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RESUMO

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por leucocitos polimorfonucleares (LPMNs)
durante a fagocitose é essencial para a defesa do organismo contra microrganismos invasores.
Entretanto, em algumas doencas ocorre a deposicdo de imunocomplexos, o que leva a producao e
liberagdo excessiva dessas EROs, e conseqiiente lesdo nos tecidos hospedeiro. Neste trabalho
avaliamos o efeito de substancias naturais (quercetina e 7-aliloxicumarina) sobre a produgdo de
EROs por LPMNs de coelho, estimulados com imunocomplexos de imunoglobulina G (ICIgG),
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empregando o ensaio de quimioluminescéncia (QL) dependente de luminol (QL , ) e de QL
dependente de lucigenina (QL | ). A interagdo entre ICIgG e LPMNSs, mediada pelo receptor de

membrana Fcg, foi observada por microscopia eletronica de transmissdo, pela intensa marcagao dos
ICIgG com particulas de ouro coloidal. Os resultados obtidos indicaram que as substancias
analisadas inibiram a QL | e a QL | e que tais efeitos ndo parecem estar relacionados com a

inibi¢do da fagocitose, conforme observado no ensaio por microscopia eletronica.

Palavras-chave: Leucocitos polimorfonucleares; flavondides; cumarinas; quimioluminescéncia;
microscopia eletronica; complexos antigeno-anticorpo

ABSTRACT

The generation of reactive oxygen species (EROs) by polymorphonuclear leukocytes (LPMNs)
during phagocytosis plays a key role in the organism defense against invading microorganisms.
However, in some diseases the immune complexes deposition occurs, that causes an increase in the
production and release of EROs. Consequently, the host tissue is damaged. In this work we studied
the effect of natural compounds (quercetin and 7-allyloxycoumarin) on EROs generation by rabbit
(LPMNs) stimulated with immunecomplexes (IC) of chicken egg albumin (antigen) and class G
immuneglobulins (IgG) - ICIgG. The EROs production was measured by chemiluminescence assay
(QL) enhanced by luminol (QL ;) or by lucigenin (QL ;). The interaction between ICIgG

(conjugated with colloidal gold) e LPMNs, mediated by Fcg membrane receptor, was observed by
transmission electron microscopy. The results indicated that the studied compounds inhibited QL

um @nd QL . They also suggest that such effects are not related to phagocytosis inhibition, as

observed by the electron microscopy assay.

Keywords: Polymorphonuclear leukocytes; flavonoids; coumarins; chemiluminescence; electronic
microscopy; antigen-antibody complexes

Introduciao

Os leucocitos polimorfonucleares (LPMNs), em especial os neutrofilos, constituem a primeira linha
de defesa do organismo contra agentes invasores. Tais células tém a funcdo altamente especializada

de englobar e destruir diferentes tipos de patogenos, sendo, por essa razao, também chamadas de

fagocitos profissionais 6,

A fagocitose se inicia com a interacdo de receptores de membrana dos fagocitos com estruturas da
superficie do agente invasor, ou com opsoninas que o revestem, fornecidas pelo organismo do

hospedeiro ! . As principais classes de opsoninas sio as imunoglobulinas classe G (IgG), os
componentes C3b e C3bi do Sistema Complemento, e alguns carboidratos, ligados ou ndo a



proteinas 8,14

A opsonizacao do antigeno por imunoglobulinas leva a formagao de imunocomplexos, que podem
ou nao ser fagocitados e destruidos pelos LPMNs. Em algumas doencgas autoimunes, como a artrite
reumatoide, ha intensa formacdo de imunocomplexos, que se depositam em diversos 0rgaos, como
rins e articulagdes 1> . Nesses casos as células fagociticas nio conseguem englobar a grande massa
de imunocomplexos formada. Este processo leva a liberagdo extracelular de diversas enzimas
proteoliticas e de espécies reativas de oxigénio (EROs) derivadas do metabolismo oxidativo do
fagdcito, o que culmina no estabelecimento da lesdo tecidual cronica, também conhecida como

"doenga por imunocomplexo" 13,15

Com o intuito de modular esse processo, atualmente tem-se estudado a atividade de compostos de

7, 10

origem natural, como flavonodides e cumarinas * > sobre a producdo e liberagao de EROs por

células fagociticas estimuladas com componentes soluveis, como PMA (acetato de miristoil-forbol)
e n-fMLP (n-formil-metionil-leucil-fenilalanina).

No presente estudo avaliamos o efeito do flavondide quercetina e da 7-aliloxicumarina sobre o
metabolismo oxidativo de LPMNs de coelho apés interagdo com imunocomplexos da classe G
(ICIgG), que sao agentes estimuladores particulados. A producdo de EROs foi medida por

quimioluminescéncia dependente de luminol (QL | ) ou de lucigenina (QL | ). Avaliamos ainda,

por microscopia eletronica de transmissao, a interacdo dos LPMNs com o ICIgG marcado com ouro
coloidal.

Os resultados obtidos indicaram que as substincias analisadas inibiram a quimioluminescéncia e
que o fendmeno ndo parece estar relacionado com a inibi¢do da fagocitose, como sugere o ensaio de
microscopia eletronica.

Materiais e Métodos
Materiais

* Luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-fitalazinodiona)-Sigma Chemical Co., St Louis, MO.,
USA. (PM: 177,2 g/mol) — sonda para detec¢ao de diversas espécies reativas de oxigénio.

* Lucigenina (10,100-dinitrato de dimetil-biacrinidina)-Sigma Chemical Co., St Louis, MO.,
USA. (PM: 510,5 g/mol) — sonda especifica para detec¢do de radicais superoxido.

* Quercetina (3,301, 4[1,5,7-pentahidroxiflavona)-Sigma Chemical Co., St Louis, MO., USA.
(PM: 338,3 g/mol)

* A 7-aliloxicumarina foi obtida através de modificacdo estrutural da 7-hidroxicumarina
(umbeliferona, Aldrich H2 400-3) - PM: 203,0 g/mol.

Métodos

a) Purificacdo de LPMNs de sangue de coelho



Os LPMNs foram isolados de sangue periférico de coelhas (linhagem Nova Zelandia, adultas,
pesando cerca de 3 Kg) segundo o método de Lucisano & Mantovani °. As células foram diluidas

em solugio de Hanks pH 7,2 para uma concentragio de 2 x 10° células/mL. O método permite obter
uma preparagdo com cerca de 80 a 90% de neutréfilos e viabilidade maior que 95%, determinada
pelo ensaio de exclusdao ao corante Azul de Tripan.

b) Preparaciao do Imunocomplexo (ICIgG)

O imunocomplexo foi preparado adicionando o antigeno (ovalbumina 1x10> g/mL) sobre o
anticorpo da classe G (IgG), na zona de equivaléncia, a qual foi determinada por método de
imunodifusdo e curva de precipitacio segundo Ouchterlony ! . Incubou-se por 1 hora a 37°C ¢ a
seguir centrifugou-se a 12.100 x g por 15 minutos. Ressuspendeu-se para 1 mL com solucdo salina.
Retirou-se uma aliquota de 0,1 mL, que foi centrifugada a 12.100 x g por 15 minutos. O sedimento
foi ressuspenso em 50 mL de NaOH 0,1 mol/L e completou-se o volume para 1 mL com solugdo
salina. Fez-se a leitura da absorvancia a 280 nm. O valor lido no aparelho foi multiplicado pela

constante de valor igual a 7,15 x 10 obtendo-se assim a quantidade de imunocomplexo em g/mL.
c¢) Ensaio de quimioluminescéncia

c.1) Padronizacio da concentracio de ICIgG

Aliquotas de LPMNs (1x10° / mL) contendo 10 mL de luminol (2,8x10* mol/L) ou 15 mL de
lucigenina (1,5)(10'4 mol/L), dissolvidos em DMSO, foram incubadas por 3 minutos a 37°C.

Adicionou-se o ICIgG em diversas concentragdes (0, 4, 6, 9 e 15 x107 g/mL), obtendo-se volume
final de ImL. As concentragdes finais de cada componente estdo indicadas entre parénteses.

A QL foi lida em intervalos regulares, ao longo de 10 minutos a 37°C, em Lumindmetro Autolumat
LB 953 EG & G Berthold. Dessa forma, para cada tubo de reacdo obteve-se uma curva de QL x
tempo (em minutos), conforme representado na figura 1. A QL foi expressa em Cpm, que ¢ a
quantidade de fotons produzidos por minuto. Para cada curva de QL x tempo determinou-se o valor
da 4rea integrada (area sob a curva) de 0 a 10 minutos, que foi utilizado para a construgdo de curvas
dose-resposta (figura 2).
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FIGURA 1 - Perfil de QL representativo da produgio de EROs por 1x10°
LPMNsde coelho, estimulados com diferentes concentragdes de [ClgG,
medida através do ensaio de QL .
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FIGURA 2 - Avaliacio da producio de EROs por 1x10° LPMNs de
coelho estimulados com diferentes concentracoes de 1CIgG, repre-
sentado como drea integrada de QL pame de QL je .

c.2) Avaliacdo do efeito dos compostos naturais sobre a producio de EROs por LPMNs
estimulados com ICIgG

Aliquotas de LPMNs (1 x 106 /mL) foram pré-incubadas por 3 minutos a 37°C com 10 mL de
luminol (2,8x10"* mol/L) ou 15 mL de lucigenina (1,5x10"% mol/L), 5 mL dos compostos teste
quercetina (2,0 x10™* mol/L) ou 7-aliloxicumarina (5,0 x10> mol/L), dissolvidas em DMSO (ou

volume equivalente do solvente para o controle). Adicionou-se o ICIgG (6 x 10~ g/mL) e a QL foi
lida segundo descrito no item c.1. O volume final da reac¢do foi de ImL e as concentragdes finais de



cada componente estdo indicadas entre parénteses. A porcentagem de inibi¢do da QL de cada
composto, em relacdo ao controle, foi determinada utilizando-se valores de area integrada de QL,

como se segue: [ 1- (Area / Area ] x 100.

teste controle )
d) Ensaio de microscopia eletronica de transmissiao

d.1) Complexacio das particulas de ouro coloidal com IgG de carneiro.

O ouro coloidal foi preparado segundo método descrito por Horisberger & Roset> e modificado por
Oliveira '!. Baseia-se na reducio de uma solugdo aquosa de 4cido tetracloroatrico (HAuCl 4) com

uma solugdo de citrato trissddico 1%. Foi avaliado o espectro de absor¢dao do ouro coloidal recém
produzido comparando-o com o espectro de absor¢cdo de uma aliquota de ouro coloidal diluida 1:1
com NaCl 10% em agua.

Para a conjugagdo da IgG de carneiro anti-soro de coelho, ajustou-se sua concentragdo para 2,5 x10~

4 g/mL com tampéo borato 2x1073 mol/L, pH 9,0. A seguir, cerca de 70 mL da solugdo de ouro
coloidal, cujo pH foi acertado para 9,0 com K2C03 0,2 mol/L, foi centrifugada a 600 x g a 4°C por

15 min. Coletou-se o sobrenadante. Em um bequer pléstico foi misturado 1mL da imunoglobulina
com 10 mL do sobrenadante da solu¢do de ouro coloidal, agitou-se varias vezes e esperou-se 5 min
a temperatura ambiente. Acrescentou-se 1mL da solucdo de polietilenoglicol 20.000 a 1% em agua
destilada e deixou-se em repouso a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida centrifugou-se a
16.000 x g por 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso com 1mL
de PBS contendo azida sdédica a 0,03% e polietilenoglicol 20.000 a 0,04%. Conservou-se em
aliquotas a 4 °C.

d.2) Avaliacdo da interacdo de ICIgG com LPMNs

A avaliagdo morfolégica da interagdo de ICIgG com LPMNs de coelho foi realizada por

microscopia eletronica de transmissdo. A amostra foi preparada segundo Oliveira 1. Inicialmente,
procedeu-se a interacdo do ICIgG com as células a uma temperatura de 4°C. Posteriormente,
adicionou-se IgG de carneiro conjugada ao ouro coloidal, também a 4°C. Apds remocao do material
nao ligado, permitiu-se a interiorizacao do imunocomplexo pela incubagao a 37°C. Para a obtencao
de cortes ultrafinos destinados a analise por microscopia eletronica de transmissdo, tornou-se
necessario uma pré-inclusdo do sedimento celular em 4gar e subseqiiente inclusdo em resina
XL112.

Resultados e discussao

a) Ensaio de quimioluminescéncia

Na figura 1 estdo representados os perfis de produgdo de QL ao longo do tempo, por 1 x 10°
LPMNs estimulados com diferentes concentracoes de ICIgG. A quantidade de células foi

padronizada no trabalho de Cheung et al.?

Observou-se que, apesar dos perfis de QL e dos valores dos picos de produgcdo de QL serem
diferentes, dentre as concentracdes de ICIgG empregadas, os valores de area integrada de QL sdo
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semelhantes, como se pode observar na figura 2. Como o valor de area integrada de QL (4rea sob a
curva) reflete a quantidade total de EROs produzidas, observou-se que a partir da concentracao de

4x107 g/mL de ICIgG obtém-se resposta maxima e constante de QL, e de QL,  (Figura 2). Para

obtermos uma margem de seguranca na execucao dos ensaios propostos, optou-se por utilizar 6 x10°
> o/mL de ICIgG.

Empregando-se as condigdes estabelecidas para os ensaios de QL, avaliou-se o efeito de dois
compostos de origem natural sobre a producdo de EROs por LPMNs estimulados com ICIgG.
Conforme se observa na figura 3, os dois antioxidantes estudados, quercetina e 7-aliloxicumarina,
inibiram a produg@o de EROs. A quercetina inibiu em 85% a produg@o total de EROs (QL |, ) ¢ em

50% a produgdo de radicais superoxido (QL ; ). Em relagdo a 7-aliloxicumarina, esta inibiu a

producdo total de EROs em 77% e a producdo de radicais superoxido em 47%.
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FIGURA 3 - Efeito inibitdrio da quercetina (5%10~*mol/L) e da 7 aliloxicumarina
(2x10"'mol/L) sobre a producéo de EROs por 1x10° LPMNs de coelho esti-
mulados com 6x107° g/mL de ICIgG, avaliado através dos ensaios de QL
e de QL. Os valores sobre as barras representam a porcentagem de inibicio
em relagao ao controle contendo o solvente das drogas (DMSO). Cont: con-
trole; Que: quercetina; 7-Al: T-aliloxicumarina.

Embora ambos os antioxidantes tenham produzido efeitos inibitdrios semelhantes, deve-se
considerar que foi utilizada uma concentra¢io de 7-aliloxicumarina (2,0 x 10™* mol/L) quatro vezes
maior que a concentracdo da quercetina (5,0 x 10~ mol/L). Portanto, a quercetina tem um efeito
inibitorio maior sobre a produgd@o de EROs nos dois sistemas.

b) Ensaio de microscopia eletronica de transmissao

No ensaio de microscopia eletronica, foram fotografados LPMNs estimulados com ICIgG (controle
positivo para fagocitose) e LPMNs pré-tratados com os agentes antioxidantes. A interacdo entre
ICIgG e LPMNs desencadeia o processo de fagocitose, que culmina com o englobamento das
particulas de ICIgG complexadas com ouro coloidal, e que podem ser identificadas como pontos
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eletron-densos no interior dos vactolos fagociticos destas células, conforme observado na Figura
4A.

FIGURA 4 - Avaliacio do efeito de antioxidantes naturais sobre a fagocitose de
complexos imunes de IgG (ICIgG) por leucdeitos polimorfonucleares de coelho
(LPMNs). O ICIgG, composto de IgG de coelho e ovalbumina misturados na zona
de equivaléncia, estd ligado a IgG de carneiro anti-soro de coelho complexada com
particulas de ouro coloidal de 15 a 18 nm de didmetro, e podem ser visualizados
como pontos negros no interior e na superficie das células (indicados pelas setas).
A: LPMN tratado com DMSO, usado como solvente das drogas (x 13.000). B:
LPMN tratado com quercetina 5x10° mol/L (x 13.000). C: LPMN tratado com 7-
aliloxicumarina 2x10” mol/L (x 13.000).
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Nos ensaios onde foi feito um tratamento prévio das células com a quercetina (figura 4B) e a 7-
aliloxicumarina (Figura 4C) também foi observado o fendmeno de fagocitose das particulas de
ICIgG ligadas a IgG de carneiro complexada com ouro coloidal, sugerindo que tais substancias,
embora inibam a formagdo de EROs, parecem ndo interferir no processo de fagocitose pelos
LPMN:E.

Conclusoes

Dentro das condi¢des experimentais dos ensaios de QL descritas neste trabalho, para aliquotas de
1x10° LPMNs/mL obtém-se uma producdo de EROs méxima e constante empregando-se

concentragdes de ICIgG maiores que 4x107 g/mL.

A quercetina e a 7-aliloxicumarina inibiram a produ¢do de EROs pelos LPMNs, como observado

pelos ensaios de QL; e de QL | ., sendo que a quercetina produziu um efeito inibitério maior.

Além disso, esses compostos ndo inibiram a fagocitose dos ICIgG pelos LPMNs, como observado
pelo ensaio de microscopia eletronica de transmissdo, sugerindo que estas substancias devam atuar
como seqiiestrantes de EROs ou ainda atuar como inibidores de enzimas relacionadas ao processo
de produgdo das mesmas.

Visto que a producdo exacerbada de EROs por células fagociticas estd envolvida em diversas
doengas inflamatdrias e auto-imunes, incluindo-se aquelas mediadas por imunocomplexos, ¢ de
especial interesse a busca de novos compostos de origem natural capazes de modular esse processo,
visando o desenvolvimentos de novos farmacos.
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