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RESVERATROL NA APOPTOSE E PRODUCAO DE SUPEROXIDO EM
NEUTROFILOS DE CAES

RESUMO - A destruicdo dos micro-organismos ocorre principalmente por
mecanismos dependentes de oxigénio e pela liberagcdo de enzimas liticas dos
granulos intracelulares dos neutréfilos. Neutréfilos ativados in vitro e in vivo geram
espécies reativas de oxigénio e sofrem apoptose rapidamente. O resveratrol possui
efeitos protetores na aterosclerose, possui potencial anticancerigeno e
antiinflamatoério podendo também atuar como protetor e regenerador dos
antioxidantes primarios do organismo. O objetivo do presente estudo foi verificar o
efeito protetor de diferentes concentragdes de resveratrol na apoptose e produgéo
de superdxido de neutrofilos. Uma suspensdo de neutréfilos final de 1 x 10° mL de
10 cées adultos higidos foram aliquotadas e pré- incubadas com diferentes
concentragdes finais de resveratrol (0, 30, 60 e 90 pmol) durante 4 horas. A taxa de
apoptose foi determinada por citometria de fluxo capilar, utilizando-se do sistema
Anexina V-PE e a de superoxido por sonda HE. Nos grupos tratados com resveratrol
(30, 60 e 90 pmol) e estimulados com CAM (camptotecina) ndo houve diminuigéo
nos indices apoptéticos. Na presenca de PMA (forbol-12-miristato 13 acetato) a
fluorescéncia média do brometo foi superior em todos os tratamentos. Nos grupos
tratados com RV e estimulados com PMA n&o houve diminuicdo na quantidade de
superoxido. Conclusdes: Nas doses utilizadas o resveratrol ndo inibiu a apoptose de
neutrofilos. A incubagado dos neutréfilos com RV néo afetou a viabilidade celular. As
taxas de produgédo de superdxido ndo diferiram entre os tratamentos utilizados
p>0,05, constatado através de citometria de fluxo
Palavras-chave: Antioxidantes, Cao, Citometria de Fluxo, Espécies Reativas de
Oxigenio, Explosao respiratoria
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RESVERATROL IN APOPTOSIS AND SUPEROXIDE PRODUCTION IN DOG
NEUTROPHILS

ABSTRACT - The destruction of microorganisms occurs mainly by oxygen-
dependent mechanisms involving the generation of reactive oxygen metabolites and
also the liberation of lytic enzymes from intracellular granules. Activated neutrophils
generate ROS and suffer apoptosis quickly, verified in-vitro and in- vivo. Resveratrol
has protective effects against atherosclerosis, it has anticarcinogenic and anti
inflammatory potential and it may also protect and regenerate body’s primary
antioxidants. The objective of the present study was to examine the possible
protective effect of different concentrations of resveratrol on apoptosis and
superoxide production of stimulated neutrophils.

A final neutrophil suspension of 1 x 10° of 10 adult healthy dogs was aliquoted and
pre-incubated with different final concentrations of resveratrol (0, 30, 60 e 90 pmol)
for 4 hours. Superoxide production rate and apoptosis was determined by capillary
flow cytometry used anexin V-PE system and HE probe. In PMA(forbol-12-miristato
13 acetato) presence, bromide average fluorescence was superior in every
treatment. In the groups treated with resveratrol and stimulated with PMA there was
no reductions in amount of superoxide. In groups treated with resveratrol and
stimulated with CAM (camptotecina) there was no decrease in apoptotic index. It
was also observed that the concentrations of RV used did not affected cellular
viability.

KEYWORDS: Antioxidants, Cytometry techniques, Dog, Oxidative burst, Reactive
Oxygen Species



CAPITULO I - Consideragées gerais

1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os neutroéfilos participam da resposta inflamatéria por meio da quimiotaxia ao
tecido inflamado e fagocitose de micro-organismos e outros materiais estranhos,
sendo particularmente importantes em quadros infecciosos. Apés a fagocitose, os
granulos lisossbmicos se fundem aos fagossomos para destruicdo dos micro-
organismos e, em seguida, degradacdo do material por digestdo enzimatica. Tal
destruicdo ocorre através da explosdo respiratéria, envolvendo a geracédo de
potentes antioxidantes e liberacdo de enzimas liticas e peptideos antimicrobianos
dos granulos intracelulares (KERR, 2003; THRALL, 2007). Quando os neutréfilos se
ligam a citocinas, como o TNF-a, ou s&o expostos a outros estimulos inflamatérios, o
complexo NADPH-oxidase é formado levando a geragdo do anion superéxido,
importante espécie reativa de oxigénio — ROS (THRALL, 2007).

Uma grande quantidade de agentes é capaz de estimular o complexo
enzimatico NADPH oxidase em macréfagos e neutréfilos em sistemas ex vivo. Entre
as substancias soluveis incluem-se os peptideos quimiotaticos, como o formil-
metionil- leucil- fenilalanina (fMLP) e os ésteres de forbol como o forbol-12-miristato
13 acetato - PMA (ANDREWS; BABIOR, 1984; BRIGADAO; COLEPICOLO, 1996).

Segundo HOELZL et al., (2005) uma ampla variedade de técnicas in vitro tem
sido desenvolvidas para a detecgédo do efeito antioxidante. A producgéo intracelular
de ROS pode ser detectada com a utilizagdo de sondas fluorescentes e
posteriormente mensurada por citometria de fluxo, uma técnica rapida e simples.
Devido a limitacdo que outras sondas oferecem, a hidroetidina (HE) tornou-se a de
escolha pela sua especificidade (ZIELONKA; KALYANARAMAN, 2010).

O Resveratrol (RV) € um polifendlico que possui confirmadas propriedades
antioxidantes, antiplaquetarias, protetoras endoteliais (FREMON, 1999), efeitos
protetores na doencga aterosclerotica (CASTRO et al., 2009) bem como potencial
anticancerigeno e anti-inflamatério conhecidos em humanos (UDENIGWE et al.,
2008).



Davalos et al., (2009) observaram que um concentrado de polifendlicos e
polifendlicos puros diminuiram a atividade da NADPH-oxidase em neutréfilos
humanos in vitro de forma dose dependente. Em doses micromolares o RV néo
apresentou nenhuma toxicidade para linfécitos e a apoptose desencadeada pelo
oxidante 2- deoxi D-ribose (dR) nessas células, foi bloqueada em concentragbes de
50 yM de RV (LOSA, 2003). Também o RV n&o alterou a viabilidade celular de
macrofagos RAW 264.7 observado através das concentragbes de ATP obtida por
luminometria (CIZ et al., 2008).

A ingestdo regular de RV, contido no suco de uva, em pacientes
hemodialisados reduziu a atividade da NADPH-oxidase melhor do que o efeito
observado pela vitamina E (CASTILHA et al., 2008).

Cadenas et al., (1999) e Hattori et al., (2002) afirmaram que embora in vivo o
RV funcione como um potente antioxidante, in vitro atua como um pobre varredor de
ROS, necessitando ser utilizado em concentragdes maiores. A propriedade
antioxidante in vivo do RV provavelmente é resultante da sua capacidade para
aumentar a sintese de NO, que funciona como um antioxidante, eliminando os
radicais de superoxido. Colaborando com esta hipotese, nas lesdes de isquemia
por reperfusdo em cérebro, coragdo ou rins, o resveratrol induziu a sintese de NO,
assim reduzindo o estresse oxidativo. Ja Huisman et al., (2004) verificaram que nem
a producdo de superdxido nem a producdo de 6xido nitrico (NO) pelas células
endoteliais foram afetadas com a utilizacdo de quatro tipos de polifendlicos
(catequina, epicatequina, acido galico e quercetina) em doses de 5 um/L; e etanol
0,05%. Segundo os autores, esses polifendlicos somente exercem um efeito
varredor de ROS significativo em altas doses. Em concentragbes, nanomolares,
conforme encontradas in vivo, o papel exercido pelos mecanismos endbgenos
removedores de superdxido sdo comparativamente mais importantes.

ROS produzidos durante a “exploséo respiratoria”, quando liberadas no citosol
dos neutroéfilos, alteram o estado redox e oxidam componentes celulares, alterando
sua funcdo (FIALKOW et al., 2007). Os neutréfilos ativados geram ROS e sofrem
apoptose rapidamente in vitro segundo Barbosa et al., (2009) e Trinconi et al.,
(2011). A apoptose é um processo programado de morte celular, ativo, com controle

intrinseco, influenciado por fatores externos (BONINI et al., 2000). Controla o



turnover celular, promovendo assim um mecanismo fisiolégico de eliminacdo de
células isoladas sem causar dano tecidual (SAVILL etal., 1993).

Observagdes de Narayanan et al., (1997) indicaram que o inicio da apoptose
neutrofilica € em parte mediada pelo estresse oxidativo, resultado da diminuigdo de
sistemas de defesa antioxidantes celulares como a superéxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase. A SOD sofre modificacdes e é inativada quando exposta a
radicais OHe.

Em relacdo a espécie canina ndo ha relatos de estudos sobre o efeito
antioxidante do RV sobre o metabolismo oxidativo e a apoptose dos neutréfilos.
Considerando as evidéncias de que a apoptose celular € dependente tanto da
concentragdo de RV como de ROS, no presente estudo foi avaliada in vitro a
capacidade de diferentes concentracées de RV inibir a produ¢do de superéxido e a
apoptose dos neutréfilos isolados do sangue periférico de cdes saudaveis, expostos
ao indutor de apoptose CAM e do estimulador da geragdo de superdxido PMA. Os
objetivos desse estudo visaram testar a hipétese de que in vitro o RV € capaz inibir,
de forma dose dependente, a producio de superdxido e a apoptose dos neutrdéfilos
isolados do sangue periférico de caes saudaveis.

Os resultados obtidos indicam que o RV n&o altera in vitro a viabilidade dos
neutréfilos de cdes e que diferentemente de estudos realizados com outros tipos
celulares e espécies, o efeito antioxidante e anti-apoptético desse polifenol nao foi

evidenciado.
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CAPITULO Il - Efeito do resveratrol na apoptose de neutréfilos em cdes
M. CASTRO", P. C.; CIARLINI'; M. R. PACHECO? B. F. ALMEIDA®

RESUMO: Os neutréfilos desempenham um importante papel na defesa do
hospedeiro contra a invaséo de micro-organismos. Espécies reativas de oxigénio
(ROS) sao produzidas por neutréfilos durante a “explosao respiratéria”, alterando o
estado redox e oxidando componentes desta célula. Neutroéfilos ativados geram
ROS e sofrem apoptose rapidamente in vitro. Aumento na apoptose neutrofilica é
observado em pacientes com insuficiéncia renal crbnica, insuficiéncia hepatica,
diabetes, doengas auto-imunes em traumas entre outras enfermidades. O resveratrol
possui efeitos protetores na aterosclerose, possui potencial anticancerigeno e anti-
inflamatério podendo também atuar como protetor e regenerador dos antioxidantes
primarios do organismo. O objetivo do presente estudo foi verificar o possivel efeito
protetor de diferentes concentragdes de resveratrol na apoptose de neutrofilos
estimulados com camptotecina. Para isso utilizou-se uma suspensao de neutrofilos
final de 1 x 10° mL de 10 caes adultos higidos que foram aliquotadas e pré-
incubadas com diferentes concentracdes finais de resveratrol (0, 30, 60 e 90 umol)
durante 4 horas. A taxa de apoptose foi determinada por citometria de fluxo capilar,
utilizando-se do sistema Anexina V-PE. Os resultados evidenciaram que na
presenca de CAM (camptotecina) os indices apoptoticos foram superiores em todos
os tratamentos comprovando o efeito indutor de apoptose por esta droga sobre
neutréfilos de cédes. Nos grupos tratados com resveratrol (30, 60 e 90 ymol) e
estimulados com CAM n&o houve diminuigdo nos indices apoptoticos. Também nao
foi observada diferenca estatistica entre a porcentagem de células viaveis, de
células em apoptose final e a apoptose total. O resveratrol nas doses utilizadas nao
inibiu a apoptose de neutréfilos, constatado através de citometria de fluxo.

Palavras-chave: Antioxidantes, Camptotecina, Cao, Polifenolico,
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SUMMARY: Neutrophils play an important role in host defense against the invasion
of microorganisms. Reactive Oxygen Species (ROS) are produced by neutrophils
during “respiratory burst”, changing the redox state and causing oxidation of the cell
components. Activated neutrophils generate ROS and suffer apoptosis quickly,
verified in-vitro. Neutrophilic apoptosis imbalance can be observed in patients with
chronic renal failure and some other illnesses. Resveratrol has protective effects
against atherosclerosis, it has anticarcinogenic and anti inflammatory potential. This
substance may also protect and regenerate body’s primary antioxidants. The
objective of the present study was to examine the possible protective effect of
different concentrations of resveratrol on apoptosis of neutrophils stimulated with
camptothecin. Materials and methods: 1 x 108 final suspensions of neutrophils of 10
healthy adult dogs were aliquoted and preincubated with different final concentrations
of resveratrol (0, 30, 60 and 90 umol) for 4 hours. The apoptosis rate was determined
by capillary flow cytometry using Annexin V-PE. Results: In presence of CAM
(camptotecina) the apoptotic index were superior in all of the treatments confirming
the apoptosis inducing effect of this drug on neutrophils of dogs. In groups treated
with resveratrol (30, 60 and 90 yM) and stimulated with CAM there was no decrease
in apoptotic index. We haven’t observed statistical difference between the
percentage of viable cells, cells in late apoptosis and complete apoptosis either.
Resveratrol, in the doses that were used, did not inhibit the apoptosis of neutrophils,
it was detected by flow cytometry.

Keywords: Antioxidants. Camptothecin. Dog. Polymorphonuclear.Polyphenolic.



I. INTRODUGAO

Os neutréfilos desempenham um importante papel na defesa do hospedeiro
contra a invasao de micro-organismos. A explosao respiratoria gera espécies
reativas de oxigénio (ROS) através de um complexo enzimatico ligado a membrana,
o NADPH-oxidase, € um evento metabdlico essencial para destruicdo e
engolfamento de agentes estranhos (SMITH, 1994). ROS produzidos durante a
explosao respiratéria, quando liberadas no citosol dos neutréfilos, alteram o estado
redox e oxidam componentes celulares, alterando sua fungdo (FIALKOW et al,
2007). O superoxido € um oxidante com fraco poder bactericida, porém, é capaz de
inibir a apoptose em baixas concentracdes. O peroxido de hidrogénio derivado do
superéxido possui maior poder bactericida e € um forte indutor de apoptose.
Neutrofilos ativados geram ROS e sofrem apoptose rapidamente in vitro (BARBOSA
et al., 2009; TRINCONI et al., 2011).

A morte celular programada denominada de apoptose é importante para a
rapida resolucdo das inflamacdes e evita danos teciduais indesejaveis causados
pela ativacdo prolongada dos neutréfilos. ROS gerados pela ativacdo neutrofilica,
assim como o fator de necrose tumoral e a radiagéo ultravioleta, induzem a apoptose
em varios tipos celulares (LENNON et al., 1991; BUTTKE; SANDSTROM, 1994;
THOMPSON, 1995).

O RV possui efeito de hormese, ou seja: resposta dependendo da
dose/concentracdao em varios testes bioldgicos. Segundo Calabrese et al. (2010) em
células do sistema imune baixas doses de RV (0-10 umol) aumentam a resposta
imune de muitas linhagens celulares, desta forma mediando um amplo efeito
protetor associado ao seu consumo. Ja em altas doses suprime a resposta
contribuindo para exacerbar muitas doencgas. Descrito ainda pelos mesmos autores
na Leishmaniose em humanos, baixas doses de RV aumenta a viabilidade do
parasito L. major. Ja altas doses, suprime a atividade do parasito, podendo ser Uutil
na prevengdo da doenga. Dessa forma, torna-se necessario maior esclarecimento
das implicagdes terapéuticas dos efeitos dose/resposta para um tratamento de
sucesso. Stocco et al. (2012) verificaram que RV em altas doses induziu a morte de
células humanas ECV304 de carcinoma de bexiga, entretanto baixas doses induziu

protecdo. A modulagio da proteina Bcl-2 pelo RV parece ter mediado este efeito.
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O objetivo do presente estudo foi testar a hipoétese de que a apoptose de
neutrofilos de caes saudaveis induzida in vitro pela camptotecina pode ser inibida

pelo RV em diferentes concentragdes.

Il. REVISAO DE LITERATURA

O resveratrol (3, 4, 5 trihidroxiestilbeno) € uma fitoalexina de ocorréncia
natural na uva, sintetizado na casca como resposta ao estresse causado por ataque
fungico (Boftrytis cinerea, Plasmopora viticula), dano mecéanico ou por irradiagdo de
luz ultravioleta sob duas formas isébmeras: trans-resveratrol e cis-resveratrol
(SAUTTER et al., 2005). O RV possui confirmados efeitos protetores na doenca
aterosclerética (CASTRO et al., 2009), potencial anticancerigeno e anti-inflamatérios
(UDENIGWE et al., 2008). Os fendis podem agir como antioxidantes ativos, doando
hidrogénio aos radicais livres, e como preventivo, impedindo a peroxidagdo de
lipidios e inibindo enzimas oxidativas (fosfolipase A2, ciclooxigenase e lipoxigenase).
Além disso, os fendis podem atuar como protetores e regeneradores dos
antioxidantes primarios do organismo como o acido ascérbico (vitamina C), o
tocoferol (vitamina E) e o 3 - caroteno (vitamina A) (FUHRMAN; AVIRAM, 2001).

A apoptose caracteriza-se por um série ordenada de eventos intracelulares
desempenhados por uma variedade de estimulos extracelulares e intracelulares.
Como estimulos intracelulares incluem-se a radiagcéo ultravioleta, toxinas, ROS,
auséncia de fatores de crescimento, citocinas e hormoénios; e, dentre os estimulos
intracelulares inclui-se: glicocorticoides, calor, radiagédo, hipoxia e infec¢des virais. A
fase de execucado da-se através da agdo das caspases, principalmente a caspase 8
e 9 que degradam proteinas do citoesqueleto, fragmentam o DNA e cromatina e
finalmente formam corpusculos apoptoéticos expressando ligantes para células
fagociticas. Essas caspases também podem ligar-se a mitocondria resultando na
liberagdo de fatores amplificadores da morte localizadas no espacgo intermembranas
mitocondrial. Assim, um meio intracelular facilitador para a ativagdo das caspases,

torna-se importante para a apoptose celular (COTRAN et al., 2000).
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Clement et al. (1998) e Ahmad et al. (2003) relataram que o RV exerce seu
efeito antioxidante por inibir a apoptose estimulada por peréxido de hidrogénio.
Quando células leucémicas humanas foram expostas a baixas doses de RV (4-
8uM) houve inibicdo da apoptose por aumento discreto na producdo de O
intracelular, criando um meio pro-oxidante ndo permissivo a ativagao de caspases (3
e9)

Kasahara et al. (1997) utilizando neutréfilos normais e neutréfilos de pacientes
com doencga granulomatosa crénica, determinaram que a apoptose de neutréfilos in
vitro € mediada por produtos oxidativos enddgenos, pois ao reduzirem 0s niveis
intracelulares de H,O, a apoptose foi reduzida em neutrofilos normais.. Sugeriram
assim, que a apoptose é mediada por esses metabdlitos oxidativos mediados pelo
receptor CD95 via Fas. Apesar dessa conclusédo, para Clement e Stamenkovic
(1996) e Yoshihito et al. (1997) o papel funcional dos ROS na apoptose via Fas é
controverso e ndo totalmente compreendido. Os locais intracelulares e quantidade
de ROS produzidos podem influenciar os resultados experimentais, porque NADPH
oxidase produz grande quantidade de ROS em ambas, membrana plasmatica e
membrana do fagossomo dos fag6citos, enquanto que em outras células a producéo
ocorre através da respiracao celular na mitocondria.

Plow et al. (2000) observaram que o RV liga-se a integrina a, B3 levando a
ativagéo da proteina kinase 1 e 2 reguladora de sinal extracelular (MAPK-ERK1/2) e
apoptose mediada pelo p53 numa ampla variedade de tumores. A MAPK-ERK1/2
sdo componentes normais do processo de transdugdo de sinais celulares. A
integrina a, B3 € uma proteina estrutural da membrana essencial para a interacao de
células cancerosas e células dos vasos sanguineos com proteinas especificas de
matriz extracelular. Resveratrol ativa o MAPK em baixas concentragdes (1 pM-
10uM) ja em doses de (50-100 uM) pode inibir essa kinase em células cancerosas.

Zhang et al. (2004) confirmou a hip6tese de que a cicloxigenase-2 (COX-2)
desempenha um importante papel como agente pré-apoptético e que o RV induz um
acumulo nuclear de COX-2 através de um mecanismo dependente da fosforilagéo
de Ser-15 do gene p53 em células cancerosas. O acumulo nuclear de COX-2

induzida pelo RV estd associado com a ativagdo de ERK1/2 no nucleo de células
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cancerosas, importante para a ativacdo do gene p53 e consequente apoptose (LIN
et al., 2008).

Para Cavallaro et al. (2003) a maior diminuicdo de HOCL sugere que o efeito
do RV é maior sobre a enzima mieloperoxidase (MPO) uma vez que os niveis de
superoxido foram pouco afetados.

Em neutrdfilos de equinos, a atividade da MPO foi inibida pelas doses de 10°
M e 10* M de RV, enquanto a dose de 10° M n&o promoveu inibigdo. A atividade
enzimatica ocorreu pela interacdo do RV com a MPO, alterando sua configuragéo ou
bloqueando seu local de ativagédo. Através de teste de ELISA especularam que a
atividade do RV foi extracelular, ja que ndo houve impedimento da degranulacao de
neutréfilos no plasma (KOHNEN et al.,, 2007). Uma diminuicdo no infiltrado
inflamatério com a utilizagdo do RV foi observada num modelo de colite induzida
(MARTIN et al., 2006). Os autores associaram o resultado ao efeito do RV na
diminuicdo da atividade da enzima MPO. Para Cavallaro et al. (2003) e Leonard et
al. (2003) o potencial removedor de ROS pelo RV foi também intracelular pela
remocgao do superdxido e de radicais hidroxila.

Cao e Li (2004) afirmaram que o pré-tratamento com 100 yM de RV durante 2
horas ndo protegeu células cardiacas H9C2 de ratos da toxicidade causada pela
produgao de anion superéxido pelo sistema xantina-oxidase, ja um tempo maior de
incubacao (> 48 horas) aumentou a atividade dos sistemas antioxidantes celulares,
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase Em linfécitos e monécitos
humanos o RV promoveu o aumento de varias enzimas antioxidantes, incluindo
glutationa, glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase e glutationa-redutase
(YEN, 2003).

Para estudo da apoptose neutrofilica in vitro verifica-se na literatura algumas
substancias indutoras: CAM (REYES -VALDES et al., 2009) TNFa (KETTRITZ et al.,
1996) e peroxido de hidrogénio (AHMAD et al., 2003).

A CAM é um alcaloide quinolinico inibidor da topoisomerase | por estabilizar
o complexo topoisomerase-DNA. A TOP | corta o DNA por ataque a pontos de
unidade tirosinica, na ligacdo fosfodiéster do DNA, assim, o mantém integro e
reparando-o quando danificado (WHITACRE et al.,, 1997). Qualquer alteragdo no

balanco entre estas enzimas é suficiente para induzir a apoptose (BASSI; PALITTI,
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2000). A citotoxidade da CAM ¢ atribuida a interrupcdo da replicagdo pela
estabilizacdo do complexo DNA TOP | por covaléncia, resultando no rompimento da
dupla fita e consequentemente impedindo a sintese de RNA (HERBEN et al., 1998;
NELSON; COX, 2011). Legarza e Yang (2006) afirmaram que em células de cancer
de co6lon humano, a CAM induz a apoptose celular por aumentar a produg¢do de
fatores pré-apoptéticos como o p53, Bas, Bcl-xl e p-21.

A utilizagdo da CAM como indutor da apoptose também foi anteriormente
descrita em estudos realizados com células de linfoma histiocitico humano (HL-60)
(SHELLHAAS; ZUCKERMAN, 1995) duas linhagens de células leucémicas humanas
(HIRAOKA et al. 1998), em células tumorais pulmonares em humanos (JAMES et al.,
2012) e em neutrofilos (REYES -VALDES et al., 2009).

Conforme Shellhaas e Zuckerman (1995) e Hiraoka et al. (1998) a CAM
promoveu apoptose dose-dependente mais evidente apds 48 horas. As técnicas
utiizadas para avaliar a apoptose eficazmente segundo os autores foram a
citometria de fluxo multiparamétrica, microscopia confocal a laser, fragmentacao de
DNA por gel de agarose e ELISA.

O RV é um polifenélico de ocorréncia natural na uva com importantes efeitos
biolégicos (LIN et al., 2011). Produtos naturais com potencial curativo e ou
preventivo sdo alvo de interesse na medicina humana e veterinaria atualmente.
Através de estudos prévios foi possivel comprovar o efeito anti-inflamatério do RV na
aterosclerose (CASTRO et al., 2009). Aqui pretende-se testar de forma inédita o

efeito do RV na apoptose de neutréfilos de cdes num sistema in vitro.

lll. MATERIAL E METODOS

lll. 1 Seleg¢ao dos animais

Para este estudo, 10 cdes adultos com peso variando de 7 a 20 Kg, de varias
racas, machos ou fémeas, foram submetidos a exame fisico geral segundo Feitosa
(2008) e a laboratoriais como hemograma, quantificagdo sérica de acido urico,
albumina, colesterol, triglicerideo, creatinina, glicose, ureia, proteina total, aspartato

amino transferase (AST) e alanino amino transferase (ALT) para a comprovagao de
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sua higidez. Foi utilizado como critério de exclusdo de cées o histérico de tratamento
recente com antibi6ticos e anti-inflamatorios que poderiam interferir no metabolismo
oxidativo dos PMN.

lll. 2 Analises laboratoriais

Os valores do hemograma foram obtidos utilizando-se contador eletrdnico® de
células sanguineas previamente calibrado conforme recomendacdes do fabricante.
A contagem diferencial dos leucocitos foi obtida pela analise microscopica de
esfregacos corados com Panético Rapido®. A determinagdo do volume globular foi
realizado pelo método do micro-hematécrito (THRALL et al., 2007). Todas as
andlises bioquimicas foram realizadas em um analisador bioquimico automatizado®,
previamente ajustado com calibrador comercial e controles nivel | e II”. Utilizando-se
reagentes comerciais e temperatura de 37°C, a concentragao plasmatica de ureia foi
determinada pelo método enzimatico UV® (urease/glutamato desidrogenase); a
creatinina pelo método cinético® (picrato alcalino); albumina pelo método de verde de
bromocresol'®; colesterol pelo método enzimatico'' (oxidase/peroxidase); glicose
pelo método enzimatico'? (glicose oxidase/peroxidase); os triglicerideos pelo método

enzimatico-colorimétrico’™ e AST™ e ALT™® pelo método cinético (UV).
1.3 Colheita e acondicionamento das amostras

Utilizando-se seringas e agulhas hipodérmicas descartaveis 25 x 0,8 mm,
colheu-se 10 mL de sangue total da veia jugular, desses, 8 mL foram
acondicionados em tubos heparinizados para a avaliacao do indice apoptético. Para

a realizacdo do hemograma, parte do sangue total foi acondicionado em tubos com

4 Contador eletronico hematolégico veterinario, Mod. CC-530, CELM, S&o Paulo-SP

® Panético rapido LB — Laborclin, Pinhais-PR

5 Analisador automatico BTS, mod. 370 plus, BioSystems, Barcelona, Espain

7 Calibrator serum, C6d.18011, BioSystems, Barcelona,Espain.

8 Urea/BUN-UV,Cod. 11516, BioSystems, Barcelona,Espain

i Creatinine, Cod.11502, BioSystems, Barcelona,Espain

'® Albumine, Cod.11574, BioSystems, Barcelona,Espain

"' Cholesterol, Cod. 11505, BioSystems, Barcelona,Espain

12 Glucosa, Cod.11503, BioSystems, Barcelona,Espain

" Triglicérides PP, Cod. 459, GoldAnalisa, Minas Gerais, Brasil

' AST, Cod. 442665, Beckman Coulter do Brasil Com e Imp de Prod de Lab Ltda, Sdo Paulo, Brasil
8 ALT, Cod. 442620, Beckman Coulter do Brasil Com e Imp de Prod de Lab Ltda, Sdo Paulo, Brasil
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K2- EDTA e outra parte para obtengdo de soro, foi acondicionada em tubos sem
anticoagulante. Parte do soro obtido foi utilizado para os testes bioquimicos, as

amostras sanguineas foram processadas imediatamente apds a colheita.
lll.4 Isolamento, purificagdo e viabilidade dos Polimorfonucleares

Os PMN foram isolados imediatamente apdés a colheita, conforme
metodologia descrita por Hirayama et al. (2000), com pequenas modificagdes a fim
de evitar a lise eritride e prevenir ativagéo artificial dos PMN. Quatro mililitros de
sangue total heparinizado (100 Ul/mL) foram transferidos para tubos cbnicos de
polipropileno estéreis contendo partes iguais de Histopaque 1119'® e 1077",
totalizando 6 mL de duplo gradiente de separagdo. Apds centrifugacdo a 2000
rotagdo por minuto (rpm) por 30 minutos, a camada de PMN foi aspirada com
ponteiras siliconizadas, lavada duas vezes com tampéo de lise (cloreto de amdnia
0,8%) e uma vez com HBSS'®. Apbs o descarte do sobrenadante, as células foram
diluidas em meio RPMI para obter a concentracao de PMN final de 1 x 10° mL, com
pureza e viabilidade minima de 95%. Esta concentragdo foi obtida através do
seguinte calculo:

N x 2 x 10, sendo:
N= n° de células contadas em um quadrante de leucocitos
2= fator devido a diluigao inicial com o azul de tripan
10= fator da area contada (1 quadrante de leucécitos na camara de Neubauer)
Este resultado deve ser dividido por 1000, assim obtém-se a concentragdo de
neutréfilos (x108/ml).
Posteriormente realiza-se uma regra de trés simples para descobrir o volume
necessario de neutroéfilos para obter-se a concentragao desejada.
[PMN] -------- 1000 pL (volume desejado — 1 ml)
1,0 x 10% ——--x L

Conforme recomendacdes de Metcalf et al., (1986), o grau de viabilidade dos PMN

'® Histopaque®-1119, Cod. 1119-1, Sigma, St. Louis, USA.
" Histopaque®-1077, Cod. 1077-1, Sigma. St. Louis, USA.
"® Hanks balanced salt solution (HBSS) modified, Cod. H 9394, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
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foi determinado pelo método de exclusédo do azul tripan, a concentracdo em camara
de Neubauer e o grau de pureza estimada a partir da contagem diferencial de 100

células das amostras citocentrifugadas'® e coradas.

1.5 Delineamento experimental

Uma suspensdo de neutrdfilos final de 1 x 10°mL foi aliquotada e pré-
incubada com diferentes concentragdes finais de RV (0, 30, 60 e 90 pymol) durante
quatro horas a 37° sendo mantidas em banho maria e agitadas por um minuto (600
rpm) a cada 15 minutos em um agitador térmico computadorizado. O controle (RV 0)
foi submetido as mesmas condi¢des das outras amostras.

Todos os ensaios foram realizados simultaneamente e imediatamente ap6s o

isolamento.

111.6 Determinagao do indice apoptoético

A taxa de apoptose foi determinada por citometria de fluxo capilar, utilizando-
se do sistema Anexina V-PE. Previamente 100 uL de uma suspensao de neutréfilos
final de 1 x 10° foram aliquotadas e pré- incubadas com diferentes concentragdes
finais de RV (0, 30, 60 e 90 umol) durante uma hora. A avaliacdo da apoptose de
cada concentragédo de RV foi realizada em duas provas. Como controle positivo, as
aliquotas de 100 pL de uma suspensao de neutréfilos (1 x 10°mL) foram acrescidas
100 pL do indutor camptotecina (19,800 upmol/L), enquanto na amostra a ser
avaliada foi acrescida o mesmo volume de RPMI. Posteriormente as amostras foram
incubadas durante trés horas a 37° C, sendo agitadas por um minuto (600 rpm) a
cada 15 minutos em um agitador térmico computadorizado. Em seguida foi
transferido 100 yL da solugé&o para um eppendorf estéril e acrescentado 100uL de
Anexina-PE incubando durante 20 minutos em temperatura ambiente e sob protecao
da luz. Utilizando-se citdmetro de fluxo capilar Guava EasyCyte Mini®°, foi realizada

aquisicdo de 10.000 eventos. Os dados adquiridos foram analisados em programa

"% Centrifuga Citoldgica Microprocessada REVAN, Mod. 2000D, Cientec,SP
2 Citometro - Guava EasyCyte Mini®, Guava Techogies, Industrial Boulevard Hayward, USA.



17

computacional especifico,?’ sendo que apods a compensacédo do citdmetro, foi
possivel quantificar quatro populagdes celulares: células ndo apoptdéticas; apoptose

total, inicial, apoptose final ou necrose. Todas as analises foram feitas em duplicata.

1.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se Anova seguida pelo
teste LSD (teste de variancia minima significativa) e os valores foram considerados

significativos quando p<0,05.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade da célula em manter uma concentracao nao téxica de ROS
através do seu sistema antioxidante € crucial para a sobrevivéncia da mesma. Um
grande acumulo de ROS intracelular pode criar um ambiente oxidativo o qual
promove a morte da célula por necrose ou apoptose. Por outro lado, um ligeiro
aumento de ROS é um estimulo para proliferagéo celular (COTRAN et al., 2000;
AHMAND et al, 2003).

As diferentes atividades do RV s&o atribuidas a suas propriedades
antioxidantes, com acado intra ou extracelular no metabolismo neutrofilico, o que
contribui para controlar o equilibrio redox inibindo a formagédo de ROS (KASAHARA
etal., 1997; YEN, 2003; CAVALLARO et al., 2003)

Dependendo do tipo de concentracao utilizada, o RV tem mostrado promogéo
ou inibicdo da proliferacéo celular e apoptose (CLEMENT et al., 1998; AHMAND et
al., 2003). O acumulo nuclear de COX-2 induzido pelo RV esta associado a ativagao
do gene p53 em células cancerosas segundo Zhang et al. (2004)

O indice apoptotico dos neutréfilos sem CAM e resveratrol e o com CAM e RV

em diferentes concentragbes incubados durante um periodo de 4 horas séo

# Software - Guava Express, CytoSoft Data Acquisition and Analysis Software. Personal Cell Analysis, v.4.1, 2006. Guava
Technologies, Industrial Boulevard Hayward, USA.
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mostrados na Tabela 1. Na presenca do CAM, os indices apoptoticos foram
superiores em todos os tratamentos, comprovando o efeito indutor de apoptose por
esta droga sobre neutréfilos de caes, conforme descrito recentemente por Barbosa
(2009).

TABELA 1. Valores médios, analise de variancia e erro padrao do indice apoptético
obtido pelo sistema Anexina V-PE, utilizando citometria de fluxo capilar, de
neutréfilos de dez cédes sadios incubados com resveratrol com e sem o uso de
(CAM) como indutor de apoptose. Aracatuba (SP), 2012.

indice apoptotico %

Concentragao Resveratrol (uM) Com CAM Sem CAM

0 27.48° 0.43°

30 29.73° 0.99°

60 28.05" 0.62°

90 27.42° 0.38°

Valor de p 0.93 0.74

Média 28.17 0.60

EP 2.43 0.17

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, diferem entre si (p<0,05)

pelo teste t.

A habilidade da citometria de fluxo em determinar a apoptose num grande
numero de células e de forma simultdnea, avaliando também subpopula¢des dentro
de um grande numero de células, € um dos grandes beneficios desta técnica em
comparagéo com outras, como morfologia e eletroforese em gel (Van EEDEN et al.,
1999). Neste experimento o estimulo utilizado para a apoptose foi a CAM (19,800
pmol/L), com tempo de incubagido de 4 horas, utilizando um Unico momento de
leitura através de citdbmetria de fluxo. Observou-se apoptose e auséncia de efeito
protetor pelo RV nas diferentes concentra¢des utilizadas respectivamente (27,48;
29,73; 28,05 e 27,42 %). Segundo Legarza (2006) a CAM induz apoptose em células
de cancer de cbélon humano por aumentar a producéo de fatores pré-apoptéticos,

dentre eles o p53. Se o RV consegue ativar o gene p53 conforme Zhang et al.
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(2004) afirmaram, o RV neste experimento atuaria como agente pré-apoptoético, o
que nao foi visto quando analisou-se os resultados.

A mensuracgio da apoptose dos neutrofilos por citometria de fluxo, utilizando-
se o sistema anexina V-PE, permite uma melhor avaliacdo dos efeitos obtidos pelas
diferentes concentragdes de RV, quantificando e diferenciando simultaneamente a
porcentagem de células viaveis, de células em apoptose inicial, final e apoptose
total, Tabela 2.

TABELA 2. Valores médios, analise de variancia e erro padrao da porcentagem de
neutréfilos viaveis, em apoptose inicial (Al), final (AF) e total (AT), obtidos pelo
sistema Anexina V-PE, utilizando citometria de fluxo capilar, de neutrofilos de dez
caes sadios incubados com resveratrol com e sem o uso de (CAM) como indutor de
apoptose. Aracgatuba (SP), 2012.

% neutrofilos

Resveratrol Com CAM Sem CAM
(uM)

Al AF AT Viaveis Al AF AT Viaveis
0 38.79° 19.54° 27.48° 8.28°  79.77* 0.39° 0.43° 98.0°
30 38.12° 14.92° 29.73° 8.19°  80.69* 0.36° 0.99° 98.6°
60 42.77° 14.70° 28.05° 8.27° 80.31° 0.52° 0.62° 98.4°
90 40.03° 17.62° 27.42° 8.27° 81.14* 0.37° 0.38° 98.8°
Valor de p 092 074 093 0.95 093 0.96 0.74 0.70
Média 40.75 16.70 28.17 68.94 8047 0.40 0.60 97.05
Erro padréo 578 199 243 2.15 530 0.09 0.17 0.58

Al- Apoptose Inicial; AF: Apoptose Final; AT: Apoptose Total (valores médios).
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, diferem entre si (p<0,05) pelo
teste t.

Através dos resultados da presente pesquisa apesar do RV ndo atuar como
agente anti-apdptotico também nao afetou a viabilidade celular, a qual permaneceu
normal para todas as concentrac¢des utilizadas. Encontram-se na literatura relatos
sobre a atividade do RV na apoptose, principalmente em linhagens de células
cancerigenas. Stocco et al. (2012) verificaram que em células humanas ECV304
tratadas com altas doses de RV (>20 uM) houve aumento na relacdo Bad/Bcl-2
(proteina proapoptoética/antiapoptédtica) Também em células endoteliais e em células

de cancer de colo uterino altas doses de RV (10-100 pg/mL) induzem apoptose e
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diminuem a atividade mitética, enquanto doses de (0,1-1,0 ug/mL) aumentam a
proliferacao celular (SZENDE et al., 2000).

Células ECV304 de carcinoma de bexiga mantidas em condi¢bes de estresse
oxidativo induzidas pelo peréxido de hidrogénio e pré-tratadas com RV em baixas
doses (2,5 pM) mostraram melhor permeabilidade celular e menor perda de DNA
(STOCCO et al, 2012). Assim, pensou-se que as diferentes concentracdes
utilizadas neste experimento, pudessem mostrar algum resultado, diminuindo a
apoptose em baixas concentra¢des ou aumentando na dose maxima de 90 yM.

Apesar de ndo se observar diferenca estatistica entre os grupos, quando se
avalia a porcentagem de células em apoptose final nos grupos utilizando o indutor
CAM, verifica-se uma discreta diminuicdo no grupo RV 30 e 60 quando comparado
ao RV 0. Ja nos grupos sem o indutor CAM observou-se maior porcentagem de
células em apoptose final para o grupo RV 60 quando comparado ao RV 0, (tabela
3).

Pelo exposto na literatura sobre apoptose de neutréfilos em humanos
observam-se resultados conflitantes. Em algumas situagbes em que o metabolismo
oxidativo dos neutréfilos € inibido, pode ocorrer uma diminuigdo da apoptose celular,
entretanto, a menor producdo de ROS favorece in vivo a instalagdo de infecgbes
bacterianas que pode acelerar a morte celular (YOSHIHITO et al., 1997).

O pré-tratamento com 100 yM de RV durante duas horas ndo protegeu
células cardiacas H9C2 de ratos da toxicidade causada pela produgdo de &nion
superoxido pelo sistema xantina-oxidase, ja um tempo maior de incubacgéo (> 48
horas) aumentou a atividade dos sistemas antioxidantes celulares, superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase (CAO; LI, 2004). No presente trabalho
apesar do RV permanecer incubado durante 4 horas, tempo passivel de penetragcéo
na célula, ndo houve efeito anti-apoptético nem mesmo diminui¢do da concentragéo
de superodxido (dados ndo publicados). No entanto, comparando as concentragdes 0
e 90 uM, observa-se que o RV nao afetou a viabilidade celular apés 1 hora de
incubacao, anteriormente ao estimulo da camptotecina, neste momento a viabilidade
de neutrofilos foi de 99% (dados ndo publicados). Mesmo apo6s trés horas de

incubacdo, ndo houve alteracdo na viabilidade quando comparado os valores do
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grupo estimulado e o ndo estimulado com CAM nas concentracdes de 0 e 90 uM de
RV, Tabela 3.

TABELA 3 - Valores médios e erro padrdo da viabilidade celular de neutréfilos
incubados com e sem CAM, sob diferentes concentragcdes de RV, avaliados através

de citometria de fluxo capilar. Aracatuba (SP), 2012.

Concentragéo % de neutréfilos

resveratrol(uM) Viaveis Sem CAM Viaveis Com CAM
0 98.0° 8.28°

30 98.6" 8.19°

60 98.4° 8.27°

90 98.8° 8.27°

Valor de p 0.70 0.95

Média 97.05 68.94

EP 0.58 2.15

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, diferem entre si

(p<0,05) pelo teste t.

V. CONCLUSOES

Considerando as evidéncias de que a apoptose celular é dependente tanto da
concentragdo de RV como de ROS, no presente estudo foi avaliada in vitro a
capacidade de diferentes concentragdes de RV inibir a apoptose dos neutréfilos do
sangue periférico de caes saudaveis. Os resultados obtidos indicam que o RV nao
alterou a viabilidade dos neutréfilos e que diferentemente de estudos realizados com
outros tipos celulares e espécies, o efeito anti-apoptético deste polifenol ndo foi
evidenciado. Considerando-se que este € o primeiro relato sobre a acdo do RV em
neutréfilos de caes, & necessario investigar os seus mecanismos moleculares na

apoptose celular.
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CAPITULO Ill - Resveratrol e niveis de superéxido em neutréfilos de cies

M. CASTRO?®, P. C.; CIARLINI'; B. F. ALMEIDAZ?; M. R. PACHECO?®

RESUMO: Os neutréfilos constituem cerca de 60 a 75% dos leucdcitos dos
carnivoros. Sao importantes células efetoras em inumeras condi¢des inflamatorias. A
destruicdo dos micro-organismos ocorre principalmente por mecanismos
dependentes de oxigénio e pela liberagdo de enzimas liticas dos granulos
intracelulares. As perturbacdes metabdlicas que ocorrem nos leucécitos durante a
quimiotaxia, ativagdo e fagocitose resultam na liberacdo de produtos ndo apenas
dentro do fagolisossoma, mas também no espacgo extracelular. Esses produtos séo
mediadores potentes da lesdo endotelial e tecidual e amplificam os efeitos do
estimulo inflamatério inicial. O objetivo deste trabalho foi verificar se o antioxidante
resveratrol, um antioxidante, em diferentes concentracbes, afeta os niveis de
superéxido em neutréfilos isolados de caes estimulados com PMA. Uma suspenséao
de neutrofilos de 1 x 10° mL de 10 cdes adultos higidos foram pré- incubadas com
diferentes concentracgdes finais de RV (0, 30, 60 e 90 ymol) durante 4 horas. A taxa
de producdo de superoxido foi determinada por citometria de fluxo capilar. Na
presenca de PMA a fluorescéncia média do brometo foi superior em todos os
tratamentos. Nos grupos tratados com RV e estimulados com PMA n&o houve
diminuicdo na quantidade de superdoxido. Também foi observado que as
concentragdes de RV utilizadas ndo afetaram a viabilidade celular As taxas de
producdo de superdxido ndo diferiram entre os tratamentos utilizados p>0,05.
Palavras — Chave: Citometria de fluxo, Espécie Reativa de Oxigénio, Explosao

respiratéria, Fagocitose.
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SUMMARY: Neutrophils constitute about 60 to 75% of carnivore’s leukocytes.
They are important effector cells in numerous inflammatory conditions. The
destruction of microorganisms occurs mainly by oxygen-dependent mechanisms
involving the generation of reactive oxygen metabolites and also the liberation of Iytic
enzymes from intracellular granules. Metabolic disturbances and membrane
disturbances that occur in leukocytes during chemotaxis, activation and phagocytosis
result in liberation of products not only inside the phagolysosome, but also in
extracellular space. These products are potent mediators of endothelial and tissue
injury and they broaden the effects of initial inflammatory stimulus. The objective of
this study was to check if resveratrol in different concentrations affects the level of
superoxide in neutrophils isolated from healthy dogs stimulated with PMA.
A final neutrophil suspension of 1 x 10° mL of 10 adult healthy dogs was aliquoted
and pre-incubated with different final concentrations of resveratrol (0, 30, 60 e 90
pmol) for 4 hours. Superoxide production rate was determined by capillary flow
cytometry. In PMA presence, bromide average fluorescence was superior in every
treatment. In the groups treated with resveratrol and stimulated with PMA there was
no reductions in amount of superoxide. Incubation of neutrophils with RV for 1 hours
has not changed oxidative metabolism of neutrophils, they were checked according
to the values of concentration 0 and 90 uM. The rates of superoxide production have
not differed among the treatments used p<0,05. It was also observed that the
concentrations of RV used did not affected cellular viability.
Keywords: Cytometry techniques, Oxidative Burst, Phagocytosis, Reactive oxygen

species



31

I. INTRODUGAO

Os neutrdfilos sao os principais leucécitos encontrados no sangue, constituem
cerca de 60 a 75% dos leucocitos dos carnivoros (KERR, 2003). Sdo importantes
células efetoras em inumeras condi¢des inflamatérias. A destruicdo dos micro-
organismos ocorre principalmente por mecanismos dependentes de oxigénio,
chamado de exploséo respiratéria ou oxidative burst, envolvendo a geracdo de
metabdlitos reativos de oxigénio e outro, envolvendo a liberagdo de enzimas liticas
dos granulos intracelulares, ocorrendo poucos minutos apos o estimulo dos
neutréfilos (COTRAN et al., 2000). Dessa forma, os neutréfilos representam a
primeira linha de células de defesa na protecdo do organismo contra infecgbes e,
representam papel importante na resposta do sistema imune (TIZARD, 2008).

Entretanto, excessiva produgdo de ROS pode mediar lesdo endotelial e
tecidual amplificando os efeitos do estimulo inflamatério inicial. Assim, uma
regulacao inefetiva ou ausente na producdo de ROS, tém papel fundamental na
patogénese de inflamacdes crdnicas como a artrite, asma, glomerulonefrite, lesdo de
reperfuséo, aterosclerose, entre outras (COTRAN et al.,, 2000; ENGELICH et al.,
2001).

A explosdo respiratoria de neutréfilos é caracterizada inicialmente pela
producao de superoxido, o primeiro ROS produzido ap6s o contato do fator
estimulante com o neutréfilo, pelo sistema enzimatico NADPH oxidase. ROS
liberados durante a ativagdo neutrofilica modulam o estado redox intra e extracelular
o qual por sua vez desempenha papel chave na regulagdo e amplificacdo da
resposta inflamatéria. Ha evidéncias de que disfun¢des neutrofilicas adquiridas s&o
importantes causas de infecgdo em pacientes diabéticos, com insuficiéncia renal,
hepatica e doencas auto-imunes entre outras (ENGELICH et al., 2001).
Comprovadamente compostos presentes no plasma de cades urémicos inibem a
producdo de superoxido de neutrofilos in vitro e in vivo (SOEIRO, 2010; SILVA,
2011).

O estado redox intracelular pode ser modulado por antioxidantes exdgenos

que atuam como doadores de elétrons ou por inibicdo das enzimas envolvidas na



32

producdo de ROS, incluindo inibidoras do complexo NADPH oxidase (CIZ et al.,
2012).

O efeito do RV sobre o metabolismo oxidativo de PMN em seres humanos
ainda & muito contraditério, em caes ainda nao foi estudado, contudo, sabe-se que
parte dessas divergéncias em neutréfilos humanos é devido ao método de
isolamento dos neutréfilos e quantificacao das ROS (SARDEMBERG et al., 2006).

Quanto a producao de ROS em neutréfilos isolados de cées, ndo se encontra
relato sobre o efeito do RV. Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar se 0 RV, em
diferentes concentracdes, afeta os niveis de superoxido em neutrofilos isolados de

cées saudaveis estimulados com forbol-12-miristato 13 acetato (PMA).

Il. REVISAO DE LITERATURA

Os neutréfilos sdo produzidos exclusivamente na medula déssea ativa de
animais domeésticos adultos sadios. Pode-se observar producdo extramedular,
principalmente no baco de animais jovens, e, nos casos de doenca inflamatéria
crbnica, em animais adultos no bago, figado e nos linfonodos. Cada mieloblasto
pode originar de 16 a 32 neutréfilos segmentados, o padrdo de produgcdo medular
corresponde a uma mistura de quantidade relativamente pequena de células
primitivas, uma quantidade maior de células intermediarias e varias células mais
maduras (THRALL, 2007). O controle da produgdo € mediada por um complexo
conjunto de citocinas e de fatores de crescimento. A liberagdo de neutrofilos da
medula éssea para o sangue pode ser acelerado pela IL-1, pelo fator de necrose
tumoral (TNF) e pelo fator indutor de leucocitose. O tempo para o mieloblasto
completar seu estagio de maturacao, originando o neutréfilo segmentado no sangue
em condi¢gdes normais é de sete dias. Essas células migram aleatoriamente aos
tecidos, assim, seu tempo de circulagéo é variavel e ndo esta relacionada a idade
celular (6 a 10 horas), portanto, a populacdo de neutréfilos do sangue se renova
duas a trés vezes ao dia. Os fatores quimiotaticos liberados no sitio da leséo,
associados aos eventos vasculares, favorecem o consumo de neutréfilos (KERR,
2003; THRALL, 2007).
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A microscopia eletrnica, muitos tipos diferentes de granulos ricos em
enzimas podem ser observados no citoplasma dos neutréfilos, alguns destes
granulos contém enzimas como mieloperoxidase, lisozima, elastase, B-glicuronidase
e catepsina B. Outros granulos ndo contém mieloperoxidase, mas possuem lisozima
e colagenase e a proteina ligante de ferro, lactoferrina (KERR, 2003; TIZARD,2008).

A formacgédo de ROS por neutréfilos é catalisada por uma proteina ligada a
membrana, a NADPH oxidase, a qual é inativa em células em repouso e torna-se
ativada durante o processo de fagocitose ou seguindo a interagdo destas células
com estimulantes soluveis. O caminho para ativagcao desses neutrofilos € chamado
de explosdo respiratéria, porque inicialmente foi descrita como um repentino
aumento do consumo de oxigénio ocorrendo poucos segundos apés a interagdo da
célula com o agente estimulante (BELLAVITE, 1988). Neutréfilos em repouso néo
séo diretamente ativados ao sofrerem um primeiro estimulo, mas, permanecem mais
sensiveis a ativacdo da NADPH oxidase, podendo ativar-se totalmente quando
expostos a um segundo estimulo (AQUINO et al., 1998).

Quando os neutréfilos se ligam a citocinas, como o TNF-a, ou sdo exposto a
outros estimulos inflamatérios o complexo NADPH-oxidase é formado. Uma vez
formado, ocorre a conversdo NADPH, a forma reduzida da NADP (nicotinamida
adenina dinucleotideo fostato) a NADP " liberando elétrons (COTRAN et al., 2000).
Uma molécula de oxigénio aceita um elétron doado, o que leva a geracédo do anion

superoxido (o ponto em *O, " indica a presenca de um elétron ndo-pareado):

NOXX

NADPH +20, —  NADPH"+ H"+2:0;,"

O complexo NADPH oxidase é composto basicamente por 3 subunidades
citosolicas p67phox, p40phox e p47phox e duas unidades intramembranares gp
91phox e p22 phox juntamente com o citocromo b558. A ativagao deste complexo
da-se através de um sistema de segundo mensageiros de fosfolipideos de
membrana. Assim que o neutrofilo é estimulado a enzima fosfolipase C catalisa a

degradacdo de fosfolipideos de membrana em dois segundos mensageiros:
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diacilglicerol e trifosfato de fosfatidilinositol. O diacilglicerol ativa a proteina quinase
C e esta entéo fosforila uma série de outras proteinas que entédo translocam as 3
subunidades citoplasmaticas para a membrana onde formam um complexo ativo
com o citocromo (NELSON et al., 2004; CUNNINGHAM, 2004).

A NADPH" acelera o desvio da hexose monofosfato, uma via metabdlica que
converte a glicose a pentose e CO; e libera energia, que é usada pela célula. As
duas moléculas de +O, ~ interagem espontaneamente (dismutag&o), gerando uma
molécula de H;0,, sob a influéncia da enzima superoxido dismutase (COTRAN et
al., 2000; TIZARD, 2008).

Superoxido dismutase

2:0, "+ 2H" > H202 + O

O peréxido de hidrogénio é convertido a compostos bactericidas, através da
acdo da mieloperoxidase, a mais importante enzima presente nos granulos dos
neutrofilos. Esta enzima catalisa a reagéo entre o peroxido de hidrogénio e os ions
haletos (CI', Br, I" ou SCN") produzindo hipo-haletos (TIZARD,2008):

Mieloperoxidase

H.O,+CIT @ ——— H.O + OCI’

O OCI é o principal produto do metabolismo oxidativo dos neutréfilos, ndo se
acumulando nos sistemas bioldégicos mas desaparecendo em multiplas reacgdes.
Enquanto houver um suprimento de H,O, a mieloperoxidase usara o CI” plasmatico
para formar OCI". OCI destruira as bactérias oxidando suas proteinas e seus lipideos
e aumentando as atividades bactericidas das atividades lisossomicas (COTRAN et
al., 2000; TIZARD,2008).

Os neutrofilos contém grandes quantidades de glutationa, que reduz os
oxidantes. Os metais redox-ativos, como o ferro, podem se ligar a lactoferrina,
minimizando a formagé&o de OHe, e os antioxidantes, como o &cido ascérbico e a

vitamina E interrompem essas reac¢des (TIZARD, 2008).
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A fagocitose também ocorre através de enzimas liticas, metabolismo nao
oxidativo. Nessa situagédo o conteudo dos fagossomos é continuamente acidificado
para a agado das proteases granulares. Quando o agente liga-se a membrana do
neutréfilo, os lisossomos migram através do citoplasma, fundem-se aos fagossomos
em maturagéo, fagolisossomo, e, liberam suas enzimas (MOREL et al., 1991;
TIZARD, 2008). O aumento da forca iénica dentro dos fagossomos libera enzimas
como a elastase e catepsina G de suas matrizes proteoglicanas sulfatadas, lisozima,
proteases, hidrolases acidas e mieloperoxidase. Os neutréfilos também possuem
peptideos antimicrobianos compostos principalmente pelas defensinas, catelicidinas
e as serprocidinas. Duas outras importantes proteinas antibacterianas sdo a BPI
“bactericidal permeability-increasing protein” e a calprotectina (HALLIWELL, 1993).

Sob a influéncia de produtos bacterianos, como os lipopolissacarideos
bacterianos (LPS), os neutréfilos podem secretar muitas citocinas diferentes, como a
IL-1a, IL-1B, IL-1 RA, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10 e o fator transformador de crescimento
— B (MOREL et al., 1991; HALLIWELL, 1993; TIZARD,2008).

As perturbacbes metabdlicas e da membrana que ocorrem nos leucocitos
durante a quimiotaxia, ativagdo e fagocitose resultam na liberacdo de produtos n&o
apenas dentro do fagolisossoma, mas também no espago extracelular. As mais
importantes dessas substancias liberadas pelos neutréfilos sdo (1) enzimas
lisossdmicas, presentes nos granulos; (2) metabdlitos ativos derivados do oxigénio
(ROS); e (3) produtos do metabolismo do acido araquiddnico, incluindo as
prostaglandinas e leucotrienos. Esses produtos sdo mediadores potentes da leséo
endotelial e tecidual e amplificam os efeitos do estimulo inflamatério inicial. Portanto,
se persistente e desimpedido, o infiltrado de leucécitos torna-se o proprio agressor, e
a lesdo tecidual dependente de leucocitos da origem a muitas enfermidades
humanas como: artrite, asma, glomerulonefrite, lesdo de reperfusdo, aterosclerose,
entre outras (COTRAN et al., 2000)

Uma grande quantidade de agentes é capaz de estimular o complexo
enzimatico NADPH oxidase em macroéfagos e neutréfilos em sistemas ex vivo, tanto
substancias soluveis quanto particuladas. Entre os primeiros incluem-se os
peptideos quimiotaticos, como o formil-metionil- leucil- fenilalanina (fMLP) e os

ésteres de forbol como o forbol-12-miristato 13 acetato (PMA). Dentre os
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particulados incluem bactérias, leveduras e complexos antigeno/anticorpo
opsonizados por componentes do sistema complemento (ANDREWS; BABIOR,
1984; BRIGADAO; COLEPICOLO, 1996). Como componente solivel o PMA
promove a explosdo respiratéria em células fagocitarias através da ativagdo direta
da proteina quinase C (PKC), relacionada com os mecanismos de degranulagéo e
producdo de ROS. O PMA ativa a PKC diretamente devido a sua caracteristica
apolar que o permite atravessar a membrana celular facilmente, permitindo a
ativacado de forma prolongada, pois ndo é metabolizado pela célula (PONGRACZ et
al., 1994). Essa ativagéo permite que a PKC fosforile residuos de serina e treonina
em uma vasta gama de substratos proteicos. A fosforilagdo de outras proteinas
citosdlicas foi também relacionada como essencial para a explosédo respiratéria
desencadeada pelo PMA (HEYWORTH; DADWEY, 1990; TOKER, 1998). A PKC é
composta de 2 subunidades: a) subunidade regulatéria que apresenta os dominios
C1, responsavel pela ligagdo com o diacilglicerol (DAG) e com o (PMA), e a C2,
responsavel pela ligagdo com o calcio, e b) a subunidade catalitica altamente
conservada dentre as diferentes isoformas, que apresenta os dominios C3 e C4
responsaveis pela ligagdo do ATP e do substrato, respectivamente (MICHIE;
NAKAGAWA, 2005).

Davalos et al. (2009) avaliaram se os polifenélicos presentes no suco de uva
afetavam subunidades da NADPH oxidase. Assim utilizaram neutréfilos, células
mononuclares, células HL-60 e uma linhagem de células endoteliais EA.hy926 in
vitro de forma dose dependente. Nesse ensaio a produgdo de superdxido foi
mensurada com a utilizacdo de 2'7'diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) e
lucigenina. Suco de uva e vinho tinto reduziram p47phox, p22phox e gp91phox,
polifendélicos puros, particularmente quercetina reduziu a expressao da subunidade
p47phox. A eficacia desses polifenélicos foi comprovada apds esses serem retirados
do meio celular sugerindo seus efeitos como varredores de radicais livres ou por
regulacéo intracelular ou ambos.

A detecgdo de ROS geradas durante a ativagao dos neutréfilos também pode ser
realizada através da quimioluminescéncia. E uma técnica frequentemente utilizada e
apresenta sensibilidade e baixo custo, entretanto, € questionada porque a reducgéo
da lucigenina pode gerar O, " (HASEGAWA et al., 1997; KOPPRASCH et al., 2003).
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Segundo Hoelzl et al. (2005) uma ampla variedade de técnicas in vitro tem
sido desenvolvidas para a deteccdo de espécies reativas de oxigénio. A producgéo
intracelular de ROS pode ser detectada com a utilizagdo de sondas fluorescentes e
posteriormente mensurada por citometria de fluxo. Os diferentes métodos fornecem
resultados que variam grandemente, principalmente pela formagéo de artefatos
durante a preparagdo da amostra, pois o isolamento pode aumentar a produgcao de
superoéxido por neutroéfilos.

Eickhoff et al. (2004) tentaram elucidar a razdo para a alta variagdo na
atividade fagocitica e produgédo de ROS de neutréfilos de caes adultos saudaveis.
Determinaram que o histopaque n&o influencia a produgcdo de ROS, embora
influencie diminuindo a capacidade fagocitica das células. A estocagem de PMN a
temperatura ambiente durante 24 horas nao influenciou nenhuma das duas variaveis
estudadas. J& Ruauxx e Wiliams (2000) n&do recomendam a estocagem de
neutréfilos para avaliagdo da producao de ROS.

Van Eeden et al. (1999) afirmam que manter as amostras de sangue em
temperatura ambiente apdés a colheita é importante para reduzir as mudancas
artefatuais na avaliagdo da ativagdo celular neutrofilica. Os mesmos autores
afirmam que a habilidade da técnica de citometria de fluxo em determinar a
apoptose num grande numero de células e de forma simultanea, avaliando
subpopulagdes dentro de um grande numero de células, € um dos grandes
beneficios dessa técnica em comparagdo com outras, como morfologia e
eletroforese em gel.

Para KAMPEN et al. (2004) a citometria de fluxo representa conveniente
alternativa para os métodos classicos para determinar a exploséo respiratoria em
neutréfilos de sangue total de bovinos. A técnica assegurou repetidos resultados
iguais quando executada da mesma forma e no mesmo dia ndo necessitando
isolamento celular, ou grandes quantidades de sangue. Com o advento de inumeros
novos fluorocromos e analises multiparamétricas, & possivel avaliar diversas fungdes
de neutréfilos na mesma populagéo de células. A citometria promove uma rapida
avaliagdo das anormalidades neutrofilicas e reflete de forma mais fidedigna seu
comportamento in vivo. Em neutréfilos normais ou com anormalidades funcionais o

uso da citometria de fluxo tem ajudado no entendimento na patogénese das
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doencgas, através do uso de anticorpos monoclonais fluorescentes especificos contra
antigenos intracelulares ou de superficie e fluorocromos (van EEDEN et al., 1999).

Estudos realizados por Carden e Granger (2000) e Saito et al. (2005)
comprovaram os efeitos benéficos do RV em lesdes renais de isquemia e
reperfusdo. Sener et al. (2006) constataram que a redugdo das lesbes renais em
ratos tratados com RV foi devido a: (1) capacidade em manter o status oxidante-
antioxidante; (2) inibicdo da infiltracao neutrofilica no tecido renal; (3) regulagéo de
mediadores inflamatérios (TNF-a e lactato desidrogenase) e (4) capacidade de
protecdo de membranas, conforme observado pelos niveis de malondialdeido,
glutationa e oxido nitrico teciduais.

Tou e Urbizo (2001) estudaram in vitro o efeito do RV na inibicdo da
fosfolipase D e seus substratos, acido fosfatidico, fosfatidilinositol e diacilglicerol em
neutréfilos estimulados por fMLP e PMA. O efeito foi obtido em doses de 42,4 yM.
Também Leiro et al. (2004) observaram a inibicao direta da NADPH oxidase pelo
isbmero cis-resveratrol em macréfagos, mesmo em baixas concentragées 1 pM. Os
autores comentam que a conformacgido espacial , cis ou trans-resveratrol néo
modifica sua interagdo com os sitios de acdo na célula. Lépez-Sepulveda et al.
(2011) avaliaram a agéo do RV na endotelina-1(ET-1) na aorta de ratos e produgéo
de O, " vascular direta. A ET-1 aumenta o estresse oxidativo (com subsequente
aumento da producgdo de O, °) pela inativagdo do ON. O RV inibe esse papel toxico
da ET-1 pela inibicao da NADPH-oxidase.

Cavallaro et al. (2003) avaliou em humanos o efeito do RV em sangue total,
particularmente quanto a geragéo de superoxido, e em neutréfilos isolados quanto a
quimiotaxia, produgcédo de acido hipocloroso (HOCL), éxido nitrico e geragao de
superdxido. Nesse experimento os autores utilizaram uma ampla diferenga nas
concentragdes de RV (4,38 nM a 43,8 uM). A producao de superdxido no sangue
total e nos neutrofilos foi inibida em minimas concentragbes (4,38 nM) de RV em
neutrofilos estimulados com fMLP e Zimosan. Ja em niveis basais de produgao de
superoxido, o RV demonstrou efeito inibitério somente em altas concentracdes. A
producao de HOCL, a de ON e a quimiotaxia de neutréfilos foram inibidas de forma

dependente da dose, significativa em altas concentragdes.
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A habilidade do RV em inibir a producdo de ROS em mondcitos foi
investigada por Poolman et al. (2005) utilizando isoluminol, luminol, lucigenina e 27
diclorofluoresceina. Nas doses de (0,1 a 50 yM) RV inibiu a formagéo de ROS em
células estimuladas por fMLP, PMA e acido araquiddnico ap6s 1 hora de incubacéo,
ou quando adicionados diretamente na reacdo. O efeito inibitério do RV em células
estimuladas com fMLP foi relacionada com o efeito inibitério na fosfatidilinositol 3-
cinase (PI3K) um mediador central de varias importantes fungdes leucocitarias como
quimiotaxia, fagocitose e ativagcdo de NADPH oxidase e também da proteina cinase
B (Akt) outro sinalizador intermediario para ativacao dessa enzima.

Oliveira et al. (2002) avaliando o efeito do flavanéide quercetina sobre o
metabolismo oxidativo de polimorfonucleares de coelhos apéds interacdo com
imunocomplexos da classe G, observaram através de quimioluminescéncia que
houve inibicdo da producdo de ROS, mas que esse fato ndo estava relacionado a
inibicdo da fagocitose e sim aos efeitos da quercetina como sequestrante de ROS ou
ainda pela inibigdo das enzimas relacionadas a produgao dos mesmos.

Em neutréfilos humanos estimulados com 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato
(TPA) um promotor tumoral que aumenta a producdo de ROS foi verificado por
Ignatowicz et al. (2003) que o RV em doses de 5,76 yM, demonstrou menor geragao
de ROS por essas células através da técnica de quimioluminescéncia quando
comparado a outros compostos fendlicos.

Reducgédo do ferrocitocromo c, ressonancia de spin eletrénico e HE foram
técnicas adequadas para deteccao de baixas concentragbes de anion superdxido de
células endoteliais segundo Barbacanne et al. (2000) ja a quimioluminescéncia
utilizando lucigenina ndo foi eficaz. Esta ultima técnica é questionada porque a
reducéo da lucigenina pode gerar O;".

Ciz et al. (2008) verificaram a habilidade de quatro antioxidantes, catenina,
epicatenina, quercetina e RV na diminuicdo do estresse oxidativo usando
macrofagos RAW 264.7. Todos os compostos testados inibiram a
quimioluminescéncia produzida pela estimulacdo das células com PMA. O efeito do
RV se destacou entre todos os testados, pois, em concentragcbes 50 pm
marcadamente inibiu a quimioluminescéncia. Os autores verificaram que estes

compostos nado afetaram a viabilidade das células. Para eles, o potencial
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antioxidante é dependente da organizacdo e do numero de grupos hidroxil e da
extensao da estrutura de conjugacgao. A dupla ligacdo C-2,3, presente na quercetina
e no RV pode ser importante para a inibicido de ROS e ON.

O RV ¢ absorvido e metabolizado pelo intestino delgado e figado. Isso se
torna importante, pois, um intenso metabolismo desse componente pode restringir a
sua biodisponibilidade quando administrado via oral (WENZEL; SOMOZA, 2005). A
absorcédo se da rapidamente por transporte passivo. O RV é absorvido do sangue
pelos hepatécios através de um processo passivo e utilizando carreador, resveratrol-
albumina-proteina (LANCON et al.,, 2004) Segundo Jannin et al. (2004) a
comprovagao que o RV liga-se a albumina foi obtida em seus experimentos quando
quantidades iniciais de RV (5 yM) ligaram-se totalmente com a proteina apo6s 24 h
de incubagdo com albumina sérica bovina. No plasma é detectado apds 15 minutos
de sua administracdo oral e atinge o pico aos 30 minutos. Suas formas conjugadas
glucoronideo e sulfato sdo detectadas no plasma ap6s 3 h o que sugere sua parcial
metabolizacdo no intestino delgado e distribuicdo aos tecidos na sua forma
conjugada (YU et al., 2002; VITRAC et al., 2003). Bertelli et al. (1998) reportou em
seus estudos que no figado e no rim de roedores altas concentragées de RV foram
observadas ap6s uma hora da administracado oral e valores basais retornaram em 4
horas. A concentracdo diminui com o tempo, sendo renal a excrecdo do RV. Em
humanos a forma livre do RV (aglicone) é obtida no plasma em valores minimos de
1,7 a 1,9% (GOLDERBEG et al., 2003)

Em humanos ocorre recirculagdo entérica dos metabdlitos por reabsorgéo
intestinal apds hidrélise. Mesmo apéds utilizagcao do RV por via intravenosa observou-
se extenso metabolismo. A maioria do RV absorvido em humanos foi convertido em
glucuronideo (16.8%) o qual foi o principal metabdlito luminal (de SANTI et al., 2000;
WENZEL; SOMOZA, 2005).

Na literatura sdo escassos os trabalhos avaliando o metabolismo oxidativo de
neutrofilos em caes, nos Ultimos dois anos nao foram verificados publicagéo
envolvendo produgcdo de superdxido mensurada através de citometria de fluxo
utilizando sonda HE (SUCH et al., 1983; EICKHOFF et al., 2004). A utilizagdo do RV
como antioxidante & amplamente descrito conforme observado na literatura

supracitada.
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lll. MATERIAL E METODOS
lll.1 Seleg¢ao dos animais

Para este estudo, 10 caes adultos com peso variando de 7 a 20 Kg, de varias
racas, machos ou fémeas, foram submetidos a exame fisico geral segundo Feitosa
(2008), e a laboratoriais como hemograma, quantificagédo sérica de acido urico,
albumina, colesterol, triglicerideo, creatinina, glicose, ureia, proteina total, aspartato
amino transferase (AST) e alanino amino transferase (ALT) para a comprovagéo da
higidez dos animais. Foi utilizado como critério de exclusao de caes o histérico de
tratamento recente com antibidticos e anti-inflamatérios que poderiam interferir no

metabolismo oxidativo dos PMN.
111.2 Analises laboratoriais

Os valores do hemograma foram obtidos utilizando-se contador
eletronico® de células sanguineas previamente calibrado conforme recomendacdes
do fabricante. A contagem diferencial dos leucocitos foi obtida pela analise
microscopica de esfregagos corados com Panético Répido5. A determinacéo do
volume globular foi realizado pelo método do micro-hematécrito (THRALL et al.,
2007). Todas as analises bioquimicas foram realizadas em um analisador
bioquimico automatizado®, previamente ajustado com calibrador comercial e
controles nivel | e II”. Utilizando-se reagentes comerciais e temperatura de 37°C, a
concentragdo sérica de wureia foi determinada pelo método enzimatico
UV®(urease/glutamato desidrogenase); a creatinina pelo método cinético® (picrato
|10

alcalino); albumina pelo método de verde de bromocresol ~; colesterol pelo método

enzimatico'' (oxidase/peroxidase); glicose pelo método enzimatico (glicose

4 Contador eletrdnico hematologico veterinario, Mod. CC-530, CELM, Sao Paulo-SP
® Panético rapido LB — Laborclin, Pinhais-PR

5 Analisador automatico BTS, mod. 370 plus, BioSystems, Barcelona, Espain

” Calibrator serum, C6d.18011, BioSystems, Barcelona,Espain

8 Urea/BUN-UV,Cod. 11516, BioSystems, Barcelona,Espain.

i Creatinine, Cod.11502, BioSystems, Barcelona,Espain.

'® Albumine, Cod.11574, BioSystems, Barcelona,Espain

" Cholesterol, C6d.11505, BioSystems, Barcelona,Espain

"2 Glucosa, Cod.11503, BioSystems, Barcelona,Espain
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oxidase/peroxidase); os ftriglicerideos pelo método enzimatico-colorimétrico™ e
AST™ e ALT"™ pelo método cinético (UV).

111.3 Colheita e acondicionamento das amostras

Utilizando-se seringas e agulhas hipodérmicas descartaveis 25 x 0,8 mm,
colheu-se 10 mL de sangue total da veia jugular, desses, 8 mL foram
acondicionados em tubos heparinizados para a avaliagao do metabolismo oxidativo.
Para a realizacdo do hemograma, parte do sangue total foi acondicionado em tubos
com K2- EDTA e outra parte para obtencdo de soro, foi acondicionada em tubos
sem anticoagulante. Parte do soro obtido foi utilizado para os testes bioquimicos, as

amostras sanguineas foram processadas imediatamente apés a colheita.
I1l.4 Isolamento, purificagao e viabilidade dos PMN

Os PMN foram isolados imediatamente ap6és a colheita, conforme
metodologia descrita por Hirayama et al. (2000), com pequenas modifica¢des a fim
de evitar a lise eritride e prevenir ativagéo artificial dos PMN. Quatro mililitros de
sangue total heparinizado (100 Ul/ml) foram transferidos para tubos cénicos de
polipropileno estéreis contendo partes iguais de Histopaque'™ 1119 e 1077,
totalizando 6 mililitros de duplo gradiente de separagéo. Apoés centrifugacédo a 2000
rom por 30 minutos, a camada de PMN foi aspirada com ponteiras siliconizadas,
lavada duas vezes com tampéao de lise (cloreto de amdnia 0,8%) e uma vez com
HBSS". Apbs o descarte do sobrenadante, as células foram diluidas em meio RPMI
para obter a concentracdo de PMN final de 1 x 10 , com pureza e viabilidade
minima de 95%. Esta concentracgéo foi obtida através do seguinte calculo:

N x 2 x 10, sendo:
N= n° de células contadas em 1 quadrante de leucocitos

2= fator devido a diluicao inicial com o azul de tripan

" Triglicérides PP, Cod. 459, GoldAnalisa, Minas Gerais, Brasil
" AST, Cod. 442665, Beckman Coulter do Brasil Com e Imp de Prod de Lab Ltda, Sdo Paulo, Brasil
1’ ALT, Cod. 442620, Beckman Coulter do Brasil Com e Imp de Prod de Lab Ltda, Sdo Paulo, Brasil
"®Histopaque®-1119, Cod. 1119-1, Sigma, St. Louis, USA.

Histopaque®-1077, Cod. 1077-1, Sigma. St. Louis, USA.
""Hanks balanced salt solution (HBSS) modified, Cod. H 9394, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
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10= fator da area contada (1 quadrante de leucécitos)

Este resultado deve ser dividido por 1000, assim obtém-se a concentracdo de
neutréfilos (x108/mL).

Posteriormente realiza-se uma regra de trés simples para descobrir o volume
necessario de neutréfilos para obter-se a concentragao desejada.

[PMN] -------- 1000 pL (volume desejado — 1 mL)

1,0 x 108 ——--x uL

Conforme recomendacdes de Metcalf et al. (1986), o grau de viabilidade dos
PMN foi determinado pelo método de exclusdo do azul tripan, a concentragdo em
camara de Neubauer e o grau de pureza estimada a partir da contagem diferencial

de 100 células das amostras citocentrifugadas'® e coradas™®.

II1.5 Delineamento experimental

Uma suspensdo de neutréfilos final de 1 x 10° mL foram aliquotadas e pré-
incubadas com diferentes concentragdes finais de RV (0, 30, 60 e 90 ymol) durante
uma hora (producao de superoxido), sendo mantidas em banho maria e agitadas por
um minuto (600rpm) a cada 15 minutos em um agitador térmico computadorizado. O
controle (RV 0) foi submetido as mesmas condi¢cbdes das outras amostras.

Todos os ensaios foram realizados simultaneamente e imediatamente apos o

isolamento.
11l.6 Determinagao da produgao de superéxido

Para determinacdo da producdo de superdéxido 180 pL das amostras
contendo uma suspensdo de neutrofilos final de 1 x 10° mL com e sem RV foram
incubadas durante uma hora. Posteriormente foi acrescida a esta solugdo 20 L de
HE (0,1mmol/L). Como controle positivo, as aliquotas de 180 L foi adicionado 20 yL

PMA? (3,2umol/L). Apos nova incubagdo a 37° C por 15 minutos a amostra foi

'8Centrifuga Citolégica Microprocessada REVAN, Mod. 2000D, Cientec,SP
"Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais- PR.
2 Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), Cat. P8139, Sigma, St. Louis, USA.
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mantida em banho de gelo e protegida da agcédo da luz até o momento da leitura. A
concentragao de superoéxido foi quantificada em citdmetro de fluxo capilar21 ajustado
para o comprimento de onda maximo para emisséo (593nm) e excitagao (473nm) do
brometo de etidio. Foram adquiridos 10.000 eventos e analisados em programa
computacional especificozz. Os granulécitos foram distinguidos dos mondcitos e
linfécitos remanescentes devido ao seu maior tamanho e granulosidade. Todas as

analises foram feitas em duplicata.

1.7 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram efetuadas empregando-se programa
computacional Anova seguida pelo teste LSD (teste de varidncia minima

significativa) e os valores foram considerados quando p<0,05.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores do perfil bioquimico, das contagens globais de hemacias e
leucécitos dos 10 cdes permaneceram dentro dos limites da normalidade referidos
por Kerr (2003), confirmando a boa condicdo de saude sugerida pelo exame clinico
geral dos animais estudados.

Todas as amostras incubadas com PMA demonstraram uma ativacao
neutrofilica e aumento na producéo de superéxido conforme observado na Tabela 1.
Porém, as taxas de producédo de superoxido ndo diferiram entre os tratamentos
utilizados p>0,05. De acordo com Ward e Mcleih (1995) o PMA estimula a explosao

respiratéria por atuar na proteina quinase C.

' Guava EasyCyte Mini ®, Guava Technologies, Industrial Boulevard Hayward, USA.
2 Software - Guava Express, CytoSoft Data Acquisition and Analysis Software. Personal Cell Analysis, v.4.1, 2006. Guava
Technologies, Industrial Boulevard Hayward, USA.
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Tabela 1 — Valores médios, analise de variancia e erro padrdo da concentragéo
arbitraria de superoxido (Fluorescéncia vermelha média do brometo de etidio) obtida
em citdmetro de fluxo utilizando sonda Hidroetidina (HE), do metabolismo oxidativo
de neutréfilos de cdes sadios incubados com resveratrol nas concentracdes de O,
30, 60 e 90 yM. Aracatuba (SP), 2012.

Concentre-=- Fluorescéncia do brometo
resveratrc ‘.Z'R\,BO Com PMA Sem PMA
0 480.28° 184.52°
30 515.00° 169.02°
60 538.57° 166.33"
90 476.30° 169.90°
Valor de p 0.98 0.72
Média 502.53 175.52
Erro Padrao 80.72 18.37

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, diferem entre si
(p<0,05) pelo teste t.

Para evitar qualquer possivel artefato nas andlises, os neutréfilos foram
isolados sempre no mesmo horario e logo apdés a colheita do sangue. Segundo
Franck et al. (2006) os grupos hidroxil do RV s&o hidrofilicos e diminuem a
penetragdo do mesmo nas membranas. Por esse motivo, deve-se incuba-lo por
tempo prolongado, pelo menos maior do que 10 minutos.

Neste experimento utilizando RV na concentracado de 90 uym, alta de acordo
com Cavallaro et al. (2003); Poolman et al. (2005) e FRANCK et al. (2006). Nao
houve efeito inibidor nos niveis de superoxido, embora, quando comparado os niveis
de fluorescéncia do brometo no grupo com e sem PMA na concentragdo 90 ym com
o controle RV 0, observa-se discreto efeito inibidor, mesmo nao tendo apresentado
significancia estatistica.

Dentre as técnicas empregadas para deteccdo de ROS em neutrdfilos,
algumas mensuram a liberagdo de ROS extracelular (redu¢do do citocromo c,
quimioluminescéncia amplificada por luminol ou lucigenina) outras, mensuram a
liberacdo de ROS intracelular (NBT e citometria de fluxo analisada por diferentes
sondas) (HASEGAWA et al., 1997; KOPPRASCH et al., 2003; HOELZL et al., 2005;
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DAVALOS et al., 2009). Dessa forma, esperava-se que com a técnica de deteccado
utilizada, citometria de fluxo, a qual apresenta inumeras vantagens sobre outras,
aqui no texto relatadas, obteriamos resultados satisfatorios com a utilizagédo do RV.
A sonda HE apresenta especificidade muito boa, porém, pode reagir com o peroxido
de hidrogénio além do superoxido (ELBIM; LIZARD, 2009). Também na avaliagdo de
superéxido produzido por células endoteliais a sonda HE é adequada, segundo
BARBACANNE et al. (2000).

As doses de RV escolhidas para esse experimento estdo de acordo com
aquelas observadas em literatura descritas por Tou e Urbizo (2001), Cavallaro et al.
(2003) e Poolman et al. (2005) para estudos in vitro com células isoladas. No
trabalho buscava-se um efeito dose dependente diminuindo a producédo de
superéxido, semelhantes aos dos autores supracitados, mesmo porque, neste tipo
de experimento, a técnica utilizada é mais especifica para a deteccdo de ROS,
segundo Kampen et al. (2004).

Neste estudo foi utilizado o trans-resveratrol (ndo conjugado), in vivo se sabe
que o RV sofre metabolizacao intestinal e hepatica, o que ndo ocorre em sistemas in
vitro. Assim, pode-se imaginar que o seu efeito ndo foi observado por este motivo,
embora Tou e Urbizo (2001) e Cavallaro et al. (2003) utilizaram a mesma forma de
RV e comprovaram efeitos. A habilidade do RV em diminuir o estresse oxidativo
promovido pelo PMA em macrofagos foi também observado por Ciz et al. (2008),
além deste efeito, o composto nao alterou a viabilidade celular.

Segundo Freitas et al. (2009) a escolha do meio de incubagdo bem como a
metodologia utilizada para detectar a explosdo respiratéria de neutréfilos tem uma
grande influéncia nos resultados posteriores. Diversos testes descritos na literatura
em sistemas in vitro requerem rigoroso controle de diversos parametros fisicos e
quimicos como osmolaridade, pH, pO, e temperatura; estes cuidados garantem boa
viabilidade celular. Os valores médios de fluorescéncia do brometo deste estudo
utilizando metodologia semelhante foram maiores do que aqueles encontrados por
Soeiro (2011) e muito menores do que aqueles observados por Eickhoff et al. (2004)
utilizando uma concentragcdo menor de PMA, demonstrando a grande variabilidade
de resultados de animal para animal e de pesquisador para pesquisador. Aventa-se

a hipétese de que o RV pode ter atuado em outro sistema enzimatico que néo o
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NADPH oxidase da membrana celular pois, Van Eeden (1999) recomenda cuidados
com a manipulagdo para reduzir mudancgas artefatuais na avaliacdo da ativacéo
neutrofilica.

O teste de reducdo do tetrazélio nitroazul (NBT) para avaliagdo do
metabolismo oxidativo de neutréfilos em equinos foi utilizado por SILVA et al. (2010).
Para tal grupo, esse teste constitui-se numa metodologia bastante util e facil de ser
executada. Porém, em condi¢des de estresse, além do préprio superéxido, o NBT
pode ser diretamente reduzido por antioxidantes ou indiretamente por radicais
produzidos por antioxidantes (MACDONALD-WICKS et al., 2006), esse foi o motivo
pelo qual tal técnica ndo foi empregada no presente experimento.

O RV pode inibir ou estimular a produc¢éo intracelular de ROS, dependendo
do tipo celular. O H,O, desencadeia a apoptose por diminuir as quantidades de 0% e
pH citosdlico, assim criando um meio intracelular permissivo para a apoptose. Um
discreto aumento no O% pode inibir a apoptose através de um efeito direto ou
indireto na ativacdo das caspases (AHMAD et al., 2003). Neste trabalho, o aumento
nos niveis de superoxido ndo apresentou correlagdo com o aumento dos indices
apoptotico (dados n&o publicados).

O efeito inibitério do RV na produgédo de ROS se deve a sua agdo na
fosfolipase D (TOU; URBIZO, 2001) sob acgido direta no complexo enzimatico
NADPH oxidase (LEIVO et al., 2004) inibindo a PKC e IP; (POOLAN et al., 2005) e
extracelularmente por atuar na enzima MPO (FRANCK et al.,, 2006). Ainda
OLIVEIRA et al. (2002) confirmaram a agéo sequestrante de ROS ou inibicdo dos
sistemas enzimaticos responsaveis pela sua produgao.

S&o0 escassos estudos publicados que utilizam a sonda HE para quantificagéo
de superdxido em neutrofilos de caes, necessitando ainda cuidado na interpretagéo
dos resultados obtidos com esta metodologia (SUCH et al., 1999, EICKHOFF et al.,
2004). Mesmo assim, pela limitacdo que outras sondas oferecem, esta tornou-se a
de escolha pela sua especificidade (ZIELONKA; KALYANARAMAN, 2010).



48

V. CONCLUSOES

Concluiu-se através deste estudo que neutréfilos isolados de cdes sadios
estimulados com PMA e incubados com RV em diferentes concentracdes, durante 4
horas, ndo alterou a producédo de superéxido quando comparado com as células
num meio sem RV. Também observou-se que as concentragdo de RV utilizadas néo

afetaram a viabilidade celular.
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