangue

coletado para as analises.

5.3. Sangue: coleta e preparo

Conforme descrito acima, utilizou-se heparina como anti-coagulante. A heparina é

um mucopolissacarideo natural de alto peso molecular existente nos mastdcitos. E
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quantificada em unidades Internacionais (Ul) com base na atividade exercida em ensaios
bioldgicos. Constitui uma droga de elei¢do para anti-coagulacdo aguda. N&do tendo absorc¢édo
oral, é administrada por vias parenterais. A depuracdo da heparina é feita por
biotransformacdo hepética em quantidade proporcional a dose, sendo os produtos de
degradacéo eliminados na urina. O efeito adverso mais comum € o sangramento, motivo pelo
qual a droga foi administrada imediatamente antes da morte dos animais. A heparina combina-
se com proteinas da coagulacdo e é o cofator de antitrombina Ill. Forma complexos inativos
com a Ultima e com os fatores de coagulacéo XIlI, XII, X e Il. Modifica a velocidade e néo a
intensidade de atuacdo de antitrombina Il1l. Em condic¢Bes plasmaticas reduzidas, obtidas com
esquemas de baixas doses, a heparina antagoniza parcialmente a atividade dos fatores X e I,

em algumas situagdes, como a estase venosa.

A administracdo prévia de heparina a ratos em experimentos onde se pretende coletar
todo o sangue circulante deve-se ao fato de que a capacidade de coagulacdo do sangue destes
animais € muito maior que a de humanos. Por isso, a simples heparinizacdo dos tubos e funis
de coleta ndo é suficiente para evitar a perda de material por coagulacdo. Assim, além de o
sangue ter sido obtido de animais heparinizados, foram adicionados, aos tubos de coleta
(Falcon, 50 mL), 25 Ul de heparina contida em 50 uL de solucdo a 500 UI/mL em PBS.

Uma vez que o objetivo do presente trabalho foi a avaliacdo da performance de
monocitos/macréfagos provenientes dos animais exercitados, quantidades aprecidveis de
células foram necessarias para avaliacdes bioguimicas, funcionais e de expressao de proteinas.
Entretanto, a quantidade de mondcitos circulantes em ratos é de cerca de 5,0 x 10° células/mL
de sangue. Por esta razdo, em todos 0s experimentos, 0s animais foram completamente

exsangtiinados, o que forneceu cerca de 5,0 x 10° monécitos/rato.

Apds a coleta, o sangue foi imediatamente processado para a separacdo do plasma
(para andlises bioquimicas) e para a obtencdo de mondcitos circulantes pela técnica do

Percoll/Ficoll-Hipague descrita abaixo.

Para separacdo do sangue, foi inicialmente utilizada a técnica para separacdo dos
monocitos que se baseia em duas etapas: a primeira onde ocorre a separacdo dos
mononucleares pela técnica do Histopaque e a segunda onde se separa 0s mondcitos pela

técnica do Percoll.
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Inicialmente foi adicionado o Histopaque (Sigma, densidade 1,077 g/mL) em tubos
Falcon de 15 mL a 1:2. Apos o sangue ter sido retirado coletado e as amostras colocadas em
tubos de 50 ml previamente heparinizados, é passado para um tubo contendo histopaque
despejando a um angulo de 45°, sem misturar, com auxilio de um pipetador automatico

motorizado.

Depois de realizado este procedimento, o sangue foi centrifugado a 400 x g por 35
minutos a temperatura ambiente. Depois, foi coletada a camada opaca que contém o0s
monucleares (essencialmente linfocitos e mondcitos), que se localiza entre a camada de
plasma (superior) e a de histopaque (média), com o auxilio de uma pipeta Pasteur de plastico
(para evitar adesdo dos monacitos). Os mononucleares foram, entdo, transferidos para um tubo
Falcon de 15 ml e a suspenséo diluida com PBS citratado (ver anexos) para um volume de 10
vezes 0 volume de mononucleares. Foi realizada a centrifugacdo a 250 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente para precipitar as células. A centrifugacdo a baixa rotacdo favorece a
exclusdo de plaquetas que tendem a ficar no sobrenadante. Os mononucleares foram
ressuspensos em cerca de 3 mL de PBS citratado e decantados sobre um gradiente de Percoll
em novos tubos Falcon, como no procedimento com Histopaque. Foi realizada centrifugacédo
por 400 x g por 35 minutos a temperatura ambiente e coletados 0s mondcitos, que se localizam
entre o gradiente de Percoll (camada inferior) e o PBS citratado (camada superior). Os
monocitos foram, entdo, lavados uma vez com PBS citratado a 1000 x g por 10 minutos e

utilizados nos experimentos.

Em todos os ensaios descritos neste trabalho, os mondcitos foram preparados como
aqui descrito e semeados em microplacas de poliestireno (Corning) com 96, 24 6 ou 4
picropogos (wells) conforme a demanda. Todos os experimentos foram realizados apds, no
minimo, 15 minutos de incubacdo das células nestas microplacas em seus respectivos meios,
conforme o caso. Este tempo, que em alguns experimentos especificos foi de até 1 hora, é 0
suficiente para que as células adiram a superficie das placas. No entanto, a exemplo do que
acontece in vivo, a adesdo celular é mediada por receptores de superficie dos mondcitos e o
processo adesivo leva a profundas alteracbes nas caracteristicas dos monadcitos, o que
rapidamente diferencia-os em células mais ativadas, semelhantes aos macrofagos teciduais
encontrados in vivo (HOMEM DE BITTENCOURT et al., 1993; 1994). Por essas raz0es,

neste texto, o termo mondcito/macrofago sera utilizado todas as vezes que se fizer referéncias
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aos mondacitos circulantes obtidos pelas técnicas acima descritas e incubados até que se
comportassem como macrofagos (aderidos, com incremento na producdo de EROs, com alta

atividade fagocitaria).

5.4. Avaliacao funcional de mondcitos/macrofagos: fagocitose de zimosan

Uma importante ferramenta de avaliacdo da capacidade imunoldgica de macréfagos €
a medida da fagocitose de zimosan. Trata-se da contagem visual do nimero de particulas de
Saccharomyces cerevisae modificadas (zimosan) ao microscopio 6ptico. Para tanto 0s
S. cerevisae sdo preparados de maneira que seus conteddos intracelulares sdo hidrolisados e
retirados quimicamente, de sorte que as particulas de zimosan sdo fagocitadas como
“fantasmas” contendo apenas as membranas plasmaticas. Entretanto, a fagocitose destas
particulas, tal como aconteceria numa resposta imunolégica, depende de que as mesmas
estejam opsonizadas com as proteinas do sistema complemento, motivo pelo qual, o primeiro
passo nesse experimento é a preparacdo e opsonizacao dos S. cerevisae com soro do proprio

rato cujos mondcitos/macrofagos serdo estudados.

Antes de se realizar o experimento, o zimosan foi preparado, diluindo-se, em 100 mL
de PBS, 50 mg de zimosan (Sigma). Apés, foi fervido por 30 minutos, agitando de vez em
quando, e lavado por 3 vezes, por 15 minutos cada 1000 x g a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado reservado e ressuspenso com PBS numa

concentracdo de 40 vezes a concentracdo inicial .

Para opsonizacdo com o complemento (presente no soro do proprio rato de onde se
obtiveram as células), 0,5 mL de suspensdo de particulas de zimosan (a 20 mg/mL) foi
misturado em partes iguais com soro 0 homélogo e incubado por 30 minutos a 37°C em
banho-maria com agitacdo; foi realizada centrifugacdo por 10 segundos a 15.000x g. O
precipitado foi lavado por 3 vezes com PBS e ressuspenso em meio de HBSS contendo BSA

deslipidado a 2% m/v (20 mg/mL finais em termos de BSA).

Para 0 ensaio de fagocitose, as células (5 x 10> mondcitos/macréfagos em 2 mL de
suspensdo fresca) foram plaqueados sobre laminulas de vidro para microscéopio (20 x 20 mm)

e deixadas por 30 min em estufa incubadora a 37 °C em meio RPMI1640 contendo SFB a 10%
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(v/v) para aderirem ao vidro. Apos a adesdo dos mondcitos/macréfagos, o meio foi aspirado e
substituido por 1 mL de HBSS pré-aquecido contendo BSA deslipiodada a 2% (m/v) para
iniciar o ensaio da fagocitose. Foi adicionada, entdo a preparacdo de zimosan opsonizado (pré-
aquecido por 10 min a 37°C) num volume equivalente a 10% do volume de meio presente nas
placas (no caso, 200 pL para 2 mL de meio contendo BSA deslipidado) que foi misturada com
0 meio contendo as células (pré-aquecidas por 10 min a 37°C). O conjunto foi incubado por 30
min a 37 °C sob agitacdo. A fagocitose foi interrompida colocando-se as placas de cultura
(contendo as células) em gelo por 10 min e, depois, contando-se as particulas fagocitadas. A
visualizagdo das particulas fagocitadas foi realizada diretamente nas placas em microscopio
Optico com aumento de 400 X sem nenhum corante, embora a visualizagdo possa também ser
realizada com o auxilio de solucdo de violeta cristal a 2% seguida de observacéo das laminulas
com objetiva de imersdo (1000 X). Foram realizadas contagens do numero total de células que
fagocitaram alguma particula de zimosam sobre um total de 50 células observadas
aleatoriamente por campo e contagens para estabelecimento do porcentual de células que
fagocitaram 2 ou mais particulas (células extremamente ativadas) num total de 50 observadas

em cada campo.

5.5. Avalia¢bes Bioquimicas

5.5.1 Producao de perdxido de hidrogénio por mondcitos/macréfagos incubados

Trata-se do cléssico método de PICK & MIZEL (1981) para determinacdo da
producdo de peréxido de hidrogénio pela oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de
peroxidase de rabanete (HRP, Sigma) por mondcitos/macrofagos cultivados/incubados in situ
(sem a retirada de células ou dos sobrenadantes). Como o H,0, vai reagindo com o corante a
medida em que as moléculas vao sendo produzidas, a presenca técnica, apesar de perder em
sensibilidade para alguns outros métodos (fluorescentes por exemplo), tem a compensacdo de
medir 0 acimulo dos produtos investigados on line, além de ganhar em facilidade de execucéo.

Conforme mostrado na secdo de Introducdo, mondcitos circulantes respondem a

estimulos de membrana (particularmente os ativadores da proteina quinase C, PKC)
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produzindo um “burst”oxidativo, especialmente via NADPH oxidase, que reduz o oxigénio
molecular a superdxido. Este, por sua vez, na presenca da catalase intracelular, é convertido a

H,0, que pode ser medido.

Para esta determinacdo, as células (2-5 x 10° células/poco) foram plaqueadas em meio
de cultura (RPMI 1640, Gibco, BRL) contendo 10% de SFB (v/v) e pré-incubadas a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO, em placas de 96 wells. Para que ocorresse a
adesdo, as células foram deixadas por 60 minutos sob estas condigdes e, depois, lavadas com 3
volumes de EBSS (veja nos Anexos). Em seguida, as células foram tratadas com EBSS na
presenga ou auséncia do ativador da PKC forbol-miristato-acetato (PMA 200 nM final) para
que se iniciasse 0 processo de ativacdo do “burst oxidativo” com producdo de H,O, a ser
medido. Todos os pocos foram tratados com solucdo de fenol vermelho (fenolsulfoftaleina, a
200 ug/mL finais) e peroxidase de rabanete (HRP, Sigma, a 1,9 U/mL finais no po¢o). No
tempo zero, os poc¢os destinados a servir de controle interno negativo do experimento foram
tratados com solucdo de NaOH 1 N, o que mata as células e muda a cor do corante para um
roxo forte. Em paralelo a producdo de perdxido pelas células a serem incubadas, foram
pipetadas curvas de concentragcdes conhecidas de H,O, para calibragdo do experimento. O
desenho experimental para a medida de peroxidos produzidos pode ser encontrado na secao de
Anexos. As placas contendo as células e as curvas de calibracdo foram, entdo, incubadas a
37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, por 1 h para permitir a produgdo de H,O,
estimulada pelo PMA. Ao final deste periodo, todos os pocos (exceto os controles de tempo
zero e 0s blanks espectrofotométricos das placas, onde pipetou-se apenas EBSS) foram tratados
com NaOH e a absorbancia a 600 nm registrada em leitora de microplacas (BioRad) no inicio e

entdo é feta a leitura a 600 nm.

5.5.2 Estimativa da capacidade producdo de NO por mondcitos/macréfagos
incubados: determinacgéo de nitratos e nitritos nos meios de incubacéo e no plasma

Oxido nitrico (NO) é produzido em pequenas quantidades por varios tipos celulares
gerando nitratos e nitritos através das seguintes reacdes:
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2NO + 0, = 2 NO,
2 NO + 2NO;,; — 2 N,O3
2N,03+2H,0 > 4NO, +4 H*

Outras reacdes envolvem:
NO + O, - ONOO + H" - NO3 + H*
2NO + 0O, = N,O4 + HO - NO, + NO3

O NO, além de se autooxidar, gerando nitritos (NOy), reage prontamente, na
circulacdo, com oxi-hemeproteinas, gerando nitratos (NO3z). Também, os NO, reagem
estequiometricamente com a oxi-hemoglobina formando NO3". Quantidades significativas de
NO, acumulam em fluidos biolégicos, como fluido cerebroespinhal, fluidos sinoviais,
exudatos pleurais, pericardicos e peritoneais, além de serem produzidos em altas quantidades
por células imunoldgicas ativadas, como macréfagos e neutrdfilos. Ja na circulagdo,
praticamente todo o NO, gerado a partir do NO € convertido em NOj3. Desta forma, as
avaliacdes da producdo de NO in vivo podem ser estimadas pela medida de NO3 e NO;.
Assim, espera-se sempre um acumulo maior de NO, em tecidos livres de heme-proteinas e
meios de incubacdo e cultivo celulares, e acimulo de NOs; em plasma e tecidos que
apresentem fontes de heme-proteinas. No presente trabalho, foram determinadas as
concentracfes de NO3, NO, e a soma dos dois, convencionalmente chamada de NOy total,
no plasma do animais exercitados (e seus controles) bem como nos meios de incubacdo de
mondcitos/macréfagos obtidos dos mesmos animais. Neste caso, o que foi medido foi a taxa
de producéo através da determinacdo do acumulo destas espécies a partir dos sobrenadantes

de células incubadas por 1 hora.

A presente técnica de determinacdo de nitratos e nitritos baseia-se na reducédo
enzimatica de nitratos a nitritos na presenca de nitrato redutase (EC 1.6.6.2) de Aspergillus,
NADPH e FAD, e posterior reagdo dos nitritos formados (ou presentes inicialmente nas
amostras) com o0 reagente de Griess (mistura de sulfanilamida e naftiletilenodiamina,
especifico para NO;). Entretanto, como o excesso de NADPH utilizado inibe a reacdo de
Griess, é necessario oxidar-se todo o NADPH n&o utilizado na reducdo dos nitratos. Isto pode

ser obtido pela adicao de piruvato e LDH (que fornece lactato que é estavel as expensas de
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NADPH) ou pela adicdo de ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)e) que oxida o NADPH a 25°C
na presenca da propria redutase (KAY & BARBER, 1986; GRISHAM et al., 1996). Em nosso
laboratorio, a incubacdo das amostras por 45 min com a nitrato redutase pura elimina todo o
excesso de NADPH presente (o que pode ser monitorado a 340 nm). A adicdo de ferricianeto,

mesmo diluido 1:10, interfere nos resultados.

Para a determinacdo no plasma, amostras de plasma obtidas a partir do sangue
periférico dos animais pos-sessdo de exercicio e seus controles foram ultrafiltradas em filtros
de corte (cut-off) de 10 kDa (Millipore, PTGC polysulfone membrane — low-protein binding
adsorption for serum and plasma — ultrafree MC filter unit — 400 uL — méax. 5.000 x Q)
conforme descrito em GILLIAM et al. (1993).

Sobrenadantes de meios de incubacdo de mondcitos/macréfagos (incubacao direta)
foram processados diretamente nas placas de incubacdo (de 96 micropocos), apds o periodo de
pré-incubacdo para adesdo das celulas de 30 min. Para tanto, as preparagdes de monocitos
foram ressuspensas em meio de cultura RPMI1640 contendo 10% de SFB em volume, que
contém todos os fatores necessarios para que as células possam estar vivas e produzindo NO.
As células foram contadas e plaqueadas (2-5 x 10° células por poco num volume de 100 pL)
para depois serem incubar a 37°C em estufa incubadora de CO, por 30 min para a adesdo das
células ao fundo das placas de ELISA. Em seguida, as células foram lavadas com tampéo
HBSS contendo glicose e tampdo HEPES pois as concentragdes de fosfato (inibidor da nitrato
redutase quando acima de 50 mM) giram em torno de 0,8 mM em muitos meios de cultura.
Depois do preparo, 0 meio HBSS foi mantido a 37°C e, apés a incubacao inicial das células
nas placas, os meios foram aspirados cuidadosamente e as células (ja aderidas) lavadas 3 vezes
com volumes de 200 pL cada de PBS para a retirada de qualquer traco de meio de cultura (que

contém nitratos/nitritos e interferem nas analises).

Foram adicionados 80 uL de meio HBSS pré-aquecido para incubar as células por 1
hora (esta incubacdo tem o objetivo de permitir que as células produzam NO,
espontaneamente, que sera convertido a nitratos e nitritos na auséncia de qualquer estimulante
celulare, como PMA). ApGs a incubacdo, a producdo de nitratos e/ou nitritos foi estimada
diretamente como num ensaio normal, a excecdo de que nao foi necessario pipetar nenhuma

amostra, pois 0s meios de incubacéo ja eram as amostras. A exemplo do que se fez no caso da
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producéo de peroxidos, foram pipetadas nas placas as curvas de nitratos e nitritos, bem como

adicionados os blanks das placas, como de costume.

Dos ultrafiltrados das amostras de plasma ou nos micropogos contendo as células
ap6s as incubacdes de 1 h, foram acrescentados, na ordem, 10 pL da mistura de cofatores’ e
10 pL de nitrato redutase 1 U/ml. Procedeu-se, entdo, a incubagdo das amostras a temperatura
de 37 °C por 3 h. A sensibilidade deste método para nitratos, utilizando-se um maximo de 80
uL, foi de cerca de 2,5 puM. Para ensaio de nitritos, o limite de deteccdo foi de
aproximadamente 2,0 uM. Ao final do periodo de incubacdo, acrescentaram-se 50 uL de
reagente de Griess | (SULFA), seguido de mais 50 uL de reagente de Griess 11 (NEDD).
Agitou-se e incubou-se na prépria leitora a temperatura ambiente (25 °C) por 10 min, fazendo-
se, em seguida, a leitura a 540 nm. A concentracdo de nitratos e nitritos foi determinada com
base nas curvas-padrdo previamente pipetadas nas placas, conforme descrito em GRANGER
et al. (1995).

A quantidade de NOy nas amostras, apds a dosagem, foi calculada em termos de
nmols de cada espécie por mL de plasma ou com base na quantidade de células que deram

origem aos valores de NO,~ acumulado, em nmol/10° células.

5.5.3 Determinagéo do Conteudo Intracelular de GSH e GSSG

As quantidades de GSH e GSSG intracelulares, bem como a relacdo entre as
concentraces desses dois metabdlitos fornecem o indice do estado redox intracelular
(AKERBOOM & SIES, 1981). Sendo os eritrocitos células que circulam por todos os
territérios teciduais, o perfil do metabolismo da glutationa nestas células fornece boas
evidéncias a respeito do estado redox tecidual geral do organismo. Por esta razdo, além de
outras medidas bioquimicas acerca do perfil de estresse oxidativo em varios territorios, foram
realizadas medidas de GSH e GSSG nos eritrocitos obtidos do sangue periférico dos animais

exercitados e seus controles logo ap6s as sessdes de exercicio. Para estas determinaces, foi

1 A mistura de cofatores foi preparada no momento do ensaio pela adigdo de 10 ul de NADPH 24,15 mM, 10 pl
de FAD 1,206 mM e 95 ul de tampé&o fosfato. As concentraces dos cofatores na mistura sdo: 0,105 mM de FAD
e 2,100 mM de NADPH.
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utilizada uma técnica adaptada daquela descrita em KOLBERG et al. (2006) para
determinacdo em leitora de microplacas a 415 nm. Eritrdcitos coletados de amostras de sangue
periférico foram lavados duas vezes em PBS (4°C) e imediatamente rompidos em 200 pL de
acido metafosforico 5% (m/v) com homogenizacdo por micropipeta para analise cinético-
espectrofotométrica pelo método de reciclagem com o &cido 5,5'-ditiobis-[2-nitrobenz6ico]
(=DTNB) e GSSG redutase (GSRd) de ANDERSON (1985). A réapida homogeneizacdo das
células em meio acido é um passo de extrema importancia para a inativacdo das tiol-
transferases e y-glutamiltranspeptidases reponsaveis pela transformacdo da GSH em outros
derivados peptidicos, levando a subestimativas das concentracdes reais do tripeptideo. Além
disso, a acidificagdo previne a auto-oxidacdo da GSH que ocorre rapidamente em pH superior
a 7,0 (ANDERSON, 1985; AKERBOOM & SIES, 1981). Por outro lado, apesar de a auto-
oxidacdo da GSH em GSSG em meio &acido ocorrer numa taxa minima (0,1 a 0,2% por hora),
pelo fato de as concentracdes intracelulares de GSSG serem naturalmente muito baixas
(menos de 1% da concentracdo de GSH), o processamento das amostras para dosagem de
GSSG deve ser efetuado o mais rapidamente possivel, a fim de evitar-se resultados falsamente
superiores aos valores reais (AKERBOOM & SIES, 1981). A primeira parte do ensaio
consistiu na determinacdo do conteddo de glutationa "total” (GSH+ GSSG) medido em
equivalentes de GSH pelo método da reciclagem com DTNB que leva a oxidagdo
estequiométrica da GSH em GSSG com formacdo do &cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) e
posterior restituicdo da GSH pela reducdo altamente especifica com GSSG redutase (GSRd,
EC 1.6.4.2) na presenca de NADPH. A taxa de formacgédo de TNB, proporcional & soma inicial
de GSH e GSSG, foi, entdo, monitorada a 412nm (¢TNB= 13,6 mM-1 .cm-1).
Alternativamente, poderia ter sido monitorada a taxa de consumo de NADPH a 340 nm (e
NADPH= 6,22 mM-1 .cm-1) ou fluorimetricamente (excitacdo a 366 nm/emissdo de 400-
3000 nm). O método empregado é bastante sensivel, especifico e reprodutivel. Contudo, como
a velocidade da reacdo depende ndo somente da concentracdo inicial de GSH+GSSG, mas,
também, da atividade da GSRd, fatores que interfiram na atividade enzimatica, podem levar,
invariavelmente a falsos resultados. Por isso, além de ter sido utilizada sempre uma curva de
calibracdo (0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 nmol) com padrdo de GSH precisamente preparado a cada
ensaio, foram efetuadas leituras de amostras com adicdo de padrdo, sendo os resultados
obtidos idénticos aos observados para as amostras separadamente. O ensaio foi iniciado pela
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adicédo de 10 pL de amostra (em MPA 5%), 75 uL de DTNB 14,1 mM (concentragéo final no
ensaio 9,87 mM) em tampao fosfato de sodio 143 mM (pH 7,5) e 10 uL de NADPH 1,7 mM
em NaHCO3 0,5% (concentracao final 0,17mM). A reacgdo teve inicio com a adigdo de 10pL
de GSRd (atividade final na cubeta de 0,5 U/mL) sob agitacdo e as amostras foram analisadas
espectrofotometricamente a 415 nm por cerca de 3 min num volume final 105uL em
microplacas de 96 wells (0,232 cm de caminho Optico) a 37°C, em leitora termostatizada

(Biorad mod. Benchmark, USA) com aquisicao direta e processamento cinético automatico.

Antes da determinacdo do conteldo de GSSG, aliquotas de 100 uL das mesmas
amostras ensaiadas para GSH "total™ foram retiradas para conjugacdo da GSH presente com
N-etilmaleimida (NEM, Fluka) segundo metodologia descrita em Akerboom & Sies (1981).
Foram adicionados, entdo, 35 uL de NEM 200 mM (concentragédo final 50 mM) diretamente
as amostras dissolvidas em MPA 5%. Depois, a mistura foi neutralizada, cuidadosamente sob
agitacdo, até pH 5,5 pela adi¢do de 20 uL de KOH 2M em tampéo de &cido piperazina-N,N'-
bis-(etanossulfonico) (=PIPES, Boehringer, pKa= 6,8 a 25°C, faixa de trabalho de 6,1 a 7,5)
0,3M. A inclusdo de PIPES, ou outros agentes tamponantes como MOPS (&cido
morfolinopropanossulfonico), previne alcalinizagdo local, durante a neutralizagdo, o que
levaria a auto-oxidacdo da GSH, favorecida em pHs maiores que 7,0. O excesso de NEM, que,
em concentragdes tdo baixas quanto 10 uM inibe o processo de dosagem da GSSG por
reciclagem em até 30% foi efetuado por extracdo com 500 uL de acetato de etila 3 vezes,
tendo o excesso de solvente sido evaporado em concentrador SpeedVac e por passagem em
corrente de nitrogénio. Posteriormente, cerca de 25 uL de amostra foram ensaiados pelo
método da reciclagem, como descrito para a GSH, exceto que as amostras foram inicialmente
incubadas com a GSRd por 5 min a 37°C, tendo sido monitorada a absorbancia a 340 nm
(consumo de NADPH) até a estabilizacdo. Depois, foi adicionado o DTNB, e as leituras, a
415nm (producdo de TNB) foram acompanhadas espectrofotometricamente conforme
descrito acima. A diferenca entre os valores obtidos para glutationa "total” e GSSG forneceu

os valores dos contetdos de GSH procurados:

[GSH] = GSH total — 2[GSSG]
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5.5.4. Estimativa da lipoperoxidacédo plasmatica — Método das TBARS

A peroxidacdo de lipides (lipoperoxidacdo) é considerada um indice de estresse
oxidativo em varios territérios (LLESUY, 2002). Vez que essas substdncias podem ser
produzidas em varios tipos teciduais vindo a ganhar a circulacdo sanglinea, a determinacdo de
lipoperdxidos é muito Util para que se estabeleca o nivel de estresse oxidativo. Entretanto, a
medida destas substancias depende muitas vezes de um preparo minucioso e caro de amostras
para serem dosadas em HPLC ou atraves de GC/MS. Este problema pode ser contornado,
mesmo que de maneira aproximada pela medida indireta de malondialdeido (MDA), uma
espécie quimica gerada sempre que ocorre lipoperoxidacdo. Para tanto, recorreu-se a
determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), imediatamente ap0s
as sessoes de exercicio. Embora o proprio MDA pudesse ser determinado por HPLC, a medida
de TBARS é considerada um bom indice para a lipoperoxidacdo (BELLO-KLEIN, 2002). Para
tanto, amostras de plasma foram obtidas e processadas para TBARS conforme metodologia
adaptada de BUEGE & AUST (1978) e DRAPER et al. (1993). O procedimento completo
consistiu em aliquotar-se 250 uL de plasma em tubo Eppendorf® de 1,5 mL, misturando-se
com 200 uL de TCA 30% e 200 uL de Tris-HCI (10 mM pH 7,4) que foram centrifugados a
2500 x g pos 10 minutos a 4°C, sendo posteriormente coletados 440 uL do sobrenadante, aos
quais foram adicionados 200 uL de TBA (0,73% m/v), 10 uL de BHT. Este material foi
fervido a 100°C por 15 min e lido espectrofotometricamente a 535 nm, diretamente contra
mistura contendo 50 uL de &gua, 200 uL de TCA, 200 uL de Tris-HCI, 10 uL de BHT e

200 pL de TBA fervido paralelamente. Para os calculos, considerou-se a seguinte equagao:

As3zs nm/0,156 = nmol de equivalentes de MDA/mL/cm

5.5.5. Expressdo de HSP70, NOS-1, NOS-2 e NOS-3 por “Western blotting”

Para andlise da expressdo de HSP 70 e das NOS, os mondcitos foram coletados pela
técnica de Percoll citada anteriormente, apds 6 horas do término do exercicio fisico (periodo
necessario para inducdo da expressdo génica maxima da HSP70). Para cada amostra
preparada, quantidades iguais de proteinas (cerca de 30ug, determinada pelo método de

Bradford,) serdo separadas durante 4 horas e 30 minutos (a 30 mA/ gel) a temperatura



40

ambiente (25°C) por eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE). Serad utilizado sistema vertical Slab Gel BIO-RAD Mini-Protean Il (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA, USA) e tampdo de corrida constituido de Tris a 25 mM, glicina
a 192 mM e SDS a 1% (m/v), pH 8,3 usando-se 1cm de gel de empilhamento (entrada) a 4%
(m/v) e gel de separagdo a 10% (m/v) em termos de monémero de acrilamida, para corridas
em géis de 10 cm em tampédo de amostra redutor constituido de Tris-HCL 62,5 mM pH 6,8,
glicerol a 10% (v/v), SDS a 2% (v/v) e B-mercaptoetanol a 5%, conforme descrito em Santoro
et all (1989). Como marcador de peso molecular sera utilizado a mistura de padrdes de pesos
moleculares previamente coloridos (Amersham ou Invitrogen ) com as seguintes proteinas:
miosina (200 kDa), fosforilase b (92,5 kDa), BSA (69kDa), ovalbumina( 46kDa), anidrase
carbonica (30kDa) e lisozima (14kDa). Depois das corridas os géis serdo destacados das

placas de suporte, tendo os géis de separacao sido removidos.

Apos as corridas, o gel foi corado e fixado sob agitagdo continua com solugéo de
Azul Comassie Brilhante 0,1% (m/v), metanol 40% (v/v), acido acético 10% (v/v) durante 20
min e submetidos a descoloracdo com agitacdo por cerca de 2 horas em solucdo de acido
acético glacial a 5% (v/v) até que fossem evidenciados os padrdes de peso molecular (ainda
fortemente corados contra o fundo parcialmente descorado do gel). Depois de secos, o gel
corado foi submetido a densitometria no equipamento (Amersham Pharmacia Biotec) Video

Documentation System de aquisicdo digital e processamento de imagens.

As amostras contidas no gel foram destinadas ao processamento por Western blotting,
como descrito em ELIA & SANTORO (1994) serdo transferidos diretamente para membrana
de nitrocelulose (Millipore) em sistema refrigerado BIO-RAD Blot Cell a 100 V por 90
minutos. Apds a transferéncia, as bandas, contendo proteinas serdo evidenciadas pela
coloracdo com vermelho Ponceau, sal de sodio (Sigma) a 0,3% (m/v) em solucdo TCA a 3%.
Apbs a verificacdo, as membranas serdo descoradas em tampao TEN (Tris 50 mM pH 7,4
EDTA 5 mM, NaCl 150 mM ) Antes do “immunoblotting”, os filtros de nitrocelulose foram
imersos em tampdo de bloqueio (Anexos) a fim de recobrirem-se as por¢Ges da membrana
onde nao houve transferéncia de proteinas, promovendo-se entdo bloqueio de ligacéo
inespecifica de anticorpos ao filtro. Para o Western blotting das HSP70, as membranas foram
incubadas a temperatura ambiente durante 2 h sob agitacdo enérgica em tampéo de blogueio —
bloto (leite em pd a 5%) (Kolberg et al,2005), apos este procedimento a membrana foi lavada
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por 3 vezes com 10 ml de TEN-Tween 20 sob agitacdo (veja nos Anexos os detalhes, por

favor).

Foi adicionado o primeiro anticorpo, monoclonal BRM-22 de ascite de camundongo
(hibridoma BRM-22) contra HSP70 humana (Amersham) , que reage especificamente com o
polipeptideo de 72 kDa (HSP70, ou HSP induzivel) e com o de 73 kDa (HSP73, também
chamado de HSC70 ou HSP70 constitutiva), diluido a 1:1000 em solu¢do de bloqueio. Depois
disso, os filtros foram lavados 3 vezes sob agitacdo por 10 min com 10 ml de TEN-Tween20 e
incubados por 2 h com 5 mL de solucdo contendo o segundo anticorpo, IgG (molécula inteira
contra imunoglobulinas de camundongo, Sigma) em tampao de bloqueio sob agitacao.

A revelacdo foi feita  pela adicdo dos substratos da peroxidase (3,3'-
diaminobenzidina, DAB), e perdxido de hidrogénio, H,O,. A reacdo gera um precipitado
marrom nas regides da membrana que possui 0 anticorpo. Imediatamente apds o0 aparecimento
das manchas de interesse com boa resolucdo, os filtros foram retirados do revelador, lavados
com agua a fim de evitar-se superexposicéo e submetidos a secagem em estufa por 30 min a
37°C. Em experimentos cuja expressdo de HSP70 ficou aquém do limite de deteccdo pela
técnica de revelagdo direta com DAB, foi utilizada a técnica do ECL (Amersham) conforme
descrito abaixo para as NOS. Conforme a necessidade em cada caso, as manchas foram
registradas digitalmente (VDS, Amersham Pharmacia Biotech) e as imagens analisadas para

os célculos posteriores.

Para verificar a expressdo das NO sintases (EC 1.14.13.39) induzivel (iNOS, ou
NOS-2), endotelial (eNOS ou NOS-3) e neuronal (nNOS ou NOS-1) foi utilizado a mesma
técnica acima, porém foram adicionados anticorpos (Sigma) especificos para essas trés
proteinas em diferentes experimentos e a revelacdo foi realizada pela técnica de ECL

(Enhanced Chemiluminescence)

A técnica realizada para fazer a revelacdo por ECL foi feita na cAmara escura, pois 0
cassete de exposicao e o filme de raios X (Hyperfilm, Amersham) sdo fotossensiveis. Foram
utilizados Luminol (3-aminophthalhydrazide = 3-aminoftalidrazida) grau QL (Fluka, cdd.
09153) e acido p-coumarico (Fluka, céd 28200) que foram misturados em 5 mL de tampéao
Tris HCI 1,5M pH 8,8. Esta mistura reage com perdxido de hidrogénio 30% (Fluka)

também diluido em Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 que marcaram as bandas das amostras.
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A membrana foi mergulhada nas solugdes citadas acima, sob agitacdo por 3 minutos,
a fim de visualizar o aparecimento das bandas, em seguida retirada das solucdes e envolvida
por um papel filme de PVC. A membrana foi colocada sobre o cassete de exposicdo
juntamente com o filme de RX. Apos a exposicdo e revelacdo (conforme instrucfes do

fabricante, Amersham), os filmes foram quantificados em VDS, como procedido para HSP70.
5.5.6 Célculo das concentracGes de proteinas nas amostras analisadas

Na determinacdo de proteinas nas amostras, foi utilizado o0 método de BRADFORD
(1976). Foram utilizadas como padrdo de referéncia, solu¢Bes de albumina sérica bovina
(BSA) fragdo V (Sigma). O método de Bradford é baseado na ligagdo do Azul Comassie
Brilhante G-250 0,01% (m/v) em meio de acido fosforico 8,5 % (m/v)-etanol 4,7% (m/v) a
proteinas das amostras, com formacdo de complexo que absorve intensamente a 595 nm.
Amostras de plasma, foram diluidas 1:10 enquanto que as preparagBes celulares foram
rompidas em solugdo de SDS a 0,1% contendo PMSF e leupeptina como inibidores de
protease, conforme descrito em ELIA & SANTORO, 1994.

5.5.7 Analises estatisitcas

Os dados foram analisados através de procedimentos estatisticos descritivo e
inferencial. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média sendo que o
nimero de observacOes esta mostrado nas legendas das figuras. As comparagdes entre 0s
varios parametros entre 0s grupos controle e exercicio foram realizadas pelo teste t de Student
bicaudado para dados ndo-pareados. Quando necessario, foi utilizada avaliacdo por Anélise de
Variancia de uma via e, sendo os valores de F significativos, procedeu-se aos pos-testes
complementares de Bonferroni. O nivel de significancia para a probabilidade o de erros do
tipo 1 no teste de hipdteses foi fixado em, no minimo, P< 0,05. Os célculos foram efetuados

através do Software GraphPad InStat3 para Windows.
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6. RESULTADOS

6.1 Fagocitose de zimosan
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Fig. 1. Exemplo de uma laminula contendo mondcitos/macrofagos fagocitando particulas de
zimosan. A, particula de zimosan (esferas escuras); B, macréfago contendo varias particulas
fagocitadas em seu citoplasma; C, macréfago sem nenhuma particula fagocitada. Sem
coloragdo. Filtro de interferéncia verde com contraste de fase e, Microscopio Olympus MC.

Aumento de 40X.
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Conforme ilustrado na Fig.1, mondcitos/macréfagos podem ser facilmente visualizados pois
ganham uma coloragcdo amarelada sob a iluminacdo de interferéncia, enquanto que as
particulas de zimosan mostram um tom azul-esverdeado caracteristico. Na Fig. 2, vé-se, em
aumento de 400X (o mesmo utilizado nas medidas), um macréfago estendendo seus
pseudopodos em direcdo as particulas de zimosan (seta em A) e um macréfago apds engolfar 3

particulas (indicadas pelas setas em B).

Fig. 2. Exemplo de uma laminula contendo
mondcitos/macréfagos  estendendo  seus
pseudopodos em direcdo as particulas de
zimosan (seta em A) e um macréfago apos
engolfar 3 particulas (indicadas pelas setas em
B).
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Na Fig. 3, tem-se os resultados obtidos para a quantidade total de particulas de zimosan a
partir de mondcitos/macréfagos provenientes de ratos exercitados e seus controles. Note-se
que o exercicio agudo (apenas 1h) promoveu um aumento de 28,6% (P = 0,0474) na

capacidade de fagocitose total.

FAGOCITOSE DE ZIMOSAN
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Fig. 3. Fagocitose total. Quantidade total de particulas fagocitadas pelos macrofagos
incubados por 1 h conforme descrito na Metodologia.
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Quando se avaliam as quantidades de células que fagocitaram 2 ou mais particulas
(indice que mede a avidez dos macrdfagos na fagocitose), observa-se que o exercicio induziu
um aumento de 138,5%, isto é, os mondcitos/macréfaghos obtidos de animais eutanasiados
imediatamente apds as sessbes de exercicio agudo de 1 h apresentaram uma capacidade
fagocitaria 2,4 vezes maior que a das células obtidas a partir dos animais nao-exercitados (P =
0,0041, Fig. 4).

FAGOCITOSE DE ZIMOSAN
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Fig. 4. Porcentagem de células que fagocitaram 2 ou mais particulas de zimosan.
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Considerando-se que 0 exercicio induziu aumento significativo na capacidade de
fagocitose em mondcitos/macrofagos obtidos a partir dos animais exercitados, passou-se a
estudar a possibilidade de que um outro pardmetro importante a respeito da capacidade
imunolégica destas células, a producdo de peroxido de hidrogénio induzida por PMA, pudesse
também estar aumentada. Os resultados, mostrados na Fig. 5, indicam que o exercicio ndo s
estimulou a fagocitose como também a producdo de H,O, de maneira dramética: as células
provenientes dos animais exercitados produziram 9,7 vezes mais H,O, que suas contrapartes

obtidas de animais ndo-exercitados (P = 0,0022).

Producéao de Peréxido de Hidrogénio Estimulada
por PMA em Monécitos/Macrofagos
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Fig. 5. Producdo de H,O, por mondcitos/macrdfagos estimulados pelo PMA.
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Outro parametro da atividade imunologica de macrofagos, conforme ja mostrado na
Introducdo, é sua capacidade de produzir espontaneamente NO que é utilizado por estas
células como bactericida, tanto em sua forma gasosa, quanto ap6s a combinagdo com anions
superoxido, por elas mesmas produzidos. Por isso, passou-se a avaliar a taxa de producdo de
NO3, NO; e NOy totais nestas células. A Fig. 6 mostra que ndo ha diferenca estatistica na
producéo de NO estimada pelo acimulo de nitratos no meio de incubacdo. Em contrapartida, o
acumulo de nitritos (mais favoravel pelo fato de as células terem sido incubadas na auséncia
de heme-proteinas) quase dobrou em relacdo aos controles (aumento de 95,5%, P = 0,0220;
Fig. 7), o que se refletiu no acumulo de NOy total que é considerado o indice mais fidedigno
para estimar-se a produgdo do gas NO pelas células incubadas. Neste caso, observou-se que 0
exercicio foi capaz de aumentar em 22% (P =0,0295, Fig. 8) a taxa de producéo total de NO

produzido pelas células.

Producao de NO5; por mondécitos/macrofagos
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Fig. 6. Producdo de espontanea de NO3 por mondcitos/macréfagos incubados por 1 h.
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Producédo de NO, por monécitos/macrofagos
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Producdo de espontanea de NO, por mondcitos/macréfagos incubados por 1 h.
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Producédo de NO, TOTAL por mondcitos/macrofagos
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Fig. 8. Producdo de espontanea de NOy total por mondcitos/macréfagos incubados por 1 h.
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Considerando-se 0 conspicuo aumento na producao estimada de NO pelas células, foi
investigada a possibilidade de que esse aumento pudesse ser devido a um incremento na
expressdo de uma das NOS conhecidas (NOS-1, neuronal, NOS-2, induzivel, ou NOS-3,
endotelial). Os resultados mostraram que, sob as condi¢des apresentadas neste trabalho, néo
houve expressdo das isoformas NOS-1 e NOS-3 das NO sintases (dados ndo mostrados); nem
nos grupos exercitados nem nos seus controles, sugerindo um aumento na expressdo na
isoforma induzivel (iNOS) codificada pelo gene NOS-2. De fato, os achados confirmaram a
suspeita, ja que o exercicio induziu uma fortissima expressdo da iNOS nos macréfagos obtidos
dos animais submetidos & sessdo de atividade de natacdo (Fig. 9; P = 0,0319), a qual ndo ¢
observada nas células obtidas dos animais controle. Tendo-se em conta ainda que a expressao
da iNOS é dependente da ativagdo do fator nuclear de estresse NF-kB, foi investigada a
possibilidade de que uma situacdo de estresse (oxidativo, talvez) pudesse estar levando a
sintese da iNOS. Por isso, foi estudada a expressdo da HSP70, um conhecido marcador de
estresse celular. Os dados (Fig.10) mostraram que ha estresse, segundo o parametro
escolhido, porém muito brando (aumento de apenas 35%, P = 0,0402) em relacdo aos
controles, o que néo € tipico dos perfis encontrados em situacdes de estresse oxidativo. Nestes
casos, a expressao da isoforma induzivel da HSP70 (HSP72) é sempre dezenas de vezes maior
que a observada na situacdo controle. Estes dados sugerem, portanto, que algum fator externo
e ndo dependente de estresse oxidativo deva estar agindo de maneira a estimular a expresséo
da iNOS.
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Fig. 9. Expressao da iNOS (NOS-2) por mondcitos/macrofagos obtidos de ratos exercitados (e
seus controles) 6 horas apds as sessdes de exercicio. (A) histograma mostrando a quantidade
de pixels na banda da iNOS em relacéo aos valores obtidos para 3-actina normalizados pelo
menor quociente obtido entre as determinagdes (3 experimentos) de INOS e HSP70 a fim de
permitir comparacao entre a expressdo das duas proteinas (dados em unidades arbitrarias). (B)
membrana de um experimento representativo de immunoblot para iNOS revelada por ECL;
(C) gel corado pelo Commassie Blue mostrando os padrdes de peso molecular e as proteinas
na altura das NOS.
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Fig. 10. Expressdo da HSP70 (HSP72 + HSP73) por mondcitos/macrofagos obtidos de ratos
exercitados (e seus controles) 6 horas apds as sessdes de exercicio. (A) histograma mostrando
a quantidade de pixels na banda das HSP70 em relacdo aos valores obtidos para B-actina
normalizados pelo menor quociente obtido entre as determinagdes (3 experimentos) de iNOS e
HSP70 a fim de permitir comparacao entre a expressao das duas proteinas (dados em unidades
arbitrérias). (B) membrana de um experimento representativo de immunoblot para HSP70
revelada por ECL; (C) gel corado pelo Commassie Blue mostrando os padrbes de peso
molecular e as proteinas na altura das NOS.
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Apesar de os dados obtidos para a expressdao de HSP70 sugerirem apenas um leve
estresse celular para os mondcitos/macréfagos estudados, a enorme expressdo de iNOS &, por
outro lado, sugestiva de algum processo que possa ter levado a ativacdo intracelular do NF-xB
e, consequentemente, ao aumento na capacidade de producdo de NO, H,O, e de fagocitose,
todos eventos ligados a sinalizagdo pela membrana plasmética e ativacdo de enzimas como a
NADPH oxidase e receptores tirosina quinase (RTK). Entretanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de o estresse oxidativo sisttmico gerado pelo exercicio fisico possa contribuir
para 0 aumento na atividade fagocitaria, de geracdo de perdxido e NO pelos mondcitos dos
animais submetidos a natacdo, através de um mecanismo que ndo gere estresse suficiente para
a inducdo da HSP70. Por isso, foram investigados dois parametros significativos do estado
redox geral do organismo destes animais: a relacdo de GSSG/GSH em eritrocitos e a
quantidade de TBARS no plasma dos ratos submetidos a nata¢do. Surpreendentemente, no
entanto, os dados mostram que ndo houve alteracdo significativa nem nos parametros relativos
ao estado redox eritrocitéario (indice do estado redox geral do organismo) nem na quantidade
de TBARS circulantes no plasma apds o exercicio. De fato, ndo foi observada nenhuma
alteracdo nas quantidade de GSH (Fig.11), GSSG (Fig. 12) ou na relacdo entre
[GSSG]/[GSH] (Fig. 13), tampouco na concentracdo de TBARS no plasma (Fig. 14), o que
sugere que as alteracfes verificadas nos mondcitos dos animais exercitados (fagocitose,
producéo de peroxidos e NO) devam ter sido locais e ndo dependentes de estresse oxidativo
sistémico, como se poderia supor a priori. Isto mostra também que a carga de exercicio
aplicada (intensidade e duracédo) foi bastante branda durante a natagcdo de 1 h com sobrepeso
de 5% ligado a cauda dos animais. O mesmo pode ser dito em relacdo as concentracdes de
nitratos e nitritos que permaneceram inalteradas logo apds o exercicio (Fig. 15-17), o que
sugere, novamente, que o efeito do exercicio sobre a producdo de NO pelos macréfagos deva

ter sido de influéncia local e ndo sistémica.
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Fig. 11. Concentrag&o eritrocitaria de GSH.
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Fig. 12. Concentragdo eritrocitaria de GSSG.
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Fig. 13. Estado redox celular em eritrocitos obtidos de animais exercitados e seus controles.
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Fig. 14. Medida das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no plasma dos
animais exercitados em relacdo aos controles como indice da taxa de lipoperoxidacdo
(producéo de MDA) sistémica.
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Fig. 15. Medida das concentracfes plasmaticas de NO3s” em animais submetidos a sessao de

natacao e seus controles.
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Fig. 16. Medida das concentragcdes plasmaticas de NO,  em animais submetidos a sessao de

natacao e seus controles.
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Fig. 17. Medida das concentragdes plasméticas de NOy total em animais submetidos a sesséo
de natacgéo e seus controles.
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7. DISCUSSAO

A prética de exercicio fisico regular e de intensidade moderada tem se mostrado um
eficiente aliado no combate aos desbalangos fisiologicos apresentados por diferentes
patologias. Particularmente em relacdo as disfungdes imunoldgicas, o exercicio fisico tem sido
prescrito como uma estratégia terapéutica complementar (COSTA ROSA, 2004). Neste
contexto, mondcitos/macréfagos desempenham um papel fundamental, tanto na orquestracdo
intercelular de respostas imunoldgicas quanto do ponto de vista da inflamagdo, um processo
fundamental para a manutencdo da homeostase e protecdo contra agentes invasores.
Mondcitos/macrofagos participam do reconhecimento e eliminacdo de invasores estranhos ao
sistema imunoldgico, da sinalizacdo de outros tipos celulares, da regulacdo do processo de
cicatrizacdo, além de produzirem monocinas que tém influéncias enddcrinas em varios tecidos
(RAHAT et al., 2006). Para dar conta desta enorme quantidade de complexas tarefas, estas
células precisam migrar para os tecidos onde ha “conflitos imunoldgicos”, conseguir
sobreviver em areas de grande adversidade fisioldgica (hipdxia, toxinas bacterianas, virus etc.)
e conseguir combater os invasores e/ou corrigir injdrias teciduais sem agravar as lesées nem
serem mortas por essas condi¢cdes. Por sua vez, o exercicio fisico crénico modula
positivamente uma série de fun¢des dos monadcitos/macrofagos, como quimiotaxia, fagocitose
e producdo de mediadores inflamatdrios (WOODS et al., 2000). Contudo, o efeito do exercicio

agudo sobre a funcionalidade destas células permanece em grande parte desconhecido.

Os resultados do presente trabalho sugerem que, ao lado dos conhecidos efeitos
benéficos da atividade fisica moderada sobre varios parametros imunologicos, a atividade
fisica aguda possa também dar inicio a alteracdes fisiolégicas em mondcitos/macréfagos com
impacto positivo sobre a funcionalidade destas células e, portanto, do sistema imunologico. Os
dados aqui obtidos tornam claro que uma Unica sessdo de natacdo aumenta a capacidade
fagocitaria e a producdo de H,O, e NO nos mondcitos/macréfagos obtidos do sangue
circulante dos animais. Estes parametros indicam um estado de ativacdo funcional exacerbado
nestas células, sugerindo que, pelo menos em nivel de mondcitos/macré6fagos, o sistema
imunolégico destes animais parece estar “em alerta” para desfechar rapidas respostas

imunologicas/inflamatdrias se necessario.
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A veemente expressdo da iINOS (NOS-2) nos mondcitos/macréfagos dos animais
exercitados e a auséncia de expressdo das outras isoformas da mesma sintase (NOS-1 e
NOS-3) sugerem que 0 mecanismo de ativacdo seja especificamente direcionado para a
isoforma induzivel (NOS-2). Considerando-se que a expressdo desta enzima €
coordenadamente induzida pelo fator nuclear NF-kB, e que este é ativado por situacGes pro-
inflamatérias que envolvam o estresse oxidativo (DROGE, 2002; DROGE &
BREITKREUTZ, 2005), nossos estudos foram direcionados a investigacdo de um possivel
paralelo entre o exercicio de natacdo e o estresse oxidativo sistémico. Surpreendentemente,
nenhum dos fatores estudados sugeriu que os animais exercitados estivessem em face de uma
situacdo de estresse oxidativo significativo: a quantidade de TBARS circulante, sugestiva de
lipoperoxidacéo, ndo se mostrou alterada apos o exercicio; tampouco o indice de estado redox
eritrocitario, avaliado pela relacdo [GSSG]/[GSH] nas hemé&cias dos mesmos animais.
Considerando-se que os eritrocitos sdo células que circulam por todos os territdrios teciduais,
agindo como verdadeiros tampdes-redox mesmo em tecidos de acesso restrito (barreira
hemato-encefalica, feto-materno-placentaria etc.), se o exercicio agudo em estudo tivesse
provocado minimas variacfes do estado redox em algum territorio do organismo, seria de se
esperar uma aumento significativo na relacdo [GSSG]/[GSH] eritrocitaria. Mas isso néo foi
verificado, sugerindo que outro fator, que ndo o estresse oxidativo possa estar envolvido na
estimulacdo de mondcitos/macréfagos em resposta ao exercicio agudo que nao o estresse
oxidativo. A baixa expressdo da HSP70 em mondcitos/macréfagos dos animais exercitados
corrobora esta hipotese, ja que minimos desequilibrios homeostaticos tendem a provocar uma
fortissima resposta celular através da via de producdo das HSP70 (SANTORO, 2000).
Portanto, os dados sugerem que a ativacdo dos mondcitos/macrofagos deva mesmo estar

ocorrendo por conta de outro fator indutor do NF-xB que néo o estresse oxidativo.

Ha muito tempo sabe-se que fatores envolvidos na invasdo tecidual, como
lipopolissacarideos (LPS) da parede de bactérias gram-negativas sabidamente induzem a
expressao da iINOS (MITCHELL et al., 1992), num processo que, hoje se sabe, é dependente
da ativacdo do NF-kB. No entanto, a acdo de algum fator diretamente relacionado ao exercicio

fisico agudo sobre a cascata de ativacdo do NF-kB ainda ndo havia sido reportada.
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Quando se associam alteracbes funcionais em certos tipos celulares as alteragdes
fisioldgicas observadas durante o exercicio fisico agudo, alguns fatores emergem rapidamente
como candidatos naturais: catecolaminas, TNFa (COSTA ROSA et al., 1995; SPEIDL et al.,
1994), mas ndo glicocorticoides, cuja acdo é sabidamente supressora sobre a maioria das
funcBes de mondcitos/macréfagos, especialmente no que diz respeito a ativacdo do NF-xB
(WOODS et al., 1993). A adrenalina, por exemplo, em concentragdes fisiologicas, ativa a
geracdo de NADPH (necessario para a reducdo do oxigénio molecular e geracdo de
superdxido e perdxido de hidrogénio), via inducdo da enzima malica, além de estimular o
“burst oxidativo” (com aumento de producdo de H,0,) e o metabolismo da glicose e
glutamina em macréfagos de ratos (COSTA ROSA et al., 1995). Outros estudos mostraram
que esta catecolamina, via receptores [B-adrenérgicos, estimula a absorcdo Ossea por
macrofagos/osteoclastos (ARAI et al., 2003) enquanto estimula a expressdo de
metaloproteinases de matriz extracelular (MMP) em linhagens pré-monociticas e mondcitos
circulantes humanos (SPEIDL et al., 2004).

As relacGes, ainda bastante obscuras, entre 0 metabolismo dos macréfagos e hormonios
do estresse, como as catecolaminas, parecem ir além. Em estudo relativamente recente, foi
demonstrado que a perda de inervagdo simpatica em tecidos sinoviais de pacientes portadores
de artrite reumatoide leva a liberacdo de norepinefrina pelos macrofagos sinoviais (MILLER
et al., 2000). Aparentemente, neste caso, a auséncia de estimulacdo simpética parece ser
compensada pela geracdo local da catecolamina pelos macréfagos destes tecidos no sentido de

prover “manutencdo” do processo inflamatério.

Outro fator que aparece como forte candidato a mediador das alteracbes em
monocitos/macréfagos durante o exercicio agudo € o fator de necrose tumoral-o. (TNFao).
Além de conhecidos produtores de TNFo, mondcitos/macrofagos sdo bastante responsivos a
esta monocina inflamatdria. Macrofagos estimulados imunologicamente (e.g. LPS) ou por
fatores associados a ativacdo da PKC (e.g. PMA) rapidamente respondem produzindo TNFa.,
fato que € conhecido ha décadas (CHEN et al., 1985; KOBAYASHI et al., 1986). Entretanto,
como no caso da adrenalina, macréfagos sdo, ao mesmo tempo, produtores e células-alvo da
acdo do TNFoa. Mondcitos/macrofagos ativados por TNFa secretam uma importante enzima

destinada a hidrdlise da matriz extracelular durante o processo invasivo dos mondcitos até os
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sitios de *“conflito imunologico”: as metaloproteinases de matriz (MMP). Em
monocitos/macrofagos, o TNFo parece agir autocrinamente induzindo a expressdo do gene da
MMP-9, num processo dependente da ativacdo do NF-kB e mediado pela ativagdo da cascata
da MAP quinase (proteina quinase ativada por mitégenos) Ras/ERK1/2 (MOON et al., 2004;
RAHAAT et al., 2006).

Durante o exercicio fisico, o tecido adiposo contribui para a formacdo de TNFa
(PETERSEN & PEDERSEN, 2005), embora outras formas de estresse também tenham sido
apontadas como indutoras da producdo de TNFa, como o estresse psicologico induzido pelo
“rompimento social”, isto €, a exclusdo do animal experimental (ou do homem) de seu meio
natural (AVITSUR et al., 2005).

Catecolaminas isoladamente ou em conjunto com o TNFa podem ser os mediadores da
resposta estimulatéria do exercicio agudo sobre a capacidade imunoldgica de
monocitos/macrofagos, desde que a carga de exercicio seja suficientemente moderada para
ndo atingir um ponto onde o estresse celular passa a ser um bloqueador (ao invés de ativador)
da resposta imunolégica. O exercicio quando praticado em altas “cargas” (alta intensidade e
com longa duracéo) tende a deprimir a resposta imunologica, comprometendo o estimulo dado
pelo exercicio moderado (PEIJIE et al., 2003). Ao contrario do exercicio moderado que leva a
uma marcada leucocitose, o treinamento cronico extenuante produz efeitos opostos, levando a
linfopenia, redugdo da capacidade proliferativa de linfécitos e reducdo da monocitose
observada no exercicio moderado (PEDERSEN et al., 2001). Para muitos tipos celulares, o
TNFa em altas concentracdes € um forte indutor de estresse levando a apoptose, num processo
que pode ser revertido pela ativacdo da via das HSP70 (KIM et al., 1997). Note-se que este
ndo € o caso no estudo aqui em discussdo. Os dados deste trabalho mostraram que o exercicio
de natacdo imposto aos animais sequer induziu alguma alteracdo significativa na sintese de
HSP70 nos mondcitos/macréfagos dos mesmos. Isso confirma que o nivel de estresse
ocasionado pelo exercicio deva ter sido bastante moderado e que, mesmo que tenha havido
alguma produgdo de TNFa, esta provavelmente ocorreu em baixos niveis; o suficiente, talvez,
para induzir estimulacdo imunoldgica nas células estudadas. Varias outras evidéncias apontam
para 0 mesmo sentido, isto &, que o efeito benéfico do exercicio sobre a atividade imunoldgica,

fagocitica e citolitica de macréfagos nédo esteja associado a producdo de interleucinas do tipo
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IL-1, EROs ou ERNs, mas sim, a capacidade de producdo de TNFa por estas células
(WOODS et al., 1993).

Ao contrario do exercicio agudo, o treinamento crénico, que também recruta sistemas
neuro-enddcrinos contra o estresse, induz alteracdes em macrofagos que podem mascarar 0s
verdadeiros mecanismos estimulatorios encontrados na atividade aguda. 1sso inclui a produgédo
de cortisol, um horménio imunossupressor produzido em altas taxas pelo organismo em
resposta ao exercicio. Se, por um lado, o treinamento leva a estimulacdo de ceélulas
imunologicas (incluindo macréfagos) através da ativacdo das vias dependentes de NF-kB em
resposta ao aumento de catecolaminas circulantes, por outro, a maci¢a producdo de TNFa
induzida por catecolaminas ativa mais ainda o eixo hipotalamo-hipofise-aderenal elevando as
concentracfes plasmaticas de cortisol (ou corticosterona no rato). Assim, fecha-se um ciclo
onde o estresse do exercicio ativa 0 NF-kB que estimula a produgdo de TNFa que induz a
secrecdo de cortisol que inibe a ativacdo do NF-kB (MASTORAKOS & PAVLATOU, 2005).
Em outras palavras, as alteracdes cronicas observadas durante a adaptacdo ao exercicio ou no
treinamento  fisico desportivo parecem impedir a visualizagdo dos mecanismos
imunoestimulantes que ocorrem em nivel dos mondcitos/macrofagos individualmente.  As

Fig. 18 e 19 ilustram nossa hipdtese.

Além de que o0 momento em que se observa o sistema imunoldgico é importante,
muitos modelos experimentais podem ser inadequados para efeitos de comparacdo. Nos
experimentos realizados no presente trabalho, observou-se aumento na producdo basal nao-
estimulada de NO (avaliado pelo acimulo de NOy total) por mondcitos/macrofagos o que
pareceu ser devido ao aumento (induzido pelo exercicio) na expressdo da iINOS. Portanto, ndo
se pode comparar estes resultados com o efeito inibitorio da adrenalina sobre a producdo de
NO por macréfagos estimulados por LPS (SIGOLA & ZINYAMA, 2000; ZINYAMA et al.,
2001), ou com a supresséo da expressao da iINOS em astrocitos estimulados por LPS quando
na presenca de noradrenalina (FEINSTEIN et al.,, 1993), ou com o possivel efeito
antiinflamatério das catecolaminas sobre macrofagos na sepse (MIKSA et al., 2005), uma
condicéo de estresse sabidamente cronico, ou, finalmente com o efeito cronico da estimulagéo
adrenérgica sobre a producdo de citocinas antiinflamatorias (IL-10) por macrofagos na sepse
(MUTHU et al., 2005).
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A presente hipotese esta sendo testada atualmente neste laboratério através do bloqueio
in vivo da producdo/acdo de catecolaminas e TNFa em animais submetidos a sessdes de

exercicio agudo ou cronicamente adaptados ao exercicio de natagao.
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Figura 18. Hipdtese para a ativacdo de mondcitos/macrofagos pelo exercicio fisico moderado
agudo. Em sessBes agudas de exercicio moderado a ativacdo simpatica levaria a estimulacdo
de macrofagos através de receptores B-adrenérgicos com ativacdo da via do NF-kB e producgédo
de TNFo que promove estimulacdo autocrina dos mondcitos/macréfagos.
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Figura 18. Hipdtese para a ativacdo de mondcitos/macréfagos pelo exercicio fisico crénico
e/ou de alta intensidade. Durante o treinamento fisico prolongado ou apds sobrecargas de
exercicio de alta intensidade e longa duracdo, a ativagdo simpatica seria sobrepujada pelos
efeitos inibitdrios da secrecdo de cortisol (cujos efeitos sdo de longa duracdo). O bloqueio da
ativacdo da via do NF-kB estimulada pelo SNA Simpatico promoveria o bloqueio na produgéo
de TNFa com conseqiiente inibicdo da estimulag¢do autocrina sobre os mondcitos/macréfagos.
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8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir do presente trabalho sugerem que o exercicio de natacdo
de 1 h em tanque aquecido com sobrepeso de 5% incorporado a cauda dos animais seja um
tipo de atividade fisica bastante moderado em termos de estresse oxidativo mas que, ao
mesmo tempo, € capaz de levar a uma potente estimulacdo imunoldgica de
monaocitos/macréfagos sem induzir estresse oxidativo sistémico. Individualmente, os dados

sugerem o seguinte:

1) O protocolo de exercicio utilizado é capaz de estimular a fungdo imunoldgica
de mondcitos/macrofagos impondo-lhes um poder fagocitario mas de 2 vezes

maior que o dos animais controle;

2) A estimulagdo  imunoldgica observada € acompanhada de enorme
incremento na producdo de perdxido de hidrogénio e de NO (especialmente

quando avaliado em termos da producéo de nitritos em incubacdes de 1 h);

3) O incremento na producdo de NO esta relacionado a expressdo da enzima
NO sintase induzivel (iNOS = NOS-2) que normalmente é ativada em
situacOes de estresse oxidativo;

4) Apesar de o0s dados serem sugestivos de estimulacdo de
monaocitos/macréfagos pelo estresse oxidativo, a baixa expressdo de HSP70
nos mondcitos/macréfagos associada a auséncia de estresse oxidativo
sistémico (metabolismo eritrocitario da GSH e concentragGes de TBARS no
plasma) indicam que os efeitos do exercicio agudo sobre a funcionalidade
imunolodgica de mondcitos/macrofagos sejam dependentes de outros fatores

ativados pelo exercicio;

5) Uma vez que o exercicio fisico agudo incrementa as concentracdes
plasmaéticas de catecolaminas e TNFa, ndo se pode descartar a possibilidade
de que esses fatores neuro-enddcrinos estejam mediando a resposta de
monocitos/macrofagos ao exercicio. Esta possibilidade esta sendo

investigada atualmente em nosso laboratdrio.
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ANEXO I: Tampdes e Meios Utilizados

e PBS
Concentracdo (mM) 1 litro
Nacl 136,88,000 g
KCI 2,7200 mg
KH,PO, (anidro) 0,9 120 mg
Na,HPO, (anidro) 6,4 1,710 ¢
Agua destilada (ou MilliQ) g.s.p 1 litro

Acertar o pH para 7,4.

Obs.: Pode ser autoclavado. Se forem utilizar antibioticos, adiciona-los depois de autoclavar e a
temperatura ambiente (esperar esfriar a solucao).

e EARLE S BALANCED SALT SOLUTION (EBSS)

SOLUCAO A
NaCl (FW 58,44) 1,711 M 10,0 g/100 ml
KCI (FW 74,55) 33,54 mM 250 mg/100 ml
Na;HPO, (FW 142,00) 101,27 mM 1,438 g/100 ml
KH,PO, (FW 136,1) 18,37 mM 250 mg/100 ml
SOLUCAO B
CaCl,. 2 H,O (FW 147,00) 88,44 mM 1,3 g/100 ml
SOLUCAO C
MgCl,. 6 H,O (FW 203,30) 103,30 mM 2,1 9/100 ml
SOLUCAO DE GLICOSE
Glicose anidra (FW 180,20) 56 mM 1,0 g/100 ml
PREPARACAO

As solucdes podem ser mantidas na geladeira e misturadas no momento da preparacdo da
seguinte maneira:

8,0 ml de agua destilada ou MilliQ ou outro aditivo
0,8 ml da solucdo A

0,1 ml da solucéo B

0,1 ml da solucéo C

Acertar o pH para 7,4



1,0 ml da solucéo de glicose

Concentractes FINAIS (mM):

NaCl 136,88
KCI 2,68
NazHPO4 8,10
KH,PO, 1,47
CaCl, 8,85
MgCl, 10,33
Glicose 5,60

e HANKS BALANCED SALT SOLUTION (HBSS)

(ndo-autoclavavel)

Componente concentragéo final 0,5 litro 1 litro 1 litro
(mM) 1x) (1 x) (10 x)

NaCl (FW 58,44) 137,0 49 8¢ 80¢g

KCI (74,56) 3,0 112 mg 224mg 2,249

Na;HPO, (FW 142,00) 0,3 21,3 mg 426 mg 4,269

KH,PO, (FW136,09) 0,5 34 mg 68 mg 680 mg

CaCl,.2H,O (FW 147,02) 1,3 92,5mg 185,0mg 1,859

MgCl,.6H,0 (FW 203,3) 0,8 81 mg 162mg 1,629

Na,SO,4 (FW 142,04) 0,8 57 mg 114mg 1,14¢g

HEPES (FW 238,3)* 25,0 2,979 ¢ 5,958 ¢ -

ou

MOPS (FW 209,3) 25,0 2,616 g 5,233 ¢ -

Acertar o pH

Glicose (MW 180,16) 5,6 500 mg 1lg -

Preparacéo e observacoes:

Adicionar, em um béquer, cerca de 95% da quantidade de dgua necessaria para a
preparacdo das solucdes 1x (475 ml para meio litro e 950 ml para 1 litro) ou ainda o valor
exato da mistura 10x (1 litro, por exemplo). Acrescentar todos os ingredientes, exceto a
glicose, e acertar o pH em 7,4 (ou outro valor conveniente, dependendo da utilizacdo) com
HCI e/ou NaOH conforme a necessidade. Completar o volume e adicionar a glicose.

As misturas a 1x podem ser congeladas em tubos Falcon de 50 ml

A mistura acima pode ser preparada a 10x e conservada em geladeira bastando adicionar,
no momento do uso, HEPES ou MOPS, diluir, acertar o pH e adicionar a glicose.

* MOPS funciona na mesma faixa do HEPES podendo ser intercambiados.



Para incubagdes celulares de curto intervalo de tempo, utilizar SFB a 10% (v/v) ou BSA a
10% (m/v = 100 mg/ml), dependendo da finalidade.

As misturas ndo sdo autoclavaveis. Entretanto, havendo necessidade de esterilizacao,
podem ser filtradas em filtro de nitrocelulose de 0,22 um ou, ainda, os reagentes podem ser
preparados em solucdes separadas (mais concentradas) que podem ser autoclavadas e
diluidas no momento do uso. O importante é ter em mente que as solu¢des contendo célcio
e magnésio deve ser preparado separadamente se forem ser autoclavadas, para evitar-se a
precipitacdo de sais de fosfato.

e TEN 10x
(1 litro)
e TRIS 05M 60,55 ¢ acertar o pH para 7,4 com HCI concentrado
e EDTA50mMM  1861g
e NaCl 15M 87,66 ¢
e Agua MilliQ g.s.p 1 litro

e TEN-Tween 1x

(1 litro)

e Diluir o TEN 10x com agua MilliQ a 1:10 (100 ml de TEN + 900 ml de agua)
e Adicionar 450 pul de Tween 20 (prween20=1,1 g/ml) por litro de TEN diluido
e As concentrages finais sdo:

Tris 50 mM
EDTA 5mM
NaCl 150 mM
Tween 200,05% (w/v)
(1 litro)
e Agua MilliQ 500 ml
e Acido acético glacial 100 ml (final 10% v/v)
e Metanol 400 ml (final 40% v/v)
e Commassie R250 19 (0,1% wiv)

e Solucao de Lise para Eletroforese

(10 ml)
e SDS 100 pl da solucdo a 10% (final 0,1% w/v)
e Leupeptina 4 ul da solucdo 5 mg/ml em &gua (final 2 pg/ml)
e Agua MilliQ 9mi
e Agitar e conservar no freezer (-20°C)
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Adicionar 1 ul de solucdo de isopropandlica de PMSF 100 mM (concentracao final
100 uM) por ml de solucéo de lise apenas no momento da homogeneizacao porque
0 PMSF é muito instavel em meio aquoso.

Quantificar células e estimar a quantidade de proteinas (10" células ~1 mg de
proteina) de formar a obter um homogenato a cerca de 2 mg de proteina por ml,
que, quando diluido com Sample Buffer a 1:1 fornecerd solucdo a 1 mg/ml
(50 ug/50 ul nos wells).

Células: quebrar o pellet celular e adicionar a quantidade adequada de Solucéo de
Lise. Homogeneizar as células com seringa de insulina (cerca de 10x) e sonicar.
Centrifugar por 2 min a 15.000 x g e dosar proteina no sobrenadante em triplicata
na leitora de ELISA. Transferir quantidade conhecida de sobrenadante para um
outro Eppendorf e adicionar a mesma quantidade de Sample Buffer. Ferver as
amostras por 5 min. Neste ponto, as amostras podem ser congeladas ou submetidas
a eletroforese.

Tecidos: homogeneizar os tecidos em Tampéo de Lise (adicionando o PMSF na
hora) na proporc¢éo 2-5 ml/grama de tecido. Centrifugar 2 min a 15.000 x g e dosar
proteina no sobrenadante em triplicata na leitora de ELISA. Proceder como para
as células.

Tampéo de Eletrodo para Eletroforese

(Running Buffer 5x — suficiente para 12 corridas)

e Tris (grau eletroforese) 15 g

e Glicina (grau eletroforese) 72 ¢

e SDS (grau eletroforese) 59

e Dissolver os reagentes sob agitacdo em 1 litro de dgua MilliQ (o pH final deve ser
8,3). Conservar na geladeira. Aguardar que a temperatura ambiente seja atingida
antes de diluir 1:5 (80 ml + 320 de agua) no momento da corrida.

e Transfer Buffer

(1 litro)

e Glicina (grau eletroforese) 39 mM 299

e Tris (grau eletroforese) 48 mM 5840

e SDS (grau eletroforese) 0,037% (w/v) 370 mg

e Metanol 20% (v/v) 200 ml

Dissolver os reagentes soélidos em cerca de 700 ml de &gua MilliQ sob agitacdo e
acertar o pH para 8,3 com HCI concentrado
Adicionar o metanol e completar o volume para 1 litro.

Sample Buffer

(Laemmli UK, Nature 277:680, 1970)
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ANEXOS I1: TECNICAS USADAS

e ENSAIO DA FAGOCITOSE DE ZIMOSAN
OPSONIZADO COM SORO

Principio

Macrofagos peritoneais, ou macrofagos obtidos a partir de mondcitos do sangue circulante,
ou ainda neutrdéfilos sdo preparados em suspensao, pipetados em placas de poliestireno ou
vidro até o momento do experimento ou  até aderirem (como no caso de
mondcitos/macrdfagos). Depois, as células sdo postas em contato com particulas de
Zimosan (Saccharomyces cerevisae — Sigma ) preparadas e opsonizadas a fresco com o
complemento presente no soro homélogo (em relacdo as células: soro de rato, soro de
camundongo, soro humano, dependendo da origem das células). Embora ndo seja
necessario que o soro seja proveniente do mesmo individuo (ou animal), é sempre uma
medida facilitadora retirar-se o0 soro do mesmo doador das células.

Material e reagentes

Microscopio Optico (1000 X em objetiva de imersdo, de preferéncia)
Laminulas circulares ou quadradas de 13x13 mm a 20x20 mm

Placa de cultura de 6 wells (didmetro interno 34,6 mm)

Meio de cultura RPMI 1640 para preparar as células

SFB (para preparar as células)

Soro homoélogo ao das células para opsonizacdo a fresco (56°C por 30 min inativa o
soro por descomplementacéo — ref. Griffin et al., 1975)

PBS pH 7,4 (para lavagens e ressuspensoes)
Solucéo de Hemdlise (caso necessario)
HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) HBSS contendo BSA defatado a 2% (w/v)

Macréfagos peritoneais (5x10° células), mondcitos circulantes (5x10° células) ou
neutréfilos (circulantes ou peritoneais, 2x10° células) ressuspensos em HBSS
contendo BSA defatado a 2% (w/v = 20 mg/mL finais em termos de BSA)
previamente aquecidos a 37°C em estufa de CO..

Aditivos (prostaglandinas, outros lipides, NO, HSP, inibidores, controles etc.)

Preparagcdo do Zimosan (sempre a fresco; no dia do
experimento)

50 mg de Zimosan séo diluidos em 100 mL de PBS (concentracdo 0,50 mg/mL);

Ferver por 30 min (agitando de vez em quando) e lavar 3 vezes (1.000 x g por 15
min ou 15.000 x g por 10 s no instantdneo das microcentrifugas a temperatura
ambiente) reservando os pellets (Zimosan) e descartando os sobrenadantes;
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Ressuspender o precipitado final com PBS para uma concentracdo de 40 X a
concentracdo inicial (20 mg/mL), isto é, homogeneizando com 2,5 mL de PBS
para cada 50 mgq iniciais de Zimosan (ou 1 mL para cada 20 mg iniciais = 50 pL
para cada mg inicial de Zimosan)

Para efeito de célculos de quantidade de proteina adicionada, o rendimento é de
aproximadamente 1:50 = 1 mg de Zimosan (sélido) para cada 50 mg (sélido)
iniciais, ou seja, espera-se obter uma suspensdo contendo 1 mg de proteina de
Zimosan em 50 pL para cada 50 mg iniciais;

Se for necessério, diluir ou concentrar e ressuspender com PBS.

Opsonizagao do Zimosan (sempre a fresco; no dia do experimento)

Para opsonizagdo com complemento (presente no soro), 0,5 mL de suspensdo de
particulas de Zimosan (a 20 mg/mL, acima) sdo misturados em partes iguais
(0,5 mL) com soro homdlogo e incubados por 30 min a 37°C em banho-maria com
agitacdo; usar, de preferéncia soro de um unico animal ou um dnico individuo para
evitar-se reacdes imunoldgicas indesejaveis; ndo usar plasma pois corre-se 0 risco
de coagulacdo durante o preparo!

Centrifugar e lavar 3 vezes (1.000 x g por 15 min ou 15.000 x g por 10 s no
instantaneo das microcentrifugas a temperatura ambiente);

Ressuspender a preparacdo opsonizada de Zimosan em 5 mL HBSS contendo BSA
defatado a 2% w/v (20 mg/mL finais em termos de BSA);

Ensaio de Fagocitose

MONOCITOS/MACROFAGOS:

Semear as células em laminulas de vidro para microscopio 20x20 mm colocadas
dentro de placas de 6 wells para cultura;

Pode-se optar por placas de 24 wells (diametro 15,2 mm) caso disponha-se de
laminulas de 13x13 mm circulares;

As células (5x10° mondcitos/macréfagos no total ou 2 mL de suspensdo fresca a
2,5 x10° células/mL) devem ser deixadas por 30 min em estufa incubadora a 37 °C
em meio RPMI11640 contendo SFB a 10% (v/v) para aderirem ao vidro;

Apds a adesdo dos macrdéfagos, o meio é aspirado e substituido por 1 mL de HBSS
pré-aquecido contendo BSA defatada a 2% (w/v) para iniciar o ensaio da
fagocitose;

Para a fagocitose por mondcitos/macraéfagos, adicionar Zimosan opsonizado (pré-
aquecido por 10 min a 37°C) num volume equivalente a 10% do volume de meio
presente nas placas (por exemplo 200 uL para 2 mL de meio contendo BSA
defatado) e misturar com o meio que contém as células (pré-aquecidas por 10 min a
37°C) e incubar por 30 min a 37 °C sob agitacéo;

A fagocitose € interrompida colocando-se as placas de cultura (contendo as células)
em gelo por 10 min e, depois, contando-se as particulas fagocitadas;

Contar as células (neutrdfilos diretamente; macrofagos sobre as laminulas de
microscopio), ambas em camara de Neubauer. Adicdo de violeta cristal/acido
acético 2% (violeta genciana em 4&cido acético) a 10:1 as amostras de células
facilita a contagem;

A visualizacdo das particulas fagocitadas também é facilitada contando-se as
células com objetiva de imersdo (1000X): mondcitos/macréfagos, cobrindo-se a
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laminula onde estdo aderidos com outra laminula para adicionar-se o 6leo; para
neutrdfilos (que estdo diretamente na cAmara), cobrir a cdmara de Neubauer com
laminula e contar com dleo de imerséo;

NEUTROFILOS:

No caso de neutrdfilos, onde ndo ha necessidade de adesdo as placas ou laminulas
(porque as células crescem em suspensdo), as células (2x10° no total ou 1 mL a
2x10° células/mL) sdo semeadas diretamente em HBSS pré-aquecido contendo
BSA defatada a 2% (w/v);

Para a fagocitose por neutrofilos, misturar partes iguais de células (pré-aquecidas
por 10 min a 37 °C = 1 mL) com Zimosan opsonizado (pré-aquecido por 10 min a
37°C =1 mL) e incubar por 30 min a 37 °C sob agitacéo;

A fagocitose € interrompida colocando-se as placas de cultura (contendo as células)
em gelo por 10 minutos e, depois, contando-se as particulas fagocitadas;

Contar as células (neutréfilos diretamente; macrofagos sobre as laminulas de
microscopio), ambas em camara de Neubauer. Adicdo de violeta cristal/acido
acético 2% (violeta genciana em 4&cido acético) a 10:1 as amostras de células
facilita a contagem;

A visualizacdo das particulas fagocitadas é facilitada contando-se as células com
objetiva de imersdo (1000X): mondcitos/macréfagos, cobrindo-se a laminula onde
estdo aderidos com outra laminula para adicionar-se o 6leo; para neutréfilos (que
estdo diretamente na camara), cobrir a cAmara de Neubauer com laminula e contar
com Gleo de imerséo;

CONTAGENS E RESULTADOS:

Contar de 50 a 100 células;

Considera-se para fagocitose a presenca de 2 ou mais particulas de Zimosan por
celula;

Os resultados podem ser expressos em percentagem de células que fagocitam
mais que 2 particulas e/ou computando-se a média de particulas fagocitadas
pelas celulas em considerag&o.

APOS AS CONTAGENS, as células podem ser extraidas convenientemente para
determinacdo de contetdos de GSH, GSSG, TBARS e espécies reativas do
oxigénio (H;0,, O2) e do nitrogénio (NO, NO,, NOj3). Alternativamente, as
células podem ser fixadas com glutaraldeido para serem submetidas a microscopia
pos-fagocitose.

e Técnica Medida da Producéo de Perdxido
(por macrofagos diretamente nas microplacas de cultura)

PRINCIPIO:

Trata-se do classico método de Pick & Mizel (1981) para determinacdo da

producdo de superoxido (pela reducdo do citocromo c) e peréxido de hidrogénio (pela
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oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de peroxidase de rabanete, HRP) por
macrofagos cultivados/incubados in situ (sem a retirada das células ou dos sobrenadantes).
Como o O, e o H,O, véo reagindo com os corantes & medida em que vdo sendo
produzidos, a presente técnica, apesar de perder em sensibilidade para outros métodos, tem
a compensacdo de medir o acumulo dos produtos investigados, além de ganhar em
facilidade de execucéo.

Macrofagos e neutrofilos respondem a estimulos de membrana (particularmente os
ativadores da PKC) produzindo um “burst” oxidativo, especialmente via NADPH oxidase,
que reduz o oxigénio molecular a superoxido.

Reagentes
EARLE'S BALANCED SALT SOLUTION (EBSS)

PMA (= TPA)

e Preparar solucdo 2 uM = 1,23 ug/mL (MW=616,8 g/mol) para usar 10 pL
em 100 pL finais (diluigdo 1:10, concentracdo final 200 nM = 123 ng/mL).
Diluir a partir de solugdes-estoque em etanol ou DMSO (normalmente tem-
se solucdo a 1 mg/mL e 100 pg/mL). ATENCAO: PMA é um fortissimo
promotor tumorigénico. A exposi¢do continuada ao mesmo leva a varios
tipos de cancer!

FENOLSULFOFTALEINA

e Preparar solugdo 560 uM (Fenol Vermelho, sal de sddio, Sigma) =
0,2 mg/mL em EBSS. Calcular o volume a ser preparado lembrando que
todos os wells (do ensaio para peroxido) serdo cobertos com 100 pL desta
solucéo de phenol red.

Solucdo de PHENOL RED-HRP de ensaio

e Diluir a peroxidase horeseradish peroxidase (HRP, Tipo I, sddio, salt-free,
Sigma, contendo ~190 unidades de purpurogalina/mg de atividade
especifica) a 19 U/mL diretamente em solucdo de fenolsulfofteleina
(acima). Esta solugéo serdo a solucéo de ensaio utilizada em todos os wells.

NaOH 1 N
e A ser utilizado em todos os wells (10 uL cada) para parar a reagdo (matar as
células) e alcalinizar o meio para um ponto (pH 12,5) onde o Phenol Red

deixa de operar como um indicador de pH (¢ o0 mesmo utilizado nos meios
de cultura de células).

H.0O,
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A partir de uma solucdo de perdxido de hidrogénio concentrada (30%)
preparar uma curva de calibracdo para ser utilizada na determinacdo de
peroxido. Ao contrario da reducdo do citocromo (cuja alteracdo de
comprimento de onda maximo é bem definida), no caso da oxidacdo do
Phenol Red, ndo é possivel deixar as células no pH original (pelo fato de
que o corante € indicador de pH) sendo necessario elevar o pH de todos os
wells para 12,5. Por causa disso, torna-se necessario um termo de
comparacéo (curva de peroxido).

Solucédo de H,0, a 30% = 30 g/100 mL = 300 g/L. sendo MW = 34 g/mol, a
solucdo a 30% = 8,824 M e cada 1% = 294,1 mM. Como o perdxido
decompbe-se mesmo na geladeira e ao abrigo da luz, normalmente a
concentra¢do de H,O, nos frascos de peroxido de hidrogénio é menor de
8 M. Muitas vezes, as concentracdes giram em torno de 6 M.

Para saber-se a concentracdo de H,O, nos frascos-estoque, tomar uma
aliquota de 10 uL da solucdo concentrada (teoricamente 30%) e diluir em
5mL (1:500) de solugdo Tris (50 mM)/EDTA (0,25 mM) pH 8,0 (que
estabiliza o perdxido). Preparar a solucdo adicionando 60,55 mg de Tris-
Base e 0,93 mg de EDTA -Na, em 10 mL de &gua. Acertar o pH com HCI
concentrado.

Medir a absorbéancia da solucéo de peroxido diluida 1:500 em Tris-EDTA
pH 8,0 utilizando cubeta de quartzo no espectrofotdmetro (240 nm) com a
lampada de deutério (UV) previamente ligada e aquecida por pelo menos
meia hora (todas as lampadas de deutério atuais funcionam assim: se nao
aquecer, as leituras flutuam). Considerar para 0s calculos
er202° 0" = 0,0435 mM™.cm™. Como as cubetas utilizadas tém 1cm de
caminho Optico, basta dividir a absorbancia encontrada por 0,0435 que o
resultado ser4 a concentracdo de peréxido na amostra diluida 1:500 em
milimolar. Depois, basta multiplicar o resultado por 500 para obter-se a
concentracdo de H,0, no frasco de perdxido a 30%.

Preparar curva de H,O, de forma a ter-se concentracfes de 1 a 50 uM nas
placas. 50 uM = 50 nmol/mL = 5 nmol/100 uL. Ou seja, a concentracdo
méaxima devera fornecer 5 nmols no well que, quando diluidos com 100 pL,
fornecera 50 uM. As demais concentra¢fes podem ser obtidas por dilui¢des
em série. Assim, preparar solucdo de H,O, contendo 5nmols a serem
pipetados em 10 uL = 500 nmol/mL = 0,5 umol/mL = 0,5 mM. Ou seja,
deve ser preparada uma solucéo de peroxido a 0,5 mM a partir da solucéo-
estoque 30%. Efetuar a diluicdo com Tris-EDTA pH 8,0. Por exemplo, se a
solucdo 30% estiver a 5 M, a diluicio deve ser de 1:10.000. E melhor fazer
duas dilui¢cbes em serie de 1:100 (10 uL/1 mL) que diluir direto a 1:10.000
(1pL/10 mL).

Efetuar diluicdes em série, a partir da solugdo 0,5 mM de forma a obter-se:

CONCENTRACAO quantidade em 10 pL
nos wells
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0 0,5 mM (sem diluicéo) = 5 nmols

o 0,4mM (80 uL da 0,5mM + 20 uL de Tris-EDTA) =
4 nmols

o 0,3mM (60 uL da 0,5 mM + 40 uL de Tris-EDTA) =
3 nmols

o 0,2mM (50 uL da 0,4 mM + 50 uL de Tris-EDTA) =

2 nmols
o 0,21mM (50 uL da 0,2 mM + 50 pL de Tris-EDTA) = 1 nmol
o 0,05mM (50 pL da 0,1 mM + 50 uL de Tris-EDTA) =
0,5 nmol
o 0,01 mM (20 uL da 0,05 mM + 80 pL de Tris-EDTA) =
0,1 nmol
0 ZERO mM (s 6 Tris-EDTA direto na placa) = 0,0 nmol

PREPARACAO DAS PLACAS PARA OS ENSAIOS

Em ambos os casos (O, e H»0,), plaquear as células (macrofagos do lavado
peritoneal, mondcitos circulantes, macréfagos-foam cells) em meio de cultura
(RPMI1640 ou DMEM) com 10% de SFB (v/v) e pré-incuba-las a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO, em placas de 96 wells.

Na preparacdo das células, para alcancar-se a quantidade desejada (2-5 x 10°
células/well), pode-se semear 200 pL de uma suspenséo de 1-2,5 x 10° células/mL
(CONTAR AS CELULAS ANTES!).

Permitir a adesdo por cerca de 30-60 min (padronizar e usar sempre 0 mesmo
tempo! Isso é fundamental, especialmente porque a producdo de espécies reativas
do oxigénio por macréfagos é sempre maior quanto mais no principio do processo
de adesdo das células ao fundo das placas).

Depois desse periodo, aspirar as células ndo aderentes e lavar 3 x com EBSS (ou
PBS).

Adicionar os reagentes para as determinacdes de O, e H,0,.

REACAO PARA PEROXIDO DE HIDROGENIO

Reservar alguns wells para os blanks da placa (110 uL de EBSS)

Adicionar 100 pL de solugdo de Phenol Red-HRP em todos os wells.

Adicionar 10 uL de NaOH 1 N nos controles t=0 (a producdo de perdxido €
abortada)

Adicionar 10 uL de PMA 2 uM em todos os wells em que se pretende medir a
producéo de H,0O,

Adicionar 10 uL de EBSS nos controles celulares (sem ativacgéo)

Pipetar a curva de perdxido de hidrogénio (10 uL por ponto)
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e Incubar as células por 1 h (para o PMA estimular o burst oxidativo)

e Depois da incubacdo, parar a reacdo com 10 uL. de NaOH 1 N em todos os wells
(menos nos blanks da placa e nos controles de tempo zero, onde ja fora adicionado
0 NaOH no inicio)

e Efetuar as leituras a 600 nm.
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Observacoes:

1. Es leituras, embora possam e devam ser feitas diretamente nas leitoras de ELISA,
podem também ser efetuadas nos sobrenadantes celulares (quando as células forem
cultivadas em volumes maiores e em tipos de placas diferentes) usando-se
espectrofotdbmetro. Neste caso, € preferivel que os reagentes sejam adicionados as
placas para evitar perdas (se 0s reagentes ndo estiverem presentes durante a
estimulagdo, o que se 1é ndo é exatamente a producdo total, mas um acimulo
observado durante a incubacao).

2. A viabilidade celular, apés o ensaio do superoxido, pode ser avaliada pela técnica
de exclusdo do trypan blue: aspira-se o sobrenadante, lavam-se as células e
adicionam-se 50 pL de trypan blue em salina.

3. Até a concentracdo de 5 x 10° células/wells, ndo hé interferéncia na absorbancia a
550 ou 600 nm.

4. O célculo do peroxido produzido é feito por interpolacdo dos dados contra a curva-
padrao.

e DETERMINACAO COLORIMETRICA DE
NITRATOS E NITRITOS
EM MICROPLACAS — METODO DA NITRATO
REDUTASE/GRIESS

PRINCIPIO:
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Oxido nitrico (NO) é produzido em pequenas quantidades por varios tipos celulares
gerando nitratos e nitritos através das seguintes reacgdes:

2NO + 0O; > 2 NO;
2 NO + 2NO; — 2 N,O3
2N203+2H20—)4N02_+4H+

Outras reagdes envolvem:
NO + O, - ONOO + H" - NO3" + H*
2NO + O, - Ny,O4 + H),O — NO, + NO3”

O NO, além de se autooxidar, gerando nitritos (NO), reage prontamente, na circulacéo,
com oxi-hemeproteinas, gerando nitratos (NO3). Também, NO, reagem
estequiometricamente com a oxi-hemoglobina formando NO;". Quantidades significativas
de NO, acumulam em fluidos bioldgicos, como fluido cerebroespinhal, fluidos sinoviais,
exudatos pleurais, pericardicos e peritoneais, além de serem produzidos em altas
guantidades por células imunoldgicas ativadas, como macréfagos e neutrofilos. Ja na
circulacdo, praticamente todo o NO,™ gerado a partir do NO é convertido em NOjs". Desta
forma, as avaliagdes da producéo de NO in vivo podem ser estimadas pela medida de NOs’
e NO,.

A presente técnica de determinacdo de nitratos e nitritos baseia-se na reducdo enzimatica
de nitratos a nitritos na presenca de nitrato redutase (EC 1.6.6.2) de Aspergillus , NADPH
e FAD, e posterior reacdo dos nitritos formados (ou presentes inicialmente nas amostras)
com o reagente de Griess (mistura de sulfanilamida e naftiletilenodiamina, especifico para
NO;). Entretanto, como o0 excesso de NADPH utilizado inibe a reacdo de Griess, é
necessario oxidar-se todo o NADPH ndo utilizado na redugdo dos nitratos. Isto pode ser
obtido pela adicdo de piruvato e LDH (que fornece lactato que € estavel as expensas de
NADPH) ou pela adicdo de ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g) que oxida o NADPH a
25C na presenca da prépria redutase [6,7]. Em nosso laboratério, a incubacio das amostras
por 45 min com a nitrato redutase pura elimina todo o excesso de NADPH presente (o que
pode ser monitorado a 340 nm). Em nossas méos, a adi¢édo de ferricianeto, mesmo diluido
1:10, interfere nos resultados.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS:

A preparacdo das amostras com a diluicdo adequada é importante para minimizar a
interferéncias de véarias substancias que podem reduzir a taxa de reducéo de nitratos ou a
efetividade da reacdo de Griess. Por exemplo, fosfatos sdo ativadores da nitrato redutase
dependendo da forca idnica do meio de reacdo [7], mas em concentragdes maiores que
50 mM tém efeito inibitdrio sobre a enzima [8]. Assim, tampdo HEPES 50 mM pH 7,4 ou
PBS pH 7,4 podem ser usados na homogeneizacdo de tecidos enquanto que a diluicdo de
amostras de urina deve ser feita de 1:20 a 1:50 com tampéo fosfato (de s6dio ou potassio)
pH 7,0. Amostras de plasma ou soro podem ser analisadas diretamente apds
desproteinizacdo (por ultrafiltracdo ou precipitacio em meio &cido seguida de
neutralizacdo por causa da reacdo da redutase que ndo pode acontecer em meio acido).
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1. Amostras de urina: diluir de 1:20 a 1:50 em tampdo fosfato pH 7,0 e utilizar 89 ul da
solucdo diluida incubando por 1 h a temperatura ambiente (25 C) ou 30 min a 37 C.

2. Meios de cultura: meios, como RPMI1640, contém altas concentracGes de nitrato e,
portanto, ndo podem ser utilizados em experimentos quando alteraces minimas na
producdo de NO sdo esperadas. Utilizar cerca de 40 ul de meio e incubar 2h a
temperatura ambiente (25 C) ou 1 h a 37°C.

3. Plasma e soro: amostras de plasma ou soro devem ser ultrafiltradas em filtros de cut-
off de 10 a 30 kDa (Amicon ou Millipore ou Sigma M0911 — PTGC polysulfone
membrane — cut-off 10 kDa low-protein binding adsorption for serum and plasma —
ultrafree MC filter unit — 400 ul — méx. 5.000 x g). Alternativamente, amostras de soro,
plasma ou leite podem ser desproteinizadas pela mistura de 500 ul de amostra com
100 pl de &cido sulfossalicilico a 35% (w/v) que s&o misturadas (vortex) e incubadas a
temperatura ambiente por 30 min. Depois da incubacdo as proteinas sdo precipitadas
por centrifugacdo a 10.000 x g por 15 min a 4'C. O sobrenadante (200 pl) deve ser
neutralizado com 300 pl de tampdo NH4Cl a 5% (w/v) e 60 ul de NaOH 5% (w/v)
antes de ser ensaiado para nitratos e nitritos [1]. Nos ensaios usar, no maximo, 40 ul de
plasma ou soro e incubar as amostras por 3h & temperatura ambiente (25C) ou
1 h 30 min a 37°C. Heparina usada como anticoagulante pode desenvolver precipitado
com o reagente de Griess e deve ser evitada. Para plasmas, usar, entdo, citrato ou
EDTA como anticoagulantes. Se for utilizado soro, o sangue pode ser coletado sem
anticoagulante e deixado coagular por 30 min a temperatura ambiente. Depois, as
amostras devem ser centrifugadas a 1000 x g a 4°C por 10 min. Amostras de urina e
soro podem, entdo, ser estocadas a -70°C até serem analisadas. Depois de
descongeladas, plasmas, soros e amostras de urina devem ser centrifugadas a 16.000 x
g por 5 min antes de serem ultrafiltradas e processadas para nitratos e nitritos [3].

4. Homogenatos de tecidos: homogeneizar as amostras em PBS pH 7,4 (5 a 10 ml/g de
tecido) e centrifugar a 10.000 x g por 20 min a 4'C. Ultracentrifugar o sobrenadante a
100.000 x g por 15 min a 4°C. Ultrafiltrar em filtros de cut-off de 10 a 30 kDa (Amicon
ou Millipore ou Sigma M0911 — PTGC polysulfone membrane — cut-off 10 kDa low-
protein binding adsorption for serum and plasma — ultrafree MC filter unit — 400 pul —
méax. 5.000 x g).

5. Interferéncias: antioxidantes interferem na reacdo de cor. Azida, acido ascorbico,
ditiotreitol (DTT) e B-mercaptoetanol interferem também na reagdo de Griess em
concentragfes tdo baixas quanto 100 uM. Aminoéacidos contendo grupos tidis
interferem. N&o interferem os demais aminoacidos, alquilaminas, agucares e lipides.

SENSIBILIDADE:

Para nitratos, utilizando-se um maximo de 80 pl, o limite de deteccdo é de cerca de 2,5
uM. O limite de deteccdo para o plasma é maior j& que sdo utilizados apenas 40 ul de
amostra no maximo. Para ensaio de nitritos apenas (sem a reacdo de reducdo com nitrato
redutase), onde se pode utilizar até 100 ul de amostra, o limite de deteccdo é de
aproximadamente 2,0 uM. A absorbancia das amostras deve ficar em torno de 0,05 e 1,20.
Fora desta faixa, as amostras devem ser rediluidas de maneira conveniente para evitar-se
erros .

REAGENTES:
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(usar apenas agua MilliQ nas preparacdes para evitar contaminac¢Ges com nitratos e
nitritos)

e PBS pH 7,4 — se for para homogeneizar tecidos (estocar em geladeira por até 30 dias)

e TAMPAO FOSFATO - Tampéo fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4 (estocar em geladeira
por até 30 dias): Na;HPO, anidro (FW 141,96 g/mol) = 283,92 mg/100 ml de &gua
MilliQ/NaH,PO, anidro (FW 119,98 g/mol) = 239,96 mg/100 ml de agua MilliQ.
Misturar as duas solugdes de fosfato (que estdo a 20 mM) em um béquer acertando o
pH até 7,4.

e Acido fosférico 5% (v/v) em &gua = 2,50 ml de acido fosférico concentrado + 47,50 ml
de agua MilliQ

e Reagente de Griess | (SULFA) — Sulfanilamida 1% em acido fosforico 5% = 500 mg
de sulfanilamida (FW 172,2 g/mol, Sigma S9251) em 50 ml de acido fosforico 5% —
concentracdo da solucdo- estoque = 58,07 mM; concentracao final no ensaio = 13,8
mM — conservar em geladeira

e Reagente Griess Il (NEDD) — Naftiletilenodiamina diidrocloreto 0,1% em agua MilliQ
=50 mg de NEDD (FW 259,2 g/mol, Sigma N9125) em 50 ml de 4gua — concentracao
da solucdo-estoque = 3,86 mM; concentracao final no ensaio = 0,9 mM — conservar em
geladeira

e NADPH - preparar, no dia do ensaio, solucdo de B-NADPH (FW 833,4 g/mol, Sigma
N1630) a 24,15 mM (2,0 mg em 100 ul de agua MilliQ); esta solucéo deve ser diluida
1:11,5 com a solucdo de FAD, que, posteriormente sera usada na proporcao de 1:21 no
ensaio, perfazendo uma diluicdo final de 1:241,5 cuja concentracdo de NADPH ¢é
100 uM no ensaio

e FAD - preparar, no dia do ensaio, solucéo de FAD (flavina adenina dinucleotideo, FW
829,5 g/mol, Sigma F6625) a 1,206 mM (1,0 mg em 1 ml de agua MilliQ ou 500 ug
em 500 ul de agua); esta solucdo deve ser diluida 1:11,5 com a solu¢do de NADPH,
que, posteriormente serd usada na propor¢do de 1:21 no ensaio, perfazendo uma
diluicdo final de 1:241,5 cuja concentracdo de FAD é 5 uM no ensaio

e MISTURA DE COFATORES - A mistura é preparada apenas no momento do ensaio
pela adi¢do de 10 ul de NADPH 24,15 mM, 10 ul de FAD 1,206 mM e 95 ul de
TAMPAO FOSFATO. As concentracdes dos cofatores na mistura sdo: 0,105 mM de
FAD e 2,100 mM de NADPH. Dependendo das quantidades utilizadas, os volumes
podem ser multiplicados mantendo-se a proporg¢do: 100 ul de NADPH + 100 ul de
FAD + 950 ul de TAMPAO FOSFATO. Considerando-se que existem curvas e blanks
a serem corridos juntamente com as amostras, os volumes estimados serdo: 400 ul para
10 amostras, 600 ul para 20 amostras, 800 ul para 30 amostras e 1 ml para 40 amostras
(o que preenche totalmente uma placa de 96 wells contando com as curvas)

e NITRATO REDUTASE - Dissolver todo o conteudo (aproximadamente 10 U) de um
frasco de Nitrato Redutase de Aspergillus (Sigma N7265) em 2 ml de agua MilliQ de
maneira a obter-se uma suspensdo a 5 U/ml. Deixar a enzima reativar a 23°C por 30
min antes de utiliza-la [3]. No momento dos ensaios, diluir a enzima 1:5 com
TAMPAO FOSFATO de forma a obter-se uma solucio de 1 U/ml (80 pl da enzima a 5
U/ml para 400 pl finais: adicionar 320 pl de TAMPAO FOSFATO). Essa quantidade é
suficiente para 10 amostras e as curvas correspondentes. Para outros volumes, seguir a
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mesma proporgao: 600 ul (120 pl de enzima + 480 ul de TAMPAO FOSFATO) para
20 amostras, 800 pl (160 ul de enzima + 640 ul de TAMPAO FOSFATO) para 30
amostras e 1 ml (200 ul de enzima + 800 ul de TAMPAO FOSFATO) para 40
amostras (0 que preenche totalmente uma placa de 96 wells contando com as curvas).
Como séo adicionados sempre 10 ul de enzima diluida para um total de 100 ul de
ensaio (antes da adicdo dos reagentes de Griess), a diluicdo da enzima é 1:10 e sua
concentracdo final fica 0,1 U/ml nos wells. Trabalhando-se sem a adi¢do de FAD,
temos utilizado a enzima sem diluir, até porque isso parece facilitar o0 consumo do
excesso de NADPH que interfere no ensaio de Griess.

CASO SEJA NECESSARIO, Ferricianeto de Potéssio — Kz[Fe(CN)¢] 21 mM (FW
329,2 g/mol) = 6,9 mg em 1 ml de agua MilliQ, concentracao final no ensaio =1 mM

REACAO:

1.

10.
11.
12.
13.
14.

Pipetar 200 ul de TAMPAO FOSFATO nos wells que constituirdo os blanks da leitora
(nada mais sera pipetado nestes wells).

Pipetar as curvas em duplicatas (80 pl por well) conforme esquema abaixo.

Pipetar até 80 ul de amostras (plasma, no méaximo 40 ul) e completar o volume
adequadamente para 80 pl finais com TAMPAO FOSFATO.

Adicionar 10 ul da MISTURA DE COFATORES (curvas e amostras desconhecidas)
SE AS LEITURAS FOREM DESTINADAS A DETERMINACAO DE NITRATOS
OU NO, TOTAIS. SE AS AMOSTRAS FOREM DESTINADAS APENAS A
DETERMINACAO DE NITRITOS, PASSAR DIRETO PARA O ITEM 11.

Adicionar 10 ul da Nitrato redutase 1 U/ml (ou 5 U/ml se ndo for adicionado FAD) em
TAMPAO FOSFATO (curvas e amostras desconhecidas).

Incubar a temperatura ambiente por 1 hora, se as amostras forem de urina, 2 horas,
se as amostras forem de meios de cultura ou exsudatos, ou 3 horas, se as amostras
forem de plasma, soro, leite ou homogenatos teciduais ou ainda

Incubar a 37'C por 30 min, se as amostras forem de urina, 1 hora, se as amostras forem
de meios de cultura ou exsudatos, ou 1 hora e meia, se as amostras forem de plasma,
soro, leite ou homogenatos teciduais.

NAO E NECESSARIO AGITACAO DURANTE AS INCUBACOES COM A
REDUTASE.

Caso seja julgado necesséario, adicionar 10 ul de Ferricianeto de potéassio 21 mM para
consumir o excesso de NADPH (curvas e amostras desconhecidas). Neste caso, incubar
as placas por 10 min a 25 C para permitir a acdo da redutase sobre o ferricianeto [5]

Caso néo seja utilizado ferricianeto, incubar a 37°C por 45 min adicionais.
Pode-se monitorar o consumo de NADPH a 340 nm.

Adicionar 50 ul de reagente de Griess | (SULFA) (curvas e amostras desconhecidas).
Adicionar 50 ul de reagente de Griess Il (NEDD) (curvas e amostras desconhecidas).
Agitar e incubar na propria leitora & temperatura ambiente (25°C) por 10 min.
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15. Ler em seguida a 540 nm. Incubagbes por periodos de tempo maiores que 30 min
podem resultar em artefatos. Entretanto, isto ndo invalida os resultados desde que
curvas sejam feitas acompanhando todos os ensaios [4].

CURVAS DE CALIBRACAO

e Padrdo de nitrato de s6dio (NaNOs, FW 84,99): preparar solucdo 20 mM ou 21 mM e
diluir 1:100 (100 ul de solugdo concentrada para 10 ml de solucdo final) com agua
MilliQ para obter-se solugdo-mae de 200 uM ou 210 uM. para 20 mM preparar solugéo
contendo 1,700 mg em 1 ml de agua MilliQ e diluir 1:100; para 21 mM, preparar
solucdo contendo 1,785 mg em 1 ml de 4gua MilliQ e diluir 1:100.

e Padrdo de nitrito de sédio (NaNO,, FW 69,00): preparar solucdo 20 mM ou 21 mM e
diluir 1:100 (100 ul de solugdo concentrada para 10 ml de solucdo final) com agua
MilliQ para obter-se solucdo-mae de 200 uM ou 210 uM. para 20 mM preparar solugéo
contendo 1,380 mg em 1 ml de &gua MilliQ e diluir 1:100; para 21 mM, preparar
solucéo contendo 1,449 mg em 1 ml de agua MilliQ e diluir 1:100.

CONCENTRACAO FINAL NO

WELL (pM)

WELL NITRATO (ul) TAMPAO FOSFATO (ul) volume final 200 pl

volume final 210 pl
Al/A2 0 80 0 0
B1/B2 5 75 5 4,76
c1c2 10 70 10 9,52
D1/D2 15 65 15 14,29
ELE2 20 60 20 19,05
F1/F2 25 55 25 23,81
G1/G2 30 50 30 28,57
H1/H2 35 45 35 33,33

A3/A4 = BLANKS COM 200 pl ou 210 ul DE TAMPAO FOSFATO conforme o caso.

Se 0 objetivo for medir apenas o0s nitritos ou correr uma curva de calibragdo de nitritos em
paralelo com a curva de nitratos, pode-se efetuar a seguinte curva sem a necessidade da
adicdo de COFATORES e da ENZIMA. Neste caso o volume de padréo total é de 100 pl
(110 pl se houver ferricianeto) e deve ser completado com TAMPAO FOSFATO OU
AGUA MILLIQ caso os volumes utilizados sejam menores que 100 pl (ou 110 pl).

AGUA MilliQ ouU CONCENTRACAO FINAL
NO WELL (uM)
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WELL NITRITO (ul) TAMPAO FOSFATO (ul) volume final 200 pl
volume final 210 pl

Al/A2 0 100 0 0
B1/B2 5 95 5 4,76
ciucz 10 90 10 9,52
D1/D2 15 85 15 14,29
EL/E2 20 80 20 19,05
F1/F2 25 75 25 23,81
G1/G2 30 70 30 28,57
H1/H2 35 65 35 33,33

A3/A4 = BLANKS COM 200 pl ou 210 ul DE TAMPAO FOSFATO conforme o caso.
Valores de referéncia [5]:

Fluido bioldgico NO3 (uM) NO; (uM)
Urina 250-2000 ND

Saliva 200-600 30-210
Plasma 15-60 ND

Suco gastrico 50-85 0,40-60,00
Leite 20-30 ND

ND= ndo determinado neste estudo

Obs.: os valores de concentracdo de nitritos mais elevados neste estudo representam
amostras de individuos com patologias gastricas.

Meio de cultura RPMI1640 contém cerca de 2-3 uM de nitritos. Tratamento de amostras in
vitro com L-NAME ou L-NMMA (250 uM) provoca uma inibigdo de 100% na producéo
de NOy via NO sintase induzivel em macré6fagos. Tratamento de macrofagos com: LPS,
aumenta nitritos e reduz peréxido de hidrogénio; com IFNy, reduz nitritos e aumenta
peroxido de hidrogénio; com LPS e IFNy, aumenta muito nitritos e reduz peroxido de
hidrogénio [2].

Caélculos:

Na leitora de microplacas, programar o calculo automatico, com base nas curvas de
calibracdo. Alternativamente, pode-se tracar curvas com auxilio de calculadora ou do
Excel. Para tecidos, a quantidade de NOy nas amostras, ap6s homogeneizacdo e dosagem, é
dada por:
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NOy (nmol/g de tecido) = concentracdo (uM) x [volume do homogenato (ml) +

0,7 x peso (a)]

peso do tecido (g)

e EXPRESSAO DE HSP70 E ANALISE POR SDS-
PAGE E Western blotting

Para analise da expressdo de HSP &) os leucdcitos serdo coletados pela técnica de
Percoll citada anteriormente, apés 6 horas do término do exercicio fisico. Para cada
amostra preparada, quantidades iguais de proteinas (cerca de 30ug, determinada pelo
método de Bradford, abaixo) serdo separadas durante 4 horas (a 15 mA/ gel) a temperatura
ambiente (25°C) por eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE). Sera utilizado sistema vertical Slab Gel BIO_RAD Mini-Protean Il (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA,USA) e tampédo de corrida constituido de Tris a 25 mM,
glicina a 192 mM e SDS a 1% (m/v), pH 8,3 usando-se 1lcm de gel de
empilhamento(entrada) a 4% (m/v) e gel de separacdo a 10% (m/v) em termos de
mondmero de acrilamida, para corridas em géis de 10 cm em tampdo de amostra redutor
constituido de Tris-HCL 62,5 mM pH 6,8, glicerol a 10% (v/v), SDS a 2% (v/v) e B-
mercaptoetanol a 5%, conforme descrito em Santoro et all (1989). Como marcador de peso
molecular sera utilizado a mistura de padrdes de pesos moleculares previamente coloridos
(BIO_RAD Kaleidoscope Polypeptide Standards) com as seguintes proteinas: miosina
(200 kDa), fosforilase b (92,5 kDa), BSA (69kDa), ovalbumina( 46kDa), anidrase
carbonica (30kDa) e lisosina (14kDa). Depois das corridas os géis serdo destacados das
placas de suporte, tendo os géis de separacdo sido removidos.

Ap0s as corridas os géis serdo corados e fixados sob agitacdo continua com solugéo
de Azul Comassie Brilhante 0,1% (m/v), metanol 40% (v/v), acido acético 10%(v/v)
durante 20 min e submetidos a descoloracdo com agitagédo por cerca de 2 horas em solugéo
de acido acético glacial a 5% (v/v) até que fossem evidenciados os padrdes de peso
molecular (ainda fortemente corados contra o fundo parcialmente descorados dos géis). Os
géis serdo entdo, transferidos para filtro de papel Whatman 3 MM, envoltos em pelicula de
PVC e secos a 80°C por 2 horas em secador de géis BIO_RAD Gel Dryer a vacuo
programavel. Depois de secos, os géis corados serdo submetidos a densitometria no
equipamento (Amerham Pharmacia Biotec ) Video Documentation System de aquisi¢cdo
digital e processamento de imagens.

As amostras contidas em géis destinados a processamento por Western blotting,
como descrito em Elia & Santoro (1994) serdo transferidos diretamente para membrana de
nitrocelulose (Millipore) em sistema refrigerado BIO_RAD Blot Cell a 70 V até um total
de 150 V X h. Apos a transferéncia, as bandas, contendo proteinas serdo evidenciadas pela
coloragdo com vermelho Ponceau, sal de sodio (Sigma) a 0,3% (m/v) em solucdo TCA a
3%. Apds a verificacdo, as membranas serdo descoradas em tampdo TEM (Tris 50 mM pH
7,4 EDTA 5 mM, NaCl 150 mM ) Antes do “immunoblotting”, os filtros de nitrocelulose
serdo hibridizados comBSA a 1% (m/v) em &gua a fim de recobrirem-se as por¢oes da
membrana onde ndo houve transferéncia de proteinas, promovendo-se entdo bloqueio de
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ligacdo inespecifica de anticorpos ao filtro. Para o Western blotting das HSP70, as
membranas serdo incubadas & temperatura ambiente durante 18 h sob agitacdo enérgica em
tampdo TEM-Tween 20 a 0,05% (v/v) na presenca de anticorpo monoclonal BRM-22 de
ascite de camundongo (hibridoma BRM-22) contra HSP&) humana (Amersham) , diluido
a 1:1000, que reage especificamente com o polipeptideo de 73 kDa, HSP72 ( ou HSP&)
induzivel). Depois disso, os filtros serdo lavados 3 vezes sob agitagdo por 10 min com 5 ml
de TEM-Tween e incubados por 1 h com 5 ml de solucdo contendo o segundo anticorpo ,
IgG RPN 1177 ( de cabra, contra imunoglobulinas de camundongo, biotinilado,
Amersham) em TEM-Tween sob agitacdo. Depois disso, repetiu-se a lavagem dos filtros,
como descrito acima e os filtros serdo submetidos a reacdo com o segundo anticorpo de
coelho por 1 h adicional. Apds a lavagem, as membranas serdo submetidas a reagcdo com o
revelador 4-CL- Naftol (BIO_RAD) em tampéo contendo NaCl 83 mM, Tris- HCI 17 mM,
pH 7,4 e H202 a 0,15%. Imediatamente ap6s 0 aparecimento das manchas de interesse
com boa resolucédo, os filtros serdo retirados do revelador, lavados com agua a fim de
evitar-se superexposicao e submetidos a secagem em estufa por 30 min a 37°C. Conforme
a necessidade em cada caso, as manchas serdo registradas digitalmente (VDS, Amersham
Pharmacia Biotech) e as imagens analisadas para os célculos posteriores.

CALCULO DAS CONCENTRACOES DE PROTEINAS NAS AMOSTRAS
ANALISADAS

Na determinacdo de proteinas nas amostras, quando demandado em cada caso,
serdo utilizados os métodos de Bradford (1976) e de Lowry et al (1951), conforme
indicado. Em ambas as determinacOes, serdo utilizadas como padrdo de referéncia,
solucdes de albumina sérica bovina (BSA) fracdo V (Sigma). A razdo para a escolha de um
outro método sera a sensibilidade e interferéncia de certos componentes das preparagdes a
serem analisadas. O método de Bradford, baseado na ligacdo do Azul Comassie Brilhante
G-250 0,01% (m/v) em meio de acido fosférico 8,5 % (m/v)-etanol 4,7% (m/v) a proteinas
das amostras, com formacéo de complexo que absorve intensamente a 595 nm (BIO_RAD
Protein Assay kit, Bio- Rad Laboratories, GmbH, DR), apresenta, na faixa de algumas
dezenas de microgramas de proteina ensaiada, sensibilidade um pouco maior que 0 método
de Lowry et al. Este, por sua vez, baseia-se na ligacdo do reagente de Folin-Ciocalteau a
hidroxilas fendlicas presentes em amostras protéicas hidrolisadas previamente em meio
alcalino, com formacdo de complexo cromogénico que pode ser monitorado
espectrofotometricamente a 750 nm. Por outro lado, em amostras contendo dodecil-sulfato
de sdédio (SDS), EDTA, EGTA, sacarose, Triton X-100 e Tris, devido a razoavel
interferéncia apresentada, optou-se pela utilizacdo do método de Lowry et al.

e DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO DE
BRADFORD EM MICROPLACAS

Principio: ligacdo do Commassie Brilliant Blue G250 as proteinas que causa alteragdo na
absorbancia méxima de 465 para 595 nm.

Reagentes (quantidades para 1 litro de reagente):

e Etanol a 95% em agua MilliQ, 50 ml (47,5 ml de etanol absoluto + 2,5 ml de agua)
e Acido orto-fosférico a 85% (w/w, que é o acido fosforico concentrado), 100 ml
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e Commassie Brilliant Blue G250, 100 mg/50 ml de etanol a 95%

Preparacao:

e Dissolver o Commassie Blue no etanol 95%

e Misturar a solucdo Commassie Blue (50 ml) com o acido fosférico (100 ml)

e Adicionar 850 ml de 4gua MilliQ em uma proveta de 1 litro

e Adicionar a mistura de Commassie Blue em acido fosforico a agua

Misturar o reagente em béquer sob agitacdo moderada (para ndo fazer muita espuma)

e Filtrar o reagente em papel de filtro comum (Whatman no.1)

e Estocar em frasco ambar limpo e lavado com agua MilliQ

e Estabelecer curva com padrdes de albumina bovina sérica (BSA)
e Guardar o frasco em geladeira (estavel por 6 meses)

ENSAIO:

e Em uma microplaca (para leitora de ELISA) pipetar 210 ul de agua para os blanks em
triplicata

e Pipetar 10 ul da solucédo cuja concentragdo protéica deve ser determinada em triplicata
e Pipetar 200 pul do reagente de Bradford por well

e Agitar por 10 s na propria leitora de ELISA

e Efetuar leitura a 595 nm a temperatura ambiente de 2 min a 20 min apds a reacdo

ou

e Em uma microplaca (para leitora de ELISA) pipetar 220 ul de agua para os blanks em
triplicata
Pipetar 20 ul da solucdo cuja concentracédo protéica deve ser determinada em triplicata

e Pipetar 200 ul do reagente de Bradford por well

e Agitar por 10 s na prépria leitora de ELISA

e Efetuar leitura a 595 nm a temperatura ambiente de 2 min a 20 min apds a reacao
OU AINDA

e Em uma microplaca (para leitora de ELISA) pipetar 110 ul de dgua para os blanks em
triplicata

Pipetar 10 ul da solugdo cuja concentracdo protéica deve ser determinada em triplicata
Pipetar 100 ul do reagente de Bradford por well

Agitar por 10 s na prdpria leitora de ELISA

Efetuar leitura a 595 nm a temperatura ambiente de 2 min a 20 min apos a reagao

Observagoes:

e As amostras ou padrdes devem conter de 0,3 a 10,0 ug de proteina nos 10 ul a serem
ensaiados ou 0,6 a 20 ug de proteina em 20 ul (concentra¢bes de 0,1 a 1,0 mg/ml)
dependendo da curva utilizada.

e Utilizar apenas a faixa linear da curva.

e Caso a absorbancia da amostra em questdo caia num ponto fora da curva (ou na porgédo
ndo-linear, de alta concentracdo), deve ser efetuada nova diluicdo de maneira a obter-
se uma preparacgao que, com 10 ul ou 20 pl, caia dentro da curva.

e A cor é estavel por cerca de 1 h mas é conveniente efetuar-se a leitura em até 20 min
apos a reacao

XXVili



Interferentes:
e Meios excessivamente alcalinos
e Detergentes presentes na vidraria (Triton X-100, SDS etc.)

Tolerancia maxima para interferentes:
e SDS 0,1% w/v e Triton X-100 a 0,1% v/v que devem ser utilizados como brancos a
serem descontados no ensaio.

CURVA DE BSA: Preparar 2 ml de solucio de BSA a 1mg/ml em 4&agua
EXATAMENTE MEDIDOS. Efetuar diluicdes em série, em tubos de microcentrifuga
limpos, da seguinte maneira:

e 750 ul da solugdo a 1 mg/ml + 250 ul de agua e agitar (vortex): concentra¢do = 0,750
mg/ml

e 500 pl da solugdo a 1 mg/ml + 500 ul de agua e agitar (vortex): concentra¢do = 0,500
mg/ml

e 500 pl da solucdo a 0,500 mg/ml + 500 ul de &gua e agitar (vortex): concentragcdo

0,250 mg/ml

e 500 ul da solucdo a 0,250 mg/ml + 500 ul de &gua e agitar (vortex): concentracao

0,125 mg/ml

e 500 ul da solucdo a 0,125 mg/ml + 500 ul de agua e agitar (vortex): concentracdo

0,0625 mg/ml

e 500 ul da solucéo a 0,0625 mg/ml + 500 pl de agua e agitar (vortex): concentracéo

0,03125 mg/ml
e utilizar o restante da solucdo a 1 mg/ml para o ponto 1,000 mg/mi
e utilizar agua MilliQ para o ponto 0,000 mg/ml (este nédo é o blank da leitora de ELISA)

Preparar duas curvas: uma com 10 ul e outra com 20 ul de cada solugdo-padréo em,
no minimo, triplicatas.

Calcular as concentragOes exatas das solugdes-padréo e colocar estes valores nas
curvas. Se o r” for menor que 0,9, refazer as curvas.

Caso a curva perca linearidade a partir de um certo valor de concentracgéo, calcular
a equacdo da reta utilizando-se apenas 0s pontos onde existe linearidade.

Anotar a equacdo das retas (que sdo validas por seis meses) para 10 e 20 ul no
frasco do reagente.

Anotar no frasco a absorbancia maxima tolerada dentro da faixa de linearidade.

Observacgao: Pode-se determinar o conteddo protéico em células plaqueadas em
microplacas mesmo sem sua remocdo adicionando-se o reagente de Bradford
diretamente na placa de cultura. Para efeito de célculos das quantidades de
reagentes efou diluicBes a serem efetuados, considere-se que 10" células
apresentam aproximadamente 1 mg de proteina. Assim, em 110 pL, normalmente
usados em placas de 96 wells para leitoras de ELISA, a concentracéo final sera de
cerca de 9 mg/mL e vai estourar a curva. Seguindo mesmo raciocinio, 10° células
apresentam cerca de 0,1 mg e em 110 uL perfazem cerca de 0,9 mg/mL (dentro da
faixa de leitura), enquanto que 10° células (0,01 mg de proteina, aproximadamente)
em 110 pL perfazem cerca de 0,09 mg/mL (no limite inferior da curva). Estando as
células em placas de 96 well, o procedimento é direto porque o maximo de células
que se consegue plaguear nas mesmas é de cerca de 5 x 10° células. Placas de
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24 wells (~10 mm de diametro, &rea = 0,7854 cm?®) permitem o plaqueamento de
cerca de 10° células aderidas no total. Neste caso também é possivel efetuar-se a
adicéo do reagente de Bradford (110 pL) diretamente nos wells. Se as placas forem
maiores (e.g. 6 wells, ~35 mm de diametro (area = 9,6211 cm?), a quantidade de
células em monocamadas também sera proporcionalmente maior (em relacdo as
areas). Neste caso, com cerca 10’ (= 10 x 10°) células por well na confluéncia, é
possivel raspar-se as células em 1 mL de &gua, sonicé-las e retirar-se uma aliquota
de 10 uL para ler na leitora de ELISA da maneira convencional. Na verdade, o
conhecimento do nimero exato de células utilizadas € uma medida mais precisa do
que acontece no intracelular quando ndo sédo utilizadas subfracdes celulares, mas
sim células integras.

e DETERMINACAO DE GSH E GSSG EM
MICROPLACAS (Baseada em ME Anderson.
Methods Enzymol 113: 548 1985).

Para determinacdo dos conteudos intracelulares de glutationa (GSH) e dissulfeto de
glutationa (glutationa “oxidada”, GSSG), as células (cerca de 107) serdo lavadas duas
vezes em PBS (4°) e imediatamente rompidas em 200 ul de acido metafosférico 5% (m/v)
com homogeneizacdo por micropipeta para analise cinético-espectrofotométrica pelo
método de reciclagem com o &cido 5,5'-ditiobis--2-nitrobenzdico] (= DTNB) e GSSG
redutase (GSRd) de Anderson (1985). A rapida homogeneizacdo das células em meio
acido é um passo de extrema importancia para a inativacdo das tiol-transferases e y-
glutamiltranspeptidases responsaveis pela transformacdo da GSH em outros derivados
peptidicos, levando a subestimavas das concentracdes reais do tripeptideo.

Além disso, a acidificacdo previne a auto-oxidacdo da GSH que ocorre rapidamente em pH
superior a 7,0 (Anderson, 1985; Akerboom & Sies, 1981). Por outro lado apesar da auto-
oxidagdo da GSH em GSSG em meio &cido ocorrer numa taxa minima (0,1 a 0,2% por
hora), pelo fato de as concentracdes intracelulares de GSSG serem naturalmente muito
baixos (menos de 1% da concentracdo de GSH), os processamentos das amostras para
dosagem de GSSG deve ser efetuado o mais rapidamente possivel, a fim de evitar-se
resultados falsamente superiores aos valores reais (Akerboom & Sies, 1981). Em
preparacOes celulares frescas (macrofagos, linfécitos e hepatdcitos) as células serdo
submetidas a incubacdo com o tampdo de hemdlise para a retirada de eritrdcitos, por
apresentarem significativa atividade de enzimas relacionada ao metabolismo de GSH,
podem interferir nos resultados, mesmo quando em baixa densidade celular.

A primeira parte do ensaio consistiu na determinacdo do conteudo de glutationa
“total” (GSH + GSSG) medido em equivalentes de GSH pelo método de reciclagem com
DTNB que leva a oxidacdo estequiométrica da GSH em GSSG com formacéo do acido 5-
tio-2-nitrobenzdico (TNB) e posterior restituicio da GSH pela reducdo altamente
especifica com GSSG redutase (GSRd, EC 1.6.4.2) na presenca de NADPH. A taxa de
formacdo de TNB, proporcional & soma inicial de GSH e GSSG, sera entdo monitorizada a
412 nm (eTNB = 13,6 mM.cm) Alternativamente, pode-se monitorar a taxa de consumo de
NADPH a 340 nm ( € NADPH = 6,66 mM . cm ) ou fluorimetricamente (excitacdo a 366
nm/emissdao de 400-3000nm). O método empregado é bastante sensivel, especifico e
reproduzivel. Contudo , como a velocidade da reacdo depende ndo somente da
concentracdo inicial de GSH + GSSG, mas, também, da atividade da GSRd, fatores que
interfiram na atividade enzimatica, levaréo invariavelmente a falsos resultados. Por isso
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além de ter sido sempre utilizada a curva de calibracao (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0; nmol) com
padrdo de GSH precisamente preparado a cada ensaio, serdo efetuadas leituras de amostras
com adic¢éo de padréo, sendo os resultados obtidos idénticos aos observados para amostras
separadamente. A incubacdo serd iniciada pela adicdo de 700ul de NADPH (concentracédo
final 0,17 mM) e 100 ul de DTNB (final 1,26 mM ), ambos em tampéo fosfato de sddio
143 mM (pH 7,5), a cerca de 25ul de amostra (em MPA 5%) em um volume final 990ul
em cubeta de 1cm de caminho o6ptico a 37° C, tem sido registrada a absorbancia a 412 nM
em jaqueta termostatizada com aquisicao direta e processamento cinético automatico (em
espectrofotdbmetro Amersham-Pharmacia Biotec Ultrospec 2000, USA) até a estabilizacédo
das leituras (12min). Em seguida, serdo adicionados 10ul de GSRd (atividade final na
cubeta de 0,5 U/ml) sob agitacéo e as amostras serdo analisadas espectofotometricamente a
412 nm por cerca de 20 min adicionais.

Antes da determinacdo do contetdo de GSSG, aliquotas de 100ul das mesmas
amostras ensaiadas para GSH “total” serdo retiradas para conjugacdo da GSH presente com
N-etil-maleimida (NEM,Fluka) segundo metodologia descrita em Akerboom & Sies
(1981). Serdo adicionados, entdo 35ul de NEM 200mM (concentragdo final 50 mM)
diretamente as amostras dissolvidas em MPA 5%. Depois, a mistura serd neutralizada,
cuidadosamente sob a agitacdo, até pH 5,5 pela adigéo de 20 ul de KOH 2M em tampéo de
acido piperazina — N,N’-bis-(etanossulfénico) (= PIPES, Boehringer, pKa= 6,8 a 25°C,
faixa de trabalho de 6,1 a 7,5) 0,3 M. A inclusdo de PIPES, ou outros agentes tamponantes
como MOPS (&cido morfolinopropanossulfonico), previne alcalinizagdo local, durante a
neutralizacdo, o que levaria a auto-oxidacdo da GSH, favorecida em pHs maiores que 7,0.
O excesso de NEM, que em concentragdes tdo baixas quanto 10uM inibe o processo de
dosagem da GSSG por reciclagem em até 30% é efetuado por extracdo com 500ul de
acetato de etila 3 vezes, sendo 0 excesso de solvente evaporado em concentrador SpeedVac
e por passagem em corrente de nitrogénio. Posteriormente, cerca de 25ul de amostras séo
ensaiados pelo método da reciclagem, como descrito para a GSH, exceto que as amostras
sdo inicialmente incubadas com GSRd por 5 min a 37°C, tendo sido monitorada a
absorbancia a 340nm (consumo de NADPH) até a estabilizacdo. Depois € adicionado o
DTNB e as leituras a 412nm (produgdo de TNB) sdo acompanhadas
espectrofotometricamente conforme descrito acima. A diferenca entre os valores obtidos
para glutationa “total” e GSSG fornece os valores dos conteidos de GSH procurados.

e TBA-RS

Introducéo

Os radicais livres sdo continuamente produzidos na fosforilagdo oxidativa e outros
sistemas bioldgicos, reagindo rapidamente com a maioria das moléculas orgéanicas. Estes
radicais podem reagir com lipidios de membranas, proteinas, DNA e também
glicidios(Meerson,1982). Quando reagem com lipidios de membrana, causam a
lipoperoxidacdo destes através de uma série de reacfes com consequiente formacdo de
malondialdeido e outras substancias que, aquecidos na presenca de &cido tiobarbitirico,
formam a base de shif, que pode ser medido a 535 nm (Halliwel& Gutteridge,1995)

Procedimento Experimental
- Centrifugar as amostras;
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Em outro ependorf colocar 250 ul da amostra e 750 ul de TCA, centrifugar esta
mistura 3 minutos — 3000 rpm

Pipetar 500 ul de TBA + 500 ul de mistura em tubos de ensaio;

Ferver & 100°C por 15 minutos;
Ler a 535 nm.

Calculo:

Onde:

C=conc. TBA em nmol/mg prot.
A= Absorbancia da amostra
g=1.56 X 10° M cm™

C= AX4
Prot *0,156

SEPARACAO DE ~ CELULAS
MONONUCLEARES (LINFOCITOS E
MONOCITOS) DO SANGUE PERIFERICO

TECNICA DO HISTOPAQUE 1077

Esta técnica baseia-se na separacdo de mononucleares do sangue periférico ou plasma rico
em leucdcitos de amostras tratada com anticoagulante (heparina) pela centrifugacdo em
gradiente descontinuo de polissacarose (que se agrega aos eritrocitos e granuldcitos
precipitando-os durante a centrifugacéo) na presenca de EDTA e diatrizoato de sédio.

Procedimento:

Adicionar cerca de 3 ml de histopaque em tubos cdnicos para centrifugacdo de 15
ml (Falcon ou Similar);

Inclinar os tubos cerca de 45° e decantar, sem misturar, a amostra de sangue (3 a 6
ml) sobre a camada de histopaque com o auxilio de um pipetador automatico
(Pipette-Aid ou similar);

Centrifugar as amostras imediatamente a 400 X g por 30 min em centrifuga com
rotor tipo swinging-bucket a temperatura ambiente;

Coletar diretamente (sem aspirar o sobrenadante) a camada opaca (contendo
mononucleares) da interface entre o plasma (camada superior) e o histopaque
(camada media), com o auxilio de uma pipeta Pasteur (de preferéncia de plastico,
para evitar a adesdo de mondcitos, caso estes sejam as células de interesse)
tomando o cuidado de ndo aspirar a camada inferior(eritrécitos e granulécitos);
Transferir os mononucleares para outro tubo de 15 ml e diluir o conteido com PBS
para um volume de cerca de 10 vezes o volume e mononucleares;

Centrifugar (swinging-bucket) a suspensédo a 250 X g por 10 min a temperatura
ambiente para precipitar as células. Caso seja necessario maior pureza, descartar o
sobrenadante e ressuspender novamente as células em 10 volumes de PBS
centrifugando-se a preparacdo novamente a 250 X g por 10 min (temperatura
ambiente). A centrifugacdo a baixa rotacdo favorece a exclusdo das plaquetas que
tendem a ficar no sobrenadante. Caso estas células ndo venham a comprometer 0s

XXXl



experimentos, a lavagem dos mononucleares, apos a separacdo com histopaque,
pode ser feita com forca de até 1000 X g 10 min uma Unica vez;

e Caso a remocao das plaguetas seja critica, a segunda lavagem pode ser feita a 50 X
g por 10 min a temperatura ambiente;

e (Caso as células de interesse venham a ser os linfocitos, a preparacgéo final (apds as
lavagens com PBS) deve ser ressuspensa em meio de cultura (RPMI 1640) e
incubada por cerca de 1-2 horas a 37°C para promover a adesdo dos monaocitos.
Depois deste periodo, as garrafas devem ser agitadas e as células presentes no
sobrenadante constituem-se essencialmente de linfécitos;

e (Caso seja de interesse 0s monocitos, estes podem ser obtidos a partir da
monocamada que se estabelece nas garrafas de cultura apés a incubacdo de 37°C.
Entretanto, esta preparacdo contém uma quantidade razoavel de linfocitos
(especialmente tipo B) que podem representar até 40% da populacdo de células
aderidas as garrafas. Assim, se a questdo pureza dos monaocitos for essencial,
deve-se utilizar um dos procedimentos a seguir: separagdo com
Percoll(recomendada) ou utilizacdo de Nycoprep (que pode ser efetuada no lugar
da separacdo por histopaque)

e Obs: as preparacGes devem ser realizadas a temperatura ambiente até 0 momento
das incubacBes (ou cultivos) celulares para evitar-se a formacdo de grumos de
leucécitos que se forma a baixas temperaturas.

HISTOPAQUE Pode ser preparado e esterelizado por filtracdo a partir dos componentes
individuais:

Ficoll 400 (Sigma, FA375)....cciiiiiieii e 57g/L
Diatrizoato de s6dio (Sigma, S4506)........ccccervererererernerenieenen, 90 g/L
Citrato de Sddio Tribasico X 2 HO 13MM......ccccoeiievvcciie 3,82 g/L
(pode ser usado EDTA Na; a 0,13% no lugar do citrato............... 1,3¢g/L
AQUA MITTIQ......oeeeeeeeeeeeeeee e q.s.p. 1L

e TECNICA DE PERCOLL

Esta técnica baseia-se na separacdo de mondcitos do sangue periférico em duas etapas 1°
Separacao dos mononucleares pela técnica de histopaque; 2° Separacdo dos mondcitos pela
técnica do Percoll (semelhante ao NycoPrep). Baseia-se no mesmo principio de
centrifugacdo em gradiente descontinuo de Nycodez em solucéo ligeiramente hiperténica.
Reagentes

e Histopaque (densidade 1,077 g/ml)

e Percoll (Amersham Biosciences, densidade 1,130 g/ml)

e NaCl 1,5 (FW 58,44=8,179 g/L)

e Na2HPO4 anidro 9,15 mM (FW 142=1,299g/L)

e NaH2PO4 anidro 1,49 mM (FW= 178,8 mg/L)

e Citrato de sddio tribasico biidratado 13mM (FW 294,1= 3,82 g/L)

PREPARACAO
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e Percoll Isotdnico= 1 parte de Nacl 1,5M + 9 partes de Percoll puro (e.g. 50 ml
de Nacl 1,5M + 450 ml de Percoll)

e Gradiente de Percoll= partes iguais (1:1) de Percoll Isotonico + PBS citratado

e A osmolalidade do gradiente é de cerca de 300 mOsm/Kg enquanto que a
osmolalidade plasmatica é de aproximadamente 285 mOsm/kg e sua densidade
é de 1,064 g/ml.

Procedimento

e Adicionar cerca de 3 ml de Histopaque em tubos conicos de 15 ml (Falcon ou
similar)

e Inclinar os tubos cerca de 45° e decantar, sem misturar, a amostra de sangue (de 3 a
6éml) sobre a camada de Histopaque com o auxilio de um pipetador automatico
(Pipette-Aid ou similar);

e Centrifugar as amostras imediatamente a 400 X g por 35 min em centrifuga com
rotor tipoi swinging-bucket a temperatura ambiente;

e Coletar diretamente (sem aspirar 0 sobrenadante) e a camada opaca (contendo 0s
mononucleares) da interface entre o plasma (camada superior) e o Histopaque
(camada média), com auxilio de uma pipeta Pasteur (de plastico, para evitar adesdo
de mondcitos) tomando o cuidado de ndo aspirar a camada inferior (eritrocitos e
granulécitos);

e Transferir os mononucleares para outro tubo de 15 ml e diluir o conteddo com PBS
citratado para um volume de cerca de 10 vezes o volume de mononucleares;

e Centrifugar (swinging-bucket) a suspensdo a 250 X g por 10 min a temperatura
ambiente para precipitar as células . Caso seja necessario maior pureza, descartar o
sobrenadante e ressuspender novamente em 10 volumes de PBS citratado
centrifugando-se a preparacdo novamente a 250 X g por 10 min (temperatura
ambiente). A centrifugacdo a baixa rotacdo favorece a exclusdo das plaquetas que
tendem a ficar no sobrenadante. Caso estas células ndo venham a comprometer os
experimentos, a lavagem dos mononucleares, apds a separa¢do com histopaque,
pode ser feita com forca de até 1000 X g a 10 min uma Unica vez;

e Caso a remocao de plaquetas seja critica, a segunda lavagem pode ser feita a 50 X g
por 10 min a temperatura ambiente;

e Ressuspender os mononucleares em cerca de 3-6 ml de PBS citratado e decantar a
suspensdo sobre o Gradiente de Percoll da mesma forma como realizado para o
gradiente de Histopaque;

e Centrifugar os monacitos que se localizam proximos a interface entre o Percoll
(camada inferior) e o PBS citratado (camada superior);

e Lavara os mondcitos 1 vez com PBS citratado a 500-1000 X g por 10 min e utilizar
as células.

e Obs: as preparaces devem ser realizadas a temperatura ambiente até 0 momento
das incubagdes (ou cultivos) celulares para evitar-se a formacgdo de grumos de
leucdcitos que se forma a baixas temperaturas.
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	ANEXO I: Tampões e Meios Utilizados
	Nacl 136,8 8,000 g 
	KCl     2,7 200 mg 
	SOLUÇÃO A
	 NaCl (FW 58,44) 1,711 M   10,0 g/100 ml
	 KCl (FW 74,55)   33,54 mM 250 mg/100 ml
	 Na2HPO4 (FW 142,00)   101,27 mM 1,438 g/100 ml
	 KH2PO4 (FW 136,1) 18,37 mM 250 mg/100 ml
	SOLUÇÃO B

	 CaCl2. 2 H2O  (FW 147,00) 88,44 mM      1,3 g/100 ml
	SOLUÇÃO C

	 MgCl2. 6 H2O  (FW 203,30) 103,30 mM      2,1 g/100 ml
	SOLUÇÃO DE GLICOSE

	 Glicose anidra (FW 180,20)      56 mM      1,0 g/100 ml
	PREPARAÇÃO

	 As soluções podem ser mantidas na geladeira e misturadas no momento da preparação da seguinte maneira:
	Concentrações FINAIS (mM):
	NaCl 136,88
	KCl     2,68
	Na2HPO4     8,10
	KH2PO4     1,47
	CaCl2     8,85
	MgCl2   10,33
	Glicose     5,60
	Componente concentração final 0,5 litro 1 litro 1 litro 
	  (mM) (1 x) (1 x) (10 x)

	NaCl (FW 58,44) 137,0 4 g 8 g 80 g
	KCl (74,56) 3,0 112 mg 224 mg 2,24 g
	Na2HPO4 (FW 142,00) 0,3 21,3 mg 42,6 mg 4,26 g
	KH2PO4 (FW136,09) 0,5 34 mg 68 mg 680 mg
	CaCl2.2H2O  (FW 147,02) 1,3 92,5 mg 185,0 mg 1,85 g
	MgCl2.6H2O (FW 203,3) 0,8 81 mg 162 mg 1,62 g
	Na2SO4 (FW 142,04) 0,8 57 mg 114 mg 1,14 g
	HEPES (FW 238,3)* 25,0  2,979 g 5,958 g -
	MOPS (FW 209,3) 25,0 2,616 g 5,233 g -
	Acertar o pH
	Glicose (MW 180,16) 5,6 500 mg 1 g -






	 TEN 10x
	(1 litro)
	 TEN-Tween 1x
	(1 litro)
	 Solução de Lise para Eletroforese 
	 Tampão de Eletrodo para Eletroforese 
	 Transfer Buffer
	(1 litro)
	 Sample Buffer
	Material e reagentes
	Preparação do Zimosan (sempre a fresco; no dia do experimento)
	Ensaio de Fagocitose
	 Preparar solução 2 (M = 1,23 (g/mL  (MW=616,8 g/mol) para usar 10 (L em 100 (L finais (diluição 1:10, concentração final 200 nM = 123 ng/mL). Diluir a partir de soluções-estoque em etanol ou DMSO (normalmente tem-se solução a 1 mg/mL e 100 (g/mL). ATENÇÃO: PMA  é um fortíssimo promotor tumorigênico. A exposição continuada ao mesmo leva a vários tipos de câncer!
	 Preparar solução 560 (M (Fenol Vermelho, sal de sódio, Sigma) = 0,2 mg/mL em EBSS. Calcular o volume a ser preparado lembrando que todos os wells (do ensaio para peróxido) serão cobertos com 100 (L desta solução de phenol red.




	Solução de PHENOL RED-HRP de ensaio
	 Diluir a peroxidase horeseradish peroxidase (HRP, Tipo II, sódio, salt-free, Sigma, contendo ~190 unidades de purpurogalina/mg de atividade específica) a 19 U/mL diretamente em solução de fenolsulfofteleína (acima). Esta solução serão a solução de ensaio utilizada em todos os wells. 
	NaOH 1 N
	 A ser utilizado em todos os wells (10 (L cada) para parar a reação (matar as células) e alcalinizar o meio para um ponto (pH 12,5) onde o Phenol Red deixa de operar como um indicador de pH (é o mesmo utilizado nos meios de cultura de células).
	 A partir de uma solução de peróxido de hidrogênio concentrada (30%) preparar uma curva de calibração para ser utilizada na determinação de peróxido. Ao contrário da redução do citocromo (cuja alteração de comprimento de onda máximo é bem definida), no caso da oxidação do Phenol Red, não é possível deixar as células no pH original (pelo fato de que o corante é indicador de pH) sendo necessário elevar o pH de todos os wells para 12,5. Por causa disso, torna-se necessário um termo de comparação (curva de peróxido).
	 Solução de H2O2 a 30% = 30 g/100 mL = 300 g/L. sendo MW = 34 g/mol, a solução a 30% = 8,824 M e cada 1% = 294,1 mM. Como o peróxido decompõe-se mesmo na geladeira e ao abrigo da luz, normalmente a concentração de H2O2 nos frascos de peróxido de hidrogênio é menor de 8 M. Muitas vezes, as concentrações giram em torno de 6 M.
	 Para saber-se a concentração de H2O2 nos frascos-estoque, tomar uma alíquota de 10 (L da solução concentrada (teoricamente 30%) e diluir em 5 mL (1:500) de solução Tris (50 mM)/EDTA (0,25 mM) pH 8,0 (que estabiliza o peróxido). Preparar a solução adicionando 60,55 mg de Tris-Base e 0,93 mg de EDTA -Na2 em 10 mL de água. Acertar o pH com HCl concentrado.
	 Medir a absorbância da solução de peróxido diluída 1:500 em Tris-EDTA pH 8,0 utilizando cubeta de quartzo no espectrofotômetro (240 nm) com a lâmpada de deutério (UV) previamente ligada e aquecida por pelo menos meia hora (todas as lâmpadas de deutério atuais funcionam assim: se não aquecer,  as leituras flutuam). Considerar para os cálculos (H2O2240 nm = 0,0435 mM-1.cm-1. Como as cubetas utilizadas têm 1 cm de caminho óptico, basta dividir a absorbância encontrada por 0,0435 que o resultado será a concentração de peróxido na amostra diluída 1:500 em milimolar. Depois, basta multiplicar o resultado por 500 para obter-se a concentração de H2O2 no frasco de peróxido a 30%.
	 Preparar curva de H2O2 de forma a ter-se concentrações de 1 a 50 (M nas placas. 50 (M = 50 nmol/mL = 5 nmol/100 (L. Ou seja, a concentração máxima deverá fornecer 5 nmols no well que, quando diluídos com 100 (L, fornecerá 50 (M. As demais concentrações podem ser obtidas por diluições em série. Assim, preparar solução de H2O2 contendo 5 nmols a serem pipetados em 10 (L = 500 nmol/mL = 0,5 (mol/mL = 0,5 mM. Ou seja, deve ser preparada uma solução de peróxido a 0,5 mM  a partir da solução-estoque 30%. Efetuar a diluição com Tris-EDTA pH 8,0. Por exemplo, se a solução 30% estiver a 5 M, a diluição deve ser de 1:10.000. É melhor fazer duas diluições em série de 1:100 (10 (L/1 mL) que diluir direto a 1:10.000 (1(L/10 mL).
	 Efetuar diluições em série, a partir da solução 0,5 mM de forma a obter-se: 
	o 0,5 mM (sem diluição) =  5 nmols
	o 0,4 mM (80 (L da 0,5 mM + 20 (L de Tris-EDTA) =  4 nmols
	o 0,3 mM (60 (L da 0,5 mM + 40 (L de Tris-EDTA)  =  3 nmols
	o 0,2 mM (50 (L da 0,4 mM + 50 (L de Tris-EDTA)  = 2 nmols
	o 0,1 mM (50 (L da 0,2 mM + 50 (L de Tris-EDTA) =  1 nmol
	o 0,05 mM (50 (L da 0,1 mM + 50 (L de Tris-EDTA) =  0,5 nmol
	o 0,01 mM (20 (L da 0,05 mM + 80 (L de Tris-EDTA) =  0,1 nmol
	o ZERO mM  (s ó Tris-EDTA direto na placa) =  0,0 nmol
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