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RESUMO

A Mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima catidnica presente nos granulos
azurofilos de neutrofilos e monocitos responsavel pela formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) envolvidas na diminuicao da biodisponibilidade do NO, modulando a
resposta inflamatoria vascular. Microparticulas (MPs) sdao vesiculas derivadas da
membrana plasmatica, durante ativagdo celular ou apoptose, e atuam como mensageiras
intercelulares por interagdo especifica com as células alvo. MPs de diversas origens
parecem afetar a funcdo vascular por mecanismos dependentes do estresse oxidativo.
MPs derivadas de mondcitos humanos (MoMPs) foram produzidas por ativacao celular in
vitro com iondforo de calcio e caracterizadas por microscopia eletronica de transmissao
como estruturas delimitadas por bimembrana lipidica e didmetro caracteristico menor que
I um. Detectamos por quimioluminescéncia, em reacdo dependente de luminol e H,O»,
inibida por azida sddica, atividade de mieloperoxidase associada as MoMPs. A exposicao
das MoMPs a pH 10,7 ou ao aumento da forca i6nica do meio resultou em dissociagao da
MPO da sua superficie, enquanto nenhuma dissociagdo ocorreu apos exposi¢cdo a pH 3,0,
demonstrando que esta associacdo depende de interagdes eletrostaticas. A MPO ndo foi
capaz de religar-se nas MoMPs apoés tratamento com pH 10,7, indicando a necessidade de
uma determinada distribuicao de cargas na superficie das MoMPs. Além disso, nao foi
capaz de se ligar na superficie de linfocitos e hemadcias, sugerindo a participagdo de
molécula(s) especifica(s) nas MoMPs responsdveis por esta intera¢do. Identificamos a
expressao das integrinas LFA-1 e MAC-1 na superficie das MoMPs ricas em MPO por
citometria de fluxo, demonstrando seu potencial em aderir especificamente a superficie
do endotélio ativado. Estes resultados sugerem que as MPs derivadas de mondcitos
podem atuar como carreadoras da MPO para superficie endotelial, sugerindo assim sua

contribuicao na disfun¢do do endotélio vascular.



ABSTRACT

The myeloperoxidase (MPO) is a cationic enzyme present in azurophilic granules
of neutrophils and monocytes. This enzyme is responsible for the formation of reactive
oxygen species (ROS) involved in decreased NO bioavailability and modulates the
vascular inflammatory response. Microparticles (MPs) are shed membrane vesicles
arising from cell activation or apoptosis, and act as intercellular messengers, specifically
interact with target cells. MPs from various cells could affect vascular function through
mechanisms triggered by oxidative stress. Monocytes derived MPs (MoMPs) were
obtained from calcium ionophore activated human monocytes in vitro and characterized
by transmission electron microscopy as vesicles bounded by bilayer lipid membrane and
diameter less than 1 pm. We detected by chemiluminescence MPO activity MoMPs
associated, by luminol with added H,0O, and inhibited by sodium azide. Treating of
MoMPs with buffer at pH 10.7 or increased ionic strength resulted in releasing of the
MPO from the MPs surface, whereas no release occurred with buffer at pH 3.0,
demonstrating that nature of association between MPO and these MPs is electrostatic.
MPO was not able to re-attach to MoMPs after treatment with pH 10.7, indicating the
need for a specific charge distribution on the MoMPs surface. Moreover, MPO was not
able to bind on the lymphocytes and erythrocytes surface, suggesting the involvement of
specific (s) molecule (s) in MoMPs responsible for this association. We identified the
expression of integrins LFA-1 and MAC-1 on the MPO enrich MoMPs surface by flow
cytometry, demonstrating their potential to adhere specifically to activated endothelium

adding the MPO to them, suggesting their contribution to endothelial dysfunction.
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ROS: Espécies reativas de oxigénio, do inglés “reactive oxygen species”
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1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

As doencas cardiovasculares (DCV) s@o a principal causa de morte no mundo. Estima-se
17,1 milhodes de obitos em 2004, representando 29% de todas as mortes globais, e se presume que
em 2030, 23,6 milhdes de pessoas morrerdo de DCV (WHO, 2009). A aterosclerose constitui-se
no fator que mais contribui para o avanco das DCV (LIBBY, 2002) e a Organizagdo Mundial de
Satde prediz que a prosperidade econdmica mundial pode levar a uma epidemia de aterosclerose,
com a aquisi¢do de habitos ocidentais pelos paises em desenvolvimento (STOCKER &

KEANEY, 2004).

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatoria, caracterizada pelo acumulo de lipideos e
elementos fibrosos nas paredes arteriais (LIBBY, 2002). Dentre as etapas envolvidas no
desenvolvimento e progressdo desta doenca estdo a disfuncdo endotelial, que resulta na alteracio
da homeostase vascular, e a modificacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés

“low density lipoprotein”) com consequente formacao de células espumosas (ROSS, 1999).

A disfuncdo endotelial € caracterizada pela reducdo da sintese de 6xido nitrico (NO) por
células endoteliais, resultando na supressdo dos efeitos benéficos do NO, como a manutengio de
uma superficie endotelial ndo trombogénica. Além de reatividade vascular anormal e
vasoconstriccdo, ha expressdo de fatores pro-tromboticos e préd-inflamatdrios que criam um
ambiente quimiotatico para os leucécitos. As moléculas de adesdo (selectinas e integrinas),
presentes na interface leucocitos-endotélio, exercem um papel fundamental neste contexto. Os

leucdcitos aderem, sdo ativados e migram para o espago sub-endotelial. A ativa¢do induz a
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés “reactive oxygen species”) que podem
lesionar o tecido endotelial (FORGIONE et al, 2000). Estes efeitos inflamatorios auxiliam a
manutencdo da disfungdo endotelial e o desenvolvimento da placa aterosclerotica.
Hiperlipidemia, hipertensdo, diabetes e tabagismo estdo associados com o aumento da produgio
de ROS que reduzem a biodisponibilidade do NO e causam dano tecidual. Portanto, o estresse
oxidativo é considerado como o principal mecanismo envolvido na patogénese da disfuncdo

endotelial. (GROVER-PAEZ & ZAVALZA-GOMEZ, 2009)

Os monocitos participam do processo aterosclerdtico, sendo constantemente ativados e
recrutados para o sitio inflamatorio, onde se diferenciam em macréfagos teciduais. Na formagao
da placa aterosclerdtica, os macréfagos fagocitam particulas de LDL modificadas quimicamente,
principalmente por processos de oxidacdo ou nitracdo, através de receptores “scavengers”, como
o CD36, acumulando colesterol no seu interior. Este acimulo resulta na perda da mobilidade
destas células, agora chamadas células espumosas, ¢ na sua consequente fixagdo na parede
arterial, sendo este o primeiro evento marcador de lesdo aterosclerdtica (OSTERUD &
BJORKLID, 2003). Os mondcitos, quando ativados, também participam na modificagdo da LDL
para sua forma pro-aterogénica através da gerag@o de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
cuja formagdo ¢ catalisada pela mieloperoxidase (MPO, EC 1.11.1.7) presente nestas células

(PODREZ et al, 1999).

Além de envolvidos na progressdo do ateroma, fatores inflamatdrios também estdo
implicados na geracdo de instabilidade e consequente ruptura da placa aterosclerdtica,

responsavel por eventos isquémicos clinicamente relevantes (LIBBY, 2002). A fissura da placa
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leva a exposi¢do de um nucleo trombogénico, onde a exposi¢do de fator tecidual se destaca
(ARDISSINO et al, 1997, TOSCHI V et al, 1997), ativando os fatores de coagulagdo da

circulagdo, com consequente formagao de trombo e bloqueio do fluxo sanguineo.

A elucidacdo dos fatores que coordenam este complexo processo inflamatdrio, na indugéo
e progressdo da doenca aterosclerdtica, ¢ de grande importancia na identificagdo de preditores de
risco cardiovascular e alvos para intervenc¢do terapéutica. Neste contexto, o estudo da

mieloperoxidase e das microparticulas vem se destacando nos ultimos anos.

1.2. MIELOPEROXIDASE

A mieloperoxidase esta presente nos granulos azurofilos de neutréfilos, constituindo de 1
até 5% do seu peso seco (SCHULTZ & KAMINKER,1962), e sua fun¢do € essencial na atividade
microbicida destas células (KLEBANOFF, 1970; DALE et al, 2008). Monocitos humanos
também possuem granulos contendo MPO (NICHOLS, 1973 apud KLEBANOFF, 2005).
Entretanto, a importdncia da MPO nestas células ndo estd determinada. Interessantemente, a
expressio da MPO ¢ perdida durante o processo de maturagdo em macrofagos teciduais
(KLEBANOFF, 2005) que possuem outras armas no combate aos patdégenos invasores (DALE et

al, 2008).

A MPO ¢ descarregada nos fagossomos e pode também ser liberada no meio extracelular
durante o processo de degranulagdo celular pos-ativacdo (HANSSON et al, 2006). Neste ultimo

ambiente, a MPO poderia ser inativada por outros produtos da explosdo oxidativa como o radical
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superdxido, tal como ocorre in vitro (KING et al, 1997), ou ter sua atividade de peroxidase
inibida pela proteina plasmatica ceruroplasmina (SEGELMARK et al, 1997). A MPO apresenta
carga fortemente catidnica e ponto isoelétrico > 10 (AGNER, 1941 apud KLEBANOFF, 2005), e
devido a essa caracteristica, acredita-se que a MPO seria capaz de se associar diretamente a
membranas celulares através de interagdes eletrostaticas (KLEBANOFF, 2005; ARNHOLD,

2004).

Neutréfilos expressam MPO na superficie apds ativagdo, e a MPO soluvel, liberada por
polimorfonucleares (PMNs) ativados (BANGALORE & TRAVIS, 1994), ¢ capaz de se associar
a superficie de PMNs nao ativados (HESS et al, 2000). Além disso, a MPO liga-se a superficie
endotelial e sofre transcitose se localizando no sitio basolateral do endotélio (BALDUS et al,
2001). Em um modelo de inflamacao in vivo (endotoxemia), a MPO presumidamente liberada na
circulagdo sanguinea por leucocitos ativados, também pode ser detectada na superficie endotelial
e no espago subendotelial, mas ndo nas células musculares lisas da vizinhanca nem nos
neutrofilos aderentes (EISERICH et al, 2002), indicando o direcionamento da MPO circulante

para a superficie endotelial.

A MPO ¢ responsavel por catalisar a forma¢do de uma ampla variedade de espécies
reativas de oxigénio envolvidas no mecanismo de defesa do hospedeiro contra patogenos
invasores, sendo a unica peroxidase capaz de oxidar o CI’, gerando o acido hipocloroso (HOCI)
em pH fisiologico (HANSSON et al, 2006). Além do cloreto, diversos substratos sdo oxidados
por esta enzima, incluindo tirosina, triptofano, fenol e nitrito, dentre outros (ARNHOLD, 2004).

O H,0; é requerido para a catalise dos demais substratos pela mieloperoxidase. Ele reage com a
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MPO formando um complexo cataliticamente ativo (ODAJIMA & YAMAZAKI, 1970) que
reduz o ion do elemento halogénio disponivel, resultando na formacdo dos oxiacidos
correspondentes e na regeneracdo da forma nativa da MPO. Esta atividade da MPO ¢ inibida pela
adi¢do de azida sodica (KLEBANOFF, 1970). O H,0, ¢ disponibilizado in vivo principalmente
pela acdo da enzima NADPH oxidase, que catalisa a formagao do radical superdxido (O7), a
partir da reducdo do O; e oxidagdo do NADPH. O decaimento espontaneo do O, ou a dismutagao
pela enzima superdxido dismutase (SOD) resulta na formagdo e disponibilizagdo do H,O, Além
de expressa por fagécitos, a NADPH oxidase esta presente também nas células vasculares,
podendo atuar como geradora de ROS na parede vascular ou adjacéncias (YOKOYAMA et al,

2000).

Os produtos derivados da atividade da MPO podem causar danos a macromoléculas
bioldgicas e degradacdo tecidual, sendo esta peroxidase, portanto, associada a patogé€nese de
diversas doencas inflamatorias, destacando-se as doengas cardiovasculares (NICHOLLS &
HAZEN, 2005). Concentragdes plasmaticas elevadas de MPO foram diretamente associadas a
risco de eventos cardiacos adversos, mesmo na auséncia de necrose detectaivel do miocardio
(BRENNAN et al, 2003). Estudos recentes, portanto, sugerem sua utilizagdo como ferramenta
diagndstica para sindromes coronarias agudas (LORIA et al, 2008). Além disso, MPO encontra-
se presente na placa de ateroma (DAUGHERTY et al, 1994), apesar da sua origem neste sitio
inflamatorio ndo estar estabelecida. Sua participa¢do na oxidagdo de lipoproteinas é amplamente
aceita (NICHOLLS & HAZEN, 2009) e sua associagdo com o desenvolvimento de um fenotipo
vulneravel da placa de ateroma foi recentemente sugerida (SUGIYAMA et al, 2004; HAZEN,

2004).
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1.3. MICROPARTICULAS

As microparticulas (MPs) sdo vesiculas que tém entre 70 nm a 1 pm de didmetro e se
originam a partir de um processo do brotamento da membrana plasmatica, apds ativagdo celular
ou apoptose. As MPs foram descritas pela primeira vez em 1967 por Wolf, como restos celulares
capazes de promover coagulacdo, e por muito tempo foram consideradas artefatos experimentais,
decorrentes do isolamento ¢ processamento das células. Atualmente, as MPs sdo reconhecidas
como estruturas funcionais envolvidas em diversos processos bioldgicos, atuando principalmente
como mensageiras intercelulares (COCUCCI et al, 2009). Neste processo, as MPs sdo
responsaveis pela transferéncia de lipidios, proteinas e at¢é mRNA (BAJ-KRZYWORZEKA et al,
2006) entre as células, mediada por interagdo especifica entre as MPs e células alvo. Além da
comunicagdo celular, as MPs estdo envolvidas na inflamagdo, trombogénese e fung¢do vascular,

atuando na regulacdo tanto de processos fisioldgicos quanto patoldgicos (COCUCCI et al, 2009).

A capacidade de liberar MPs tem sido descrita para um numero cada vez maior de tipos
celulares, e amplamente estudada em células sanguineas. Alguma liberagdo de MPs ocorre a
partir de células ndo ativadas, entretanto, este processo aumenta drasticamente apos ativacdo. As
MPs apresentam, em sua superficie, proteinas especificas das células que as originaram. Algumas
destas moléculas, tipicamente expressas na superficie celular, sdo utilizadas para caracterizar as
MPs quanto a sua origem celular. Por exemplo, o CD235a para MPs derivadas de hemadcias, o
CD144 para MPs derivadas de células endoteliais (AMABILE et al, 2005). Além disso, as MPs
podem apresentar proteinas que sdo degradadas nas células ativadas ou enzimas contidas em

granulos citoplasmaticos (HESS et al, 1999; GASSER et al, 2002). A composi¢do das MPs



18

também varia a depender do estimulo indutor da vesiculagdo (BERNIMOULIN et al, 2009).
Entretanto, o Ca®' intracelular é reconhecido como um segundo mensageiro envolvido na
liberacdo das MPs decorrente de diversos estimulos iniciais, e, portanto, a utiliza¢do de ion6foros
de Ca®" ¢ amplamente utilizada para induzir a liberagdo de MPs in vitro (DEL CONDE et al,

2005; CERRI et al, 2006).

A concentracdo de MPs circulantes encontra-se aumentada em varias doengas
caracterizadas por inflamacgdo e disfun¢@o vascular, tais como sindromes corondrias, hipertensao,
aterosclerose e pré-eclampsia. (BOULANGER et al, 2006; ARDOIN et al, 2007; VANWIIK et
al, 2003). Ainda ndo foi estabelecido se este aumento € consequéncia do dano tecidual
relacionado as doengas, ou se as MPs sdo agentes efetores na patogénese. Entretanto, as
evidéncias atuais apontam para este duplo papel, no qual as MPs seriam, portanto, tanto
marcadores de doenca, quanto possiveis alvos terapéuticos para o controle do processo

inflamatério (BOULANGER et al, 2006; VANWIIK et AL, 2003; ARDOIN et al, 2007).

MPs de diversas origens parecem afetar a reatividade e a fung@o vascular. MPs derivadas
de plaquetas induzem a expressdo da cicloxigenase-2 (COX-2) (BARRY et al, 1997), e
estimulam a liberagdo de citocinas ¢ a expressao de moléculas de adesdo por células endoteliais
(NOMURA et al, 2001). MPs isoladas de pacientes com sepse exibem atividade intrinseca de
produgdo de superoxido e induzem apoptose de células endoteliais in vitro, sugerindo uma via de
sinalizagdo redox envolvida na patofisiologia desta doenca (JANISZEWSKI et al, 2004). MPs
isoladas de pacientes com infarto do miocardio (BOULANGER et al, 2001), faléncia renal

(AMABILE et al, 2005) e sindrome metabolica (AGOUNI et al, 2008) reduziram a liberacdo de
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oxido nitrico (NO) por células endoteliais vasculares in vitro. Este efeito, quando induzido por
MPs de origem endotelial, parece estar relacionado a um aumento na produgdo de superoxido

(BRODSKY et al, 2004), sugerindo um importante papel do estresse oxidativo neste processo.

Uma vez que a oxidagdo de fosfolipidios nas LDL estd implicada na génese da
aterosclerose, a ocorréncia de fosfolipidios oxidados em MPs de origem apoptdtica e em MPs
liberadas em um contexto de estresse oxidativo pode sugerir a participagdo das MPs na
patogénese desta doenga (VANWIJK et al, 2003). Neste contexto, os fosfolipidios oxidados
associados as MPs podem estimular o recrutamento dos leucocitos para a superficie endotelial,

como demonstrado por Huber e colaboradores (2002).

MPs derivadas de monocitos (MoMPs) sdo predominantes nas lesdes aterosclerdticas
(MALLAT et al, 1999 ; LEROYER et al, 2007) e parecem ser a principal fonte de fator tecidual
no ateroma, conferindo a este atividade pro-coagulante (MALLAT et al, 1999). Além disso, estas
MPs encontram-se aumentadas na circulacdo de pacientes com diabetes tipo 2, condig@o
associada ao desenvolvimento prematuro de aterosclerose (OMOTO et al, 2002). Em estudos de
fenotipagem, as MPs derivadas de monocitos sdo identificadas pela expressio do CD14
(LEROYER et al, 2007; OMOTO et al, 2002), o “cluster” de diferenciacdo amplamente utilizado

para identificac¢do de células da linhagem monocitica/macrofagica (SCHUTT, 1999).

Mondcitos estimulados com lipopolissacarideo (LPS) liberam MPs que, além de
possuirem atividade pro-coagulante, foram capazes de formar complexos adesivos com esferas
recobertas por ICAM-1, dependente da presenca de CDI11a/CD18 (SATTA et al,1994). A

vesiculagdo também parece ser a principal via secretoria para rapida liberacdo de IL-1B por
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mondcitos ativados, sugerindo a participagdo destas MPs no desenvolvimento de resposta
inflamatoria (MACKENZIE et al, 2001). Estas caracteristicas sugerem o envolvimento das
MoMPs na sinalizagdo entre as células circulantes e células da parede vascular, promovendo
ativacdo e disfungdo celular dentro do compartimento vascular (MARTINEZ et al, 2005;

LEROYER et al, 2008).

1.4. MIELOPEROXIDASE E MICROPARTICULAS NA DISFUNCAO ENDOTELIAL

A disfuncdo endotelial foi recentemente associada a MPO. Eiserich e colaboradores
(2002) demonstraram que esta peroxidase modula a resposta inflamatdria vascular, diminuindo a
biodisponibilidade do NO, a partir da reagdo com o H,O, formado pela atividade da NADPH
oxidase vascular. Neste processo, a MPO catalisa a formacdo de espécies reativas derivadas do
NO que possuem alto poder oxidante e, portanto, podem comprometer a integridade do endotélio
(BALDUS et al, 2001). Além disso, os niveis plasmaticos de MPO foram preditores de

disfuncdo endotelial em um estudo de coorte com 298 individuos (VITA et al, 2004).

A presenca da MPO na superficie de MPs derivadas de PMNs foi descrita por Hess e
colaboradores em 1999. Pela primeira vez, demonstrou-se que enzimas presentes em granulos
citoplasmaticos podiam se associar a MPs durante o processo de brotamento da membrana
celular. Estas MPs também atuam como mediadores inflamatérios, induzindo ativagdo endotelial
(MESRI & ALTIERI, 1998), e, portanto, podem contribuir na desregula¢do da fun¢@o endotelial

durante a lesdo vascular (MESRI & ALTIERI, 1999).
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O envolvimento das MPs na geragdo e manutengdo da disfun¢do endotelial, por
mecanismos que parecem dependentes do estresse oxidativo, associado a participacdo da MPO no
contexto inflamatoério das DCV através da geracdo de ROS, nos levou a investigar a associa¢do
das MPs derivadas de monocitos com a mieloperoxidase e seu potencial adesivo sobre o
endotélio. Se confirmada, esta hipotese sugeriria um papel das MoMPs na disfungdo do endotélio
vascular, reforcando sua participagcdo no desenvolvimento da aterosclerose e seu potencial tanto

como preditor de risco cardiovascular, quanto como alvo para intervengao terapéutica.
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2. OBJETIVO GERAL

* Estudar as microparticulas derivadas de mondcitos como estruturas carreadoras de

mieloperoxidase e moléculas de adesdo para o endotélio

2.1. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

* Padronizar a obtengdo de microparticulas derivadas de monocitos
+ Investigar a existéncia de associacdo da mieloperoxidase com as MoMPs

* Investigar a presenc¢a de moléculas de adesdo nas MoMPs
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3. METODOLOGIA
3.1. OBTENCAO DAS CELULAS HUMANAS

3.1.1. Mondocitos

Os mondcitos foram obtidos a partir de concentrados de leucdcitos frescos (“Buffy-coat™)
doados pela Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia. O material utilizado apresentou
resultado sorologico negativo para HIV, HTLV, sifilis, doenga de Chagas e hepatites B e C. O
concentrado de leucdcitos, diluido em salina a 0,9% tamponada com fosfato, pH 7,2 (PBS),
contendo 2 mM de etilenodiaminotetracetato (PBS-EDTA) na proporg¢do 2,5:1 em um total de 35
mL, foi centrifugado sobre 12 mL de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences Corp.
Piscataway, NJ, USA), a 500 g por 30 minutos a 25° C. O anel de células mononucleares formado
foi coletado e transferido para outro tubo, no qual foi adicionado PBS-EDTA e submetido a uma
centrifuga¢@o a 500 g por 10 minutos a 4° C. O sedimento foi coletado e, apds ressuspenso, foi
centrifugado 2 vezes a 180 g (10 minutos a 4° C), para remog¢do parcial das plaquetas (que

permaneciam no sobrenadante apos cada centrifugacao).

Apods contagem, as células mononucleares (10%/tubo) foram submetidas a um gradiente
descontinuo de Percoll para separar linfocitos, mondcitos e plaquetas. Inicialmente, foi preparada
uma solucdo de Percoll, denominada Percoll 100%, por mistura de 9 partes de Percoll Plus (GE
Healthcare) e uma parte de PBS 10 vezes concentrado, pH 7,4. Esta solugdo foi utilizada no
preparo de 3 solugdes de Percoll a 40%, 50% e 70%, diluindo o Percoll 100% em PBS. As
células foram submetidas a uma centrifugacdo a 800 g, e, apds descarte quase total do

sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso no tampao remanescente. Em seguida, as solugdes de
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Percoll foram adicionadas cuidadosamente sobre as células, primeiramente 2 mL do Percoll 70%,
seguido do acréscimo de 3 mL de Percoll 50% e 4 mL de Percoll 40%. Apds centrifugacdo (800 g
por 20 minutos a 20° C), os anéis correspondentes aos monocitos foram coletados e submetidos a
trés lavagens como descrito anteriormente para as células mononucleares. PBS-EDTA foi

utilizado para ressuspender as células nas lavagens.

A pureza das separacdes foi verificada por ‘“citospin” ou citometria de fluxo. Os

mondcitos utilizados para obtencdo das MoMPs apresentaram entre 80 e 92% de pureza.

3.1.2. Polimorfonucleares

Os PMNs foram obtidos a partir de 20 mL de sangue com heparina, doado por
voluntarios sadios. O sangue foi misturado com uma solug@o a 3% de dextran T-500 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), preparada em solucdo salina a 0,9%, na proporg¢éo 2:1.
Esta mistura foi deixada em repouso durante 30 minutos para sedimentag¢do das hemacias. O
sobrenadante rico em leucocitos foi aspirado e centrifugado por 10 minutos a 750 g. O
sedimento foi ressuspenso em 12 mL de PBS-EDTA e cada 6 mL foram adicionados
cuidadosamente sobre 3 mL de Ficoll e centrifugado a 800 g por 20 minutos a 20° C. Apos
descarte do anel de células mononucleares de sangue periférico (CMSP) formado e do
sobrenadante, o sedimento rico em PMNs foi ressuspenso em 2 mL de PBS e as hemacias
contaminantes foram lisadas pela adi¢do de 5 mL de dgua destilada e inversdo lenta durante 1

minuto, seguidas da reconstitui¢@o isotonica do meio com 1,75 mL de uma solug¢do de NaCl a
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3,5%. Apos a lise, a suspensdo foi centrifugada a 150 g por 10 minutos a 4° C e as células
lavadas duas vezes nas mesmas condi¢des de centrifugagdo. PBS-EDTA foi utilizado para

ressuspender as células nas lavagens.

3.1.3. Hemacias

As hemadcias utilizadas nos experimentos foram recuperadas apos centrifugacdo sobre
Ficoll-Hypaque do concentrado de leucocitos como descrito para o isolamento dos mondcitos.
Cerca de 1 mL da papa de hemécias foi aspirado e transferido para outro tubo. Apos diluicdo em
PBS-EDTA, a suspensdo de hemacias foi centrifugada por 10 minutos, a 500 g e as hemacias

lavadas duas vezes nas mesmas condi¢des de centrifugagao.

3.2. OBTENCAO DAS MICROPARTICULAS (MPs)

As microparticulas foram geradas a partir dos mondcitos ¢ PMNs na concentragdo de
5x10%mL ou 10”/mL em solucdo salina balanceada de Hank modificada, sem vermelho fenol
nem glicose, e com a adi¢do de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico (HEPES) a 1
mM (HBSSM). A liberagdo das MoMPs foi induzida pelo estimulo das células com 2 pM do

ionoforo de célcio (A23187) (Sigma) por 20 minutos a 37°C.

Nos experimentos de citometria de fluxo visando a padronizagdo do protocolo para

obten¢do das MPs, os mondcitos, apés o isolamento, foram marcados com o “kit” PKH26GL ou
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PKH67GL (Sigma) de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante. Nestes “kits”, os
reagentes PKH26 ¢ PKH67 sdo marcadores fluorescentes com longas caudas alifaticas que
durante o procedimento sdo incorporados de maneira estavel nas regides lipidicas da membrana
celular. O PKH26 possui espectro de excitagdo maxima em 551nm e emissdo maxima em 567nm.
O PKH67 possui espectro de excitagdo maxima em 490nm e emissdo maxima em 502nm. Apds
esta marca¢do, os mondcitos foram ativados para obteng¢do das microparticulas. Esta metodologia
permitiu a distingdo das MoMPs do “background eletronico”, apos aquisicdo das amostras em
citometria de fluxo. Um total de 100.000 a 200.000 eventos foram adquiridos em diferentes
experimentos € as MoMPs foram consideradas como os eventos fluorescentes adquiridos dentre o

total de eventos.

Todas as aquisi¢des de resultados citométricos realizadas neste trabalho foram feitas no
citometro de fluxo FACSorter usando o programa CellQuest (BD Biosciences, San Jose,
California, EUA). A analise dos dados foi feita no programa FlowJo (Tree Star Inc, Califérnia,
EUA). A aquisicdo das amostras de MoMPs foi realizada sempre com os canais de dispersdo

frontal (FSC-H), dispersao lateral (SSC-H) e fluorescéncia em escalas logaritmicas.

3.2.1. Estratégia para remocao dos debris celulares

O sobrenadante dos monocitos ativados (SMA), contendo as MoMPs, foi obtido apds
remocdo das células por duas centrifugagcdes da suspensdo a 2.800 g por 10 minutos a 4° C. O

SMA foi submetido a centrifuga¢des subsequentes, a 5.000 g, 8.000 g e 12.000 g no rotor TLA-
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100.3 (Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EUA) por 5 minutos a 4° C. Apds cada uma das
centrifugagdes, uma aliquota de 300 pL de cada amostra foi coletada para aquisi¢do de resultados
no citometro de fluxo. Alternativamente, o0 mesmo SMA foi filtrado em membrana com poro de
1,2 um (Isopore, Millipore, Carrigtwohill, County Cork, Ireland). Neste procedimento, o material
filtrado foi coletado e o material retido na membrana foi eluido por fluxo reverso com HBSSM
(mesmo volume do filtrado). As amostras foram submetidas a aquisi¢do de resultados no

citometro de fluxo.

3.2.2. Determinacio da efetividade da ultracentrifugacio a 100.000g

O SMA foi submetido a ultracentrifugagdo a 100.000 g no rotor TLA-100.3, por 45
minutos a 4° C. O sobrenadante foi coletado e o sedimento contendo as MoMPs foi suspenso em

HBSSM. As amostras foram avaliadas em citometria de fluxo.

3.2.3. Efeito do congelamento na manutencio da integridade das MoMPs

O SMA foi armazenado a 4° C ou a — 80° C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram

avaliadas em citometria de fluxo.
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3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

O SMA, obtido como descrito no item 3.2.2, foi submetido a ultracentrifugag¢ao a 100.000
g, por 45 minutos a 4° C. Os sedimentos foram suspensos em fixador de Karnovsky
(glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 4% em tampao cacodilato de sddio a 0,1 M) por 16
horas a 4° C. Apds fixacdo, as MoMPs foram novamente ultracentrifugadas e o sedimento lavado
em tampao cacodilato de sédio a 0,1 M. Apos nova ultracentrifugacdo, as MoMPs foram pds-
fixadas, em uma solugdo contendo tetréxido de 6smio a 1%, ferricianeto de potéssio a 0,8% e
cloreto de calcio a 5 mM, por 40 minutos. Posteriormente, a amostra foi ultracentrifugada e
lavada por duas vezes em tampdo cacodilato de sddio para remover o excesso do pds-fixador.
Apos o descarte do sobrenadante, as MoMPs, ressuspensas em tampao cacodilato de sédio, foram
transferidas para um microtubo plastico (1,5 mL) e centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos.
Apds remogdo do sobrenadante, as MoMPs foram incluidas em agarose a 1% (“Low Melting
point”; Sigma Chemical Co., St Louis, EUA) em agua destilada. A inclusdo se fez pela adi¢do de
300 pL da agarose sobre o sedimento, seguido de nova centrifugacdo por 15 minutos. Apds
resfriamento e solidificagdo, o material foi desidratado em séries crescentes de acetona (30%,
50%, 70%, 90% e 100% por trés vezes), por 10 minutos em temperatura ambiente. O material foi
incluido em resina (Polybed 812) e em seguida mantido em estufa a 60° C, por 72 horas, para
polimerizar. Os cortes do material foram feitos em ultramicrétomo, e recolhidos em grades de
cobre (malha 400). Em seguida, o material foi contrastado com acetato de uranila (a 7%) e citrato
de chumbo (a 1%). Apo6s 24 horas, o material pode ser observado em um microscépio Zeiss
EMI109 e as imagens foram adquiridas no programa Soft Imaging Viewer (Soft Imaging System

GmbH, Olympus, Hamburgo, Alemanha).
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3.4. DETECCAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE NAS MoMPs E NOS

SOBRENADANTES DOS MONOCITOS ATIVADOS

A detec¢do da atividade da MPO foi feita por quimioluminescéncia na presenga de
luminol como substrato para oxidagdo. A quimioluminescéncia foi mensurada com um
luminémetro que possui um tubo fotomultiplicador (que incorpora uma superficie de galio),
resfriado a -20° C, e possui uma eficiéncia acima de 10% (aproveitamento do sinal luminoso
incidente), alta sensibilidade e detecta luz de comprimentos de onda variando entre 200 ¢ 900 nm.
O sinal emitido pelo tubo fotomultiplicador ¢ detectado diretamente por uma unidade contadora
que transforma uma variacdo de corrente elétrica em um contagem digital. Os dados s@o entdo
coletados como média de contagens/segundo, correspondendo aos fétons/segundo emitidos na
reacdo de luminescéncia. As amostras (MoMPs derivadas de 10° células ou volume de
sobrenadante equivalente) foram adicionadas a placas de Petri de 35x10 mm com 20 uM de
luminol (Sigma Chemical Co., St Louis, EUA) e HBSSM (volume para completar 2 mL/placa),
cobertas com filme plastico e mantidas em uma camara escura a 37° C durante todo o tempo da
leitura. A leitura foi feita em duplicata para cada amostra e na presenca ou auséncia de 10 uM de
azida sdédica, um inibidor de peroxidases, dentre elas a MPO. Apos leitura basal durante 100
segundos, 20 uM de H,O, foi adicionado, ¢ a leitura realizada durante os 300 segundos seguintes.
A MPO, se presente, reduz o H,O, a 4gua e ¢ oxidada formando o composto I, este por sua vez ¢
capaz de oxidar o ion CI" formando o HOCI (ARNHOLD, 2004). Na reacdo que se segue com a
emissdo de luminescéncia, o luminol ¢ oxidado pelo OCI, em uma reacdo que resulta na
liberagdo de energia como fotons. Quando o HOCI e o H,O, coexistem em um sistema, a

quimioluminescéncia dependente de luminol € maior e parece resultar de um processo de co-
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oxidag@o do luminol por estas espécies reativas (BRESTEL, 1985). Em nossos experimentos,
como controle, placas contendo apenas luminol ¢ HBSSM foram submetidas a leitura basal e

apos adigdo do perdxido de hidrogénio.

3.5. ASSOCIACAO DA MPO A MoMPs LIBERADAS POR DIFERENTES ESTIMULOS

Alternativamente ao ionéforo de célcio (2 uM) por 20 minutos a 37° C, os mondcitos
foram ativados com LPS (5 pg/mL) durante 4 horas a 37 C. Apds ultracentrifugacdo do SMA
(como descrito em 3.2.2), as MoMPs foram ressuspensas e incubadas por 20 minutos a 4° C em
100 pL de tampao de citometria de fluxo (PBS com 5%SBF e 0,1% de azida sédica) contendo o
anticorpo anti-MPO conjugado a ficoeritrina (PE) ou o isotipo controle. As MoMPs foram
lavadas 2 vezes para remogdo do excesso de anticorpo ndo ligado, pela adigdo de 1 mL de tampao
de citometria de fluxo, seguida de ultracentrifugagio (100.000 g, 45 minutos a 4° C). As MoMPs

foram ressuspensas em 300 pL de PBS e analisadas em citometria de fluxo.

3.6. ANALISE FISICOQUIMICA DA ASSOCIACAO DA MPO COM AS MoMPs

3.6.1. Efeito do pH

Ap6s ultracentrifuga¢do da suspensdo contendo as MPs em trés tubos diferentes, os
sedimentos foram suspensos em 2 mL de solugdes com diferentes valores de pH: (a) solugdo com

pH 3,0 (130 mM de NaCl, 50 mM de glicina); (b) PBS contendo protamina a 0,05 mg/mL, pH
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10,7; (¢c) HBSSM com pH 7,4. Apds incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente
(aproximadamente 20° C), as suspensdes foram submetidas a ultracentrifugagdo a 100.000 g, por
45 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram coletados e misturados com 3 mL de HBSSM e o pH
dos sobrenadantes contendo glicina ou protamina foi ajustado para 7,4. Os sedimentos foram

suspensos em 5 mL de HBSSM, pH 7.4.

A atividade da MPO presente nos sobrenadantes ¢ nas MoMPs, apos os tratamentos, foi

mensurada por quimioluminescéncia.

3.6.2. Efeito da forca ionica

Ap6s ultracentrifugagdo do SMA, os sedimentos foram suspensos em 1 mL de tampao
fosfato, pH 7,4, com diferentes concentragdes de NaCl (2, 8, 14, e 20 g/L)). Como no experimento
anterior, seguiu-se uma incuba¢do por 10 minutos a temperatura ambiente, ¢ uma
ultracentrifugagdo a 100.000 g, por 45 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram coletados e os
sedimentos ressuspensos em tampao fosfato, pH 7,4, contendo NaCl a 8 g/L. As amostras foram
armazenadas a -80° C até o momento da mensuracdo da atividade da MPO por

quimioluminescéncia.

Um volume de 200 pL dos sobrenadantes ou das suspensdes de MPs foi submetido a
mensuragdo de HOCI. A esses volumes foi acrescido 200 pL de tampao fosfato, pH 7,4, contendo
NaCl a 8 g/L nas placas contendo os sobrenadantes ou 200 uL dos tampdes fosfato contendo

NaCl nas demais concentragdes nas placas contendo as MPs (o tampao fosfato adicionado a cada
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placa contendo as MPs foi o mesmo utilizado na incubagéo anterior das MPs, pois o sobrenadante
correspondente era constituido da MPO eventualmente liberada neste tampao) para ndo haver
influéncia da maior ou menor disponibilidade do ion CI" durante a rea¢do, o que comprometeria a

producdo do HOCI pela MPO.

3.6.3. Re-adsorciao da MPO a superficie das MoMPs

O SMA foi ultracentrifugado (100.000 g por 45 minutos a 4° C) em 3 tubos (3 mL/cada,
contendo o nimero de MoMPs derivadas de 1,5 x 107 células). Apos ultracentrifugagdo, os
sobrenadantes livres das MoMPs foram coletados (sobrenadante rico em MPO) e os sedimentos
foram ressuspensos em HBSSM (tubo 1) ou PBS contendo protamina 0,05 mg/mL, pH 10,7
(tubos 2 e 3). Prosseguiu-se incubacdo e ultracentrifugacdo como descritas no item 3.6.1. Os
sobrenadantes dos tubos 1 e 3 foram descartados, enquanto o do tubo 2 foi coletado, o pH
ajustado para 7,4 e armazenado a — 80°C. Os sedimentos contendo as MoMPs foram
ressuspensos em HBSSM (tubos 1 e 2) ou em sobrenadante rico em MPO (tubo 3). A suspensao
2 foi armazenada a -80°C. Apos incubacdo por 30 minutos a 20° C, as suspensdes 1 e 3 foram
submetidas a nova ultracentrifugagcdo. Apos descarte dos sobrenadantes, os sedimentos foram
ressuspensos em HBSSM e armazenados a -80°C. A atividade da MPO presente nas amostras foi
mensurada no lumindmetro, em um momento posterior, conforme metodologia descrita no item

3.4.
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3.7. LIGACAO DAS MoMPs A ANEXINA V

Com o objetivo de investigar a contribuicdo das cargas negativas conferidas pela
expressdo de fosfatidilserina na superficie das MPs para a ligacdo da MPO, as MoMPs, marcadas
com o anticorpo anti-MPO conjugado a PE, como descrito no item anterior, foram ressuspensas
em 75 pL. de HBSSM ou HBSSM contendo 10 mM de etilenodiaminotetracetato (EDTA) apds a
ultima lavagem. Foram adicionadas a cada tubo 1,5 pL. de uma solugdo de anexina V conjugada a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Apds 15 minutos
de incubagdo a temperatura ambiente, o volume das suspensdes foi completado para 300 uL ¢ as

MoMPs analisadas por citometria de fluxo.

3.8. ASSOCIACAO DA MPO COM OUTRAS SUPERFICIES CELULARES

3.8.1. Hemacias

As hemacias (obtidas como descrito no item 3.1.3.) foram incubadas em sobrenadante
rico em MPO (SRMPO) ou HBSSM (5x10°mL) por 30 minutos a temperatura ambiente. As
suspensdes foram submetidas a centrifugacdo a 800 g por 10 minutos para remog¢do da MPO ndo
adsorvida. As hemacias foram ressuspensas em HBSSM e a atividade de MPO associada a elas
foi mensurada por quimioluminescéncia. As hemadcias foram colocadas nas placas de petri
(10%placa) e a atividade de MPO associada as MoMPs (derivadas de 10° células) foi mensurada
como controle na reagdo. A atividade de MPO presente no SRMPO utilizado na incubagdo com

as hemacias também foi mensurada.
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Alternativamente, apos as lavagens, as hemécias (10° / pogo) foram transferidas para
placas de 96 pogos com fundo em “U”. A placa foi centrifugada a 720 g por 10 segundos. Apos
descarte do sobrenadante, as células foram homogeneizadas no “vortex” e incubadas com 25 pL
de uma dilui¢@o dos anticorpos anti-MPO, ou isotipo controle, conjugados a PE por 20 minutos a
4° C. As hemacias foram lavadas duas vezes com 100 ul de tampao de citometria de fluxo para
remocdo do excesso de anticorpo ndo ligado, por centrifugacdo a 720 g durante 10 segundos.
Apds o descarte do sobrenadante, as hemacias foram ressuspensas em 500 pL de PBS para

aquisi¢do de resultados no citdmetro de fluxo.

3.8.2. Células Mononucleares De Sangue Periférico

As células mononucleares obtidas como descrito no item 3.1.1 foram estimuladas ou nao
com ionéforo de célcio (a 2 uM, por 20 minutos a 37°C), incubadas com os anticorpos anti-MPO
ou isotipo controle conjugados a PE, como descrito no item anterior, e submetidas a aquisi¢do no

citometro de fluxo.

3.9. DETECCAO DAS MOLECULAS DE ADESAO

Para a identificagdo das moléculas de adesdo presentes nas microparticulas, 1 mL do
SMA contendo MoMPs (derivadas de 5x10° mondcitos) foi ultracentrifugado a 100.000 g por 45

minutos a 4° C, e o sedimento foi ressuspenso e incubado com 100 pL de tampao de citometria de
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fluxo contendo os anticorpos anti-CD11a, anti-CD11b, ou anti-CD18 conjugados a FITC ou anti-
CD62L conjugado a ficoeritrina-Cy5 (Cy5.PE) por 20 minutos a 4° C. As MoMPs incubadas com
os anticorpos conjugados a FITC foram concomitantemente incubadas com o anticorpo anti-
MPO-PE para possibilitar a analise da propor¢do de MoMPs positivas para as moléculas de
adesdo dentre o total de MoMPs positivas para MPO. As MoMPs foram lavadas duas vezes para
remog¢do do excesso de anticorpo ndo ligado, pela adigdo de 1 mL de tampdo de citometria de
fluxo, seguida de ultracentrifugacdo (100.000 g, 45 minutos a 4° C). As MoMPs foram

ressuspensas em 300 pL. de PBS para aquisi¢@o de resultados no citdmetro de fluxo.

Mondcitos ndo ativados ou ativados com iondforo de célcio (a 2 pM, por 20 minutos a
37° C) foram marcados como controle no experimento. 10° mondcitos/pogo foram incubados com
25 pL de tampao de citometria de fluxo contendo os mesmos anticorpos por 20 minutos a 4° C. O
procedimento de marcagdo foi realizado como descrito no item 3.8.2. Todos os anticorpos
utilizados foram monoclonais. O anti-CD11a, anti-CD18 e anti-MPO foram adquiridos da Novus
Biologicals (Littleton, CO, USA) o anti-CD11b e os isotipos controles foram adquiridos da AbD
Serotec (North Carolina, USA) e o anti-CD62L foi adquirido da BD Biosciences. Na aquisi¢ao

das MoMPs e dos mondcitos, foram adquiridos 100.000 e 10.000 eventos, respectivamente.
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4. RESULTADOS
4.1. OBTENCAO DAS MICROPARTICULAS

4.1.1. Aumento na liberacio de MPs por mondcitos apés estimulo com ion6foro de calcio

O estimulo com 2 uM do iondforo de célcio aumentou (>2X) a liberagdo de MPs por

monocitos quando comparado com mondcitos ndo ativados (Figura 1).

a) Monacitos nio ativados b) Monécitos ativados com ionéforo de calcio
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FIGURA 1: Liberagdo de MPs por monécitos humanos marcados com PKH26. O ntimero no canto superior
esquerdo representa o numero de MoMPs em cada tratamento, consideradas como os eventos fluorescentes
adquiridos em citometria de fluxo. a) MoMPs liberadas por mondécitos ndo ativados. b) MoMPs liberadas apds
estimulo com 2 pM do ionéforo de calcio.
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4.1.2. Estratégia para remocao dos debris celulares

A centrifugacdo a 5.000 g ndo alterou a percentagem de eventos fluorescentes detectadas
no sobrenadante, representando as MoMPs, enquanto que as centrifugagdes a 8.000 g e 12.000 g
reduziram de 60% para cerca de 50% este nimero (Figura 2.a.), indicando que algumas MoMPs
sedimentam nestas rotagdes. A filtracio do SMA em uma membrana com poro 1,2 um resultou
na reteng@o de apenas algumas MoMPs (Figura 2.b.), permitindo seu uso antes do isolamento das
MoMPs. A partir destes resultados, nos demais experimentos deste trabalho, apds a remogao das
células por duas centrifuga¢des a 2.800 g por 10 minutos a 4° C, o SMA foi centrifugado a
12.000 g por 5 minutos a 4° C ou filtrado na membrana com poros de 1,2 um para remover debris

celulares, antes do isolamento das MoMPs por ultracentrifugacao.
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FIGURA 2: Detec¢do de MoMPs marcadas com o fluorocromo PKH26 nos sobrenadantes dos monocitos humanos
ativados com 2 pM de A23187, por 20 minutos a 37° C. (a) Percentagens de eventos fluorescentes mensuradas apds
centrifugacdo nas rotacdes indicadas no grafico para remog¢o dos debris celulares. (b) Histograma representando o
numero de eventos fluorescentes versus o tamanho dos eventos (FSC-H); a linha espessa representa as MoMPs que
passaram através de uma membrana com poro de 1,2 um.; a linha fina representa as MoMPs que ficaram retidas na
membrana e posteriormente foram eluidas.
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4.1.3. Determinacio da efetividade da ultracentrifugacio a 100.000 g

Como demonstrado na figura 3, a ultracentrifugacdo na velocidade de 100.000 g por 45
minutos foi suficiente para sedimentar as MoMPs, resultando em um sobrenadante praticamente

sem MPs, e, portanto foi mantida nos experimentos subsequentes.
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FIGURA 3: Detec¢do de MoMPs no sobrenadante e no sedimento apds ultracentrifuga¢do do sobrenadante dos
mondcitos humanos estimulados com 2 pM de A23187, por 20 minutos a 37° C. Histograma representando o niimero
de eventos fluorescentes em cada tratamento versus o tamanho dos eventos (FSC-H); a linha espessa indica os
eventos adquiridos no sobrenadante; a linha fina indica os eventos adquiridos no sedimento.
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4.1.4. Efeito do congelamento na manutencio da integridade das MoMPs

Conforme demonstrado na figura 4, ndo houve diferenga entre o nimero de MoMPs
detectadas nos tratamentos a 4° C ou -80° C, enquanto que as caracteristicas foram parcialmente
alteradas apds congelamento a -80° C, com o aparecimento de eventos com menor tamanho e
granulosidade. A partir deste resultado, decidimos realizar as anélises no mesmo dia do
isolamento das MPs, com exce¢do de algumas mensuragdes da atividade da MPO que foram
realizadas apos armazenamento das amostras a -80° C, conforme descrito nas segdes da

metodologia.
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FIGURA 4: MoMPs apds armazenamento do sobrenadante dos mondcitos ativados (2uM de A23187) a 4° C (a) ou
a -80° C (b) por 24 horas. O niimero no canto superior esquerdo representa o nimero de MoMPs em cada tratamento,
consideradas como os eventos fluorescentes adquiridos. Histograma representando o numero de eventos
fluorescentes em cada tratamento versus o tamanho dos eventos (c) ou versus a granulosidade dos eventos (d).
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4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Na figura 5 podemos visualizar as MoMPs detectadas por microscopia eletronica. A
MoMPs se apresentaram como vesiculas esféricas delimitadas por estruturas com contrastagdo
caracteristica das membranas celulares, com duas faixas eletrondensas circundando uma regido

menos eletrondensa. O didmetro das MoMPs sinalizadas na figura variou de 128 a 491 nm.

FIGURA 5: Microscopia eletronica de transmissdo das microparticulas derivadas de mondcitos humanos apds
ativagio com 2 uM do ionéforo de célcio A23187, por 20 minutos a 37° C. E possivel visualizar vesiculas esféricas
compartimentalizadas por dupla membrana. As linhas coloridas representam a analise morfométrica do didmetro das
microparticulas.
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4.3. ASSOCIACAO DA MIELOPEROXIDASE AS MoMPs

A atividade da MPO foi detectada em associagdo com as MoMPs (Figura 6), além de no
SMA apds a remogdo das MoMPs. A adicdo de azida sodica (10 uM) a reacdo resultou na
inibi¢do dos fotons detectados, confirmando que a quimioluminescéncia gerada a partir da
oxidacdo do luminol foi dependente da atividade de MPO. A adi¢do de perdxido de hidrogénio a
placas contendo apenas HBSSM e luminol ndo resultou na produgdo de fétons, e a contagem se

manteve basal em = 15 contagens/segundo (dados ndo mostrados).
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FIGURA 6: Atividade de mieloperoxidase detectada no sobrenadante e nas microparticulas (MPs) derivadas de
monocitos estimulados com 2 pM do ionoforo de calcio A23187 por 20 minutos a 37° C, por quimioluminescéncia
dependente de luminol (20 uM). As MPs foram separadas dos sobrenadantes por ultracentrifugacdo a 100.00g, por
45 minutos. Cada ponto representa a média de fotons detectados durante 300 segundos apos adigcdo de H,O, (20 uM).
Os resultados obtidos na auséncia (M) ou presenga (O0) de azida sédica (10 uM) dentro de cada experimento estio
ligados por linhas para demonstrar a inibi¢do na emisséo de fotons.
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A MPO foi detectada associada as MoMPs, independentemente do estimulo indutor da
vesiculagdo, estando presente nas MPs liberadas por mondcitos ativados por ionéforo de calcio

(A23187) ou LPS (Figura 7).
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FIGURA 7: Presenca de mieloperoxidase na superficie das microparticulas derivadas de mondcitos estimulados
com iondforo de calcio A23187 (2 uM) por 20 minutos a 37° C ou LPS (5 ng/mL) por 4 horas a 37° C detectada por
citometria de fluxo utilizando anticorpos anti-MPO e isotipo controle conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE).
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4.4. ANALISE FISICOQUIMICA DA ASSOCIACAO DA MIELOPEROXIDASE AS
MoMPs

4.4.1. Efeito da variacdo de pH

Apbs o tratamento com pH acido (3,0), 99,9% da mieloperoxidase manteve-se associada
as MoMPs. Entretanto apos tratamento com pH 10,7, 98,9% da MPO foi dissociada da superficie

das MoMPs (Figura 8).
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FIGURA 8: Atividade de mieloperoxidase presente nos sobrenadantes e microparticulas derivadas de monocitos
apds tratamentos com solugdes de diferentes pH e ultracentrifugacdo para precipitagdo das MoMPs. O resultado esta
expresso como porcentagem de fotons detectados, considerando-se o total (sobrenadante + MoMPs) como 100%
para cada tratamento. Cada coluna representa a media = SD (n=5-6)
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4.4.2. Efeito do aumento da forca ionica

Para confirmar o resultado do experimento anterior, nds investigamos o efeito da
variacdo da forga i6nica do meio sobre a associagdo da MPO as MoMPs. A dissociacdo da
MPO das MoMPs ocorreu com a variagdo da forg¢a idnica do meio, sendo diretamente
proporcional ao aumento desta (Figura 9.a). Este mesmo resultado foi encontrado para as

MPs derivadas de PMNs (Figura 9.b).
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FIGURA 9: Atividade de mieloperoxidase presente nos sobrenadantes (Sobrenadantes) e microparticulas (MPs)
derivadas de a) mondcitos ou b) PMNs, apds tratamentos com solugdes com diferentes forgas idnicas. As MPs foram
separadas dos sobrenadantes por ultracentrifugagdo. O resultado estd expresso como porcentagem de fotons
detectados, considerando-se o total (sobrenadante + MPs) como 100% para cada tratamento. Em (a) resultado
representativo de trés experimentos realizados.
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4.4.3. Auséncia de re-adsorcio da MPO as MoMPs

A incubag@o das MoMPs com o SRMPO, apds remogao inicial da MPO por tratamento
com pH 10,7, ndo resultou em re-adsor¢do da MPO a superficie das MoMPs (Figura 10). A
atividade da MPO disponivel no SRMPO também foi mensurada e encontra-se representada na

figura.
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FIGURA 10: Atividade de mieloperoxidase (MPO) presente nas microparticulas derivadas de mondcitos (MoMPs),
antes, apos tratamento com solugdo com pH 10,7, e apods tratamento com pH 10,7 seguido de incubagio com
SRMPO. A atividade da MPO no SRMPO utilizado na incubag¢io também foi mensurada. O resultado esta expresso
como unidades arbitrarias (UA), calculadas considerando-se a média de fotons produzidos por MoMPs controle
como 100. Resultado de um experimento representativo de dois realizados.
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4.5. EXPRESSAO DE FOSFATIDILSERINA NA SUPERFICIE DAS MoMPs

Cerca de 60% (62% =+ 6) das MoMPs ligaram-se a anexina V (Figura 11), indicando a
expressdo da fosfatidilserina na sua superficie. Quando avaliamos a dupla marcacdo, 14% + 4%
das MoMPs apresentaram marcagdo apenas para MPO, enquanto 40% =+ 5% apresentaram

apenas marcagdo para anexina V.
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FIGURA 11: a) Expressao de fosfatidilserina na superficie das microparticulas derivadas de mondcitos estimulados
com 2 uM do ionéforo de calcio A23187, indicada pela ligagdo da anexina V na auséncia ou presenca de calcio. b)
Apresentacdo de mieloperoxidase e expressdo de fosfatidilserina na superficie das microparticulas derivadas de
monocitos estimulados com 2 uM do ionoéforo de calcio A23187. Experimento representativo de dois realizados.
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4.6. ASSOCIACAO DA MPO COM OUTRAS SUPERFICIES CELULARES

Investigamos a associagdo da MPO com outras superficies celulares que ndo as MoMPs,
com o objetivo de testar se haveria ligacdo inespecifica eletrostatica em outra superficie celular
negativa como sugerido na literatura. Escolhemos as hemacias como modelo por serem
abundantes na corrente sanguinea, e, portanto, seriam um dos primeiros alvos para adsor¢do da
MPO apos sua liberacdo durante a degranulagdo de neutrofilos ou monocitos. As hemacias nao

foram capazes de adsorver a MPO apo6s incubagdo com o SRMPO (Figura 12).
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FIGURA 12: a) Atividade de mieloperoxidase (MPO) presente em microparticulas derivadas de mondcitos (MoMPs
derivadas de 10° células), em hemacias apés incubagdo com sobrenadante rico em MPO (Hemécias em SRMPO),
hemacias incubadas com solu¢do salina balanceada de Hank modificada (Hemacias em HBSSM) e em sobrenadante
rico em MPO (SRMPO). O resultado esta expresso como unidades arbitrarias (UA), calculadas considerando-se a
média de fotons produzidos por segundo na presenga das MoMPs derivadas de 10° células como 100. Cada coluna
representa o valor médio de dois experimentos. b) Auséncia de MPO na superficie das hemacias, apds incubagdo
com solug¢do salina balanceada de Hank modificada (HBSSM) ou sobrenadante rico em MPO (SRMPO),
demonstrada por citometria de fluxo utilizando anticorpos anti-MPO e isotipo controle conjugados ao fluorocromo
ficoeritrina (PE). Experimento representativo de quatro realizados.
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Avaliamos também a associagdo da MPO na superficie dos linfocitos € mondcitos antes e
apds ativacdo destas células. Observamos que os mondcitos expuseram a enzima na sua
superficie ap6s ativagdo, concomitante com a liberagdo no meio extracelular, entretanto, os

linfécitos ndo adsorveram a MPO presente no meio (Figura 13).
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FIGURA 13: Auséncia ou presenca de mieloperoxidase na superficie de linfocitos (a) e mondcitos (b) antes e apos
ativagdo com 2 pM do iondforo de célcio (A23187) por 20 minutos a 37° C. Experimento representativo de trés
realizados.
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4.7. PRESENCA DE MOLECULAS DE ADESAO NAS MoMPs

A expressdo das integrinas LFA-1 (CD11a/CD18) e MAC-1 (CD11b/CD18) foi detectada
na superficie das MoMPs ricas em MPO (Figura 14.a). Além disso, a expressdo de L-selectina foi
detectada na superficie das MoMPs (Figura 14.b). Os mondcitos apresentaram marcagdo para
todas as moléculas investigadas, como esperado, antes e apos ativagdo (Figuras 14.c e 14.d),
entretanto, ao contrario das demais moléculas, a L-selectina teve sua expressdo diminuida na

superficie dos mondcitos apos ativagdo, como demonstrado na figura 14.e.
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FIGURA 14: Expressdo de moléculas de adesdo nas microparticulas derivadas de mondcitos e nos mondcitos
estimulados ou ndo com 2 pM do iondforo de calcio A23187 por 20 minutos a 37° C. a) Expressdo das integrinas
LFA-1(CDl11a) e Mac-1 (CD11b) na superficie das MoMPs. b) Expressdo de L-selectina (CD62L) na superficie das
MoMPs. c) Expressdo das integrinas LFA-1 ¢ MAC-1 na superficie dos mondcitos ndo ativados ou d) apds ativagio
com 2 uM do ionéforo de calcio A23187. e) Expressdo de L-selectina na superficie dos mondcitos ndo ativados
(linha azul) ou apds ativagdo com 2 uM do ionoéforo de célcio (linha vermelha). Graficos representativos de dois
experimentos realizados.



52

4.8. AUSENCIA DE CD14 NAS MoMPs

Nao encontramos expressdo de CD14 na superficie das MoMPs (Figura 15.a). Os
monocitos apresentaram marcacdo, antes e apds liberagdo das MoMPs por ativagdo com iondforo

de calcio, como esperado (Figura 15.b).
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FIGURA 15: a) Auséncia de expressdo de CD14 na superficie das microparticulas derivadas de mondcitos
estimulados com 2 pM do iono6foro de calcio A23187. b) Expressdo de CD14 na superficie dos monécitos nio
ativados (linha azul) ou estimulados com 2uM do iondforo do célcio A23187 (linha vermelha). Experimento
representativo de dois realizados.
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5. DISCUSSAO

Os protocolos de obtengdo de MPs in vitro variam bastante na literatura, nao havendo
consenso em relacdo as velocidades de centrifugagdo apropriadas para remoc¢do de debris
celulares e sedimentacdo das MPs, nem em relagdo ao possivel armazenamento a baixas
temperaturas para andlises posteriores ao dia do isolamento. Portanto, foi necessaria a
padronizag¢do da metodologia para obteng¢do das MPs derivadas de monécitos humanos ativados,

previamente aos demais estudos.

Nas analises iniciais em citometria de fluxo, os mondcitos foram marcados com
fluorescéncia (PKH26 ou PKH67 — tecnologia patenteada cujo principio consiste na incorporacao
de moléculas alifaticas fluorescentes na bicamada lipidica celular) para nos permitir distinguir as
MPs derivadas da membrana celular nas analises. Esta necessidade partiu do pequeno tamanho
das MPs e consequente presenca de ruidos (“background” eletronico) na janela de visualizacdo
do programa “CellQuest” durante sua aquisi¢do no FACSorter. Esta limitacdo ¢ decorrente do
fato dos instrumentos convencionais de citometria de fluxo serem projetados para analise de
células que sdo 10 a 1000 vezes maiores que as MPs (ARDOIN et al, 2007). A partir da

utilizacdo desta metodologia, as MoMPs foram consideradas como os eventos fluorescentes.

Nosso protocolo de obtengdo de MoMPs foi eficiente, como confirmado pela presencga de
vesiculas, delimitadas por bicamadas lipidicas, com tamanho inferior a 1 um em microscopia

eletronica de transmissao (Figura 5).
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A estratégia comumente empregada para a remocdo das células e debris celulares, antes
da sedimentacdo das MPs, ¢ a centrifugagdo a velocidades que variam de 200 g (LIU et al, 2007)
a 14.000 g (CERRI et al, 2006) por 5 ou 10 minutos ou a filtragdo em uma membrana com poro
de 1,2 um de diametro (KOLOWOS et al, 2005). Entretanto, alguns autores utilizam rotacdes de
16.000 g (BERNIMOULIN et al, 2009) ou 17.000 g (KOLLOWS et al, 2005) para sedimentar as
MPs. Decidimos, portanto, testar se as MoMPs continuariam disponiveis no SMA para posterior
isolamento, apds centrifugacdes a 5.000 g, 8.000 g e 12.000 g durante 5 minutos. Uma vez que a
maioria das MoMPs manteve-se em suspensdo nestas centrifugagdes (Figura 2.a), escolhemos
uma centrifugacdo a 12.000 g por 5 minutos, ou, alternativamente, uma filtragdo na membrana
com poro de 1,2 pm de didmetro, com o objetivo de aumentar a pureza das preparagdes de
MoMPs. Em relagdo a concentracdo das MoMPs, uma ultracentrifugacdo a 100.000 g por 45
minutos mostrou-se satisfatoria, resultando em um sobrenadante virtualmente livre das MoMPs
(Figura 3), ndo sendo necessaria a utilizacdo de velocidades tao altas e tempos tdo longos, como
as 200.000 g durante 4 horas utilizadas por Del Conde e colaboradores (2005). Os autores que
usam as menores rotagdes visam remover os chamados exossomos (vesiculas liberadas no espago
extracelular apos fusdo de corpos multivesiculares com a membrana plasmadtica) e isolar apenas
as MPs, embora ndo exista comprovagdo de que esta metodologia ou qualquer outra seja eficaz
neste proposito. O consenso atual ¢ de que as populagdes de vesiculas recuperadas de fluidos
extracelulares e meios de incubagdo sdo inevitavelmente misturadas (CUCUCCI et al, 2009) e,
portanto preferimos evitar a perda de MoMPs utilizando a rotagdo de 100.000 g, conforme

realizado por diversos autores (HUBER et al, 2002; SHET et al, 2003), aceitando que as nossas



55

populagdes de MoMPs podem ser uma mistura de vesiculas liberadas da membrana plasmatica e

exossomos (CUCUCCI et al, 2009).

Um unico ciclo de congelamento - descongelamento das MPs ¢ utilizado por muitos
grupos na impossibilidade de isola-las e proceder as analises no mesmo dia (GASSER et al,
2003; LIU et al, 2007; BOULANGER et al, 2001). Entretanto, é recomendavel que uma analise
por citometria de fluxo seja realizada para demonstrar que o nlimero e as caracteristicas das MPs
ndo foram modificados (PICCIN et al, 2007). Nos realizamos esta analise com o SMA contendo
as MoMPs e verificamos uma pequena alteracdo no tamanho e granulosidade de algumas
MoMPs, apds armazenamento a —80° C (Figura 4). Este resultado nos levou a realizar todas as

marcagdes e tratamentos subseqiientes no mesmo dia do isolamento das MoMPs.

Noés demonstramos que a mieloperoxidase, em sua forma cataliticamente ativa se encontra
associada a superficie de microparticulas derivadas de monocitos (Figura 6). Constatamos
também que, apesar da associagdo de certas moléculas as MPs ser dependente do estimulo
utilizado (BERNIMOULIN et al, 2009), a associagdo da MPO as MoMPs independe do estimulo
indutor da vesiculagdo (Figura 7). A presenca da MPO na superficie de microparticulas havia
sido demonstrada em MPs derivadas de PMNs ativados com fMLP por Hess e colaboradores em

1999.

O grupo de Gasser (2003) demonstrou que a MPO presente no sobrenadante de PMNs
ativados, livre de MPs, foi capaz de se ligar a superficie de MPs derivadas de PMNs de
individuos com produgdo deficiente de MPO. Este resultado indicou que ao menos uma parte da

MPO pode se religar a superficie destas MPs, apds a liberacdo para o meio extracelular. Nos
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estudamos a natureza da interagdo entre a MPO e as MoMPs. A ocorréncia de dissociagdo apos
os tratamentos com pH em torno do ponto isoelétrico da MPO ou com aumento da forga idnica
do meio, associado a auséncia de dissocia¢do em pH 3,0, demonstram o carater eletrostatico da
associacdo. Além disso, submetendo MPs derivadas de PMNs a um aumento de for¢a i6nica do
meio, encontramos o mesmo resultado, corroborando a hipdtese de Gasser e colaboradores
(2003) de que cargas negativas na superficie das MPs s3o responsaveis por esta interagdo. A
associacdo da MPO com a superficie dos neutrofilos também ocorre através de interagdes

dependentes de carga (BANGALORE & TRAVIS, 1994).

A negatividade da superficie das MPs parece ser conferida principalmente pela exposi¢ao
da fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmatica (VANWIIK et al, 2003).
Entretanto, demonstramos que algumas MoMPs apresentaram associagdo com a MPO e ndo
expressaram fosfatidilserina na sua superficie, enquanto a maior parte das MoMPs expressaram
fosfatidilserina, mas ndo apresentaram associagdo com a MPO (Figura 11). Este resultado indica
que outras moléculas contribuem com as cargas negativas responsaveis pela associacdo da MPO
as MoMPs, mas ndo excluem a participagdo da fosfatidilserina. Além disso, quando removemos a
MPO da superficie das MPs por tratamento com pH 10,7, a MPO néo foi capaz de religar-se nas
MoMPs apos restabelecimento do pH fisioldgico (Figura 10). Este resultado indica a necessidade
de uma determinada distribui¢do de cargas na superficie das MoMPs para que ocorra a interagao
com a MPO, e sugere a participagdo de molécula(s) especifica(s), na superficie das MoMPs

responsaveis por esta intera¢do, as quais se alterariam de maneira irreversivel no pH 10,7.
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Além disso, a MPO no se associou com as outras superficies celulares testadas (hemacias
e linfocitos), corroborando que a associacdo com a MPO depende de uma distribuicdo espacial
especifica de cargas na superficie celular e ndo ocorre simplesmente na presenca de superficies
carregadas negativamente, como sugerido na literatura (KLEBANOF, 2005; ARNHOLD, 2004).
Demonstramos também que os mondcitos apresentam a MPO na sua superficie apds ativagdo
(Figura 13.b), assim como os neutréfilos (BANGALORE & TRAVIS, 1994; HESS et al, 2000),
ambas as células produtoras de MPO. Coerentemente, as MPs derivadas de PMNs e mondcitos
apresentam associagdo com a MPO, ja que brotam da membrana plasmatica apds ativacdo

celular.

Outras observagdes, com relevancia fisiolégica, apontam para a especificidade da
associagdo entre a MPO e a superficie celular. A associagdo da MPO a PMNs nio ativados, apos
incubagdo com sobrenadante rico em MPO, tornou estas células respondedoras a anticorpos
especificos com a produgdo de ROS (HESS et al, 2000). Além disso, Lau e colaboradores (2005)
demonstraram que esta associagdo exerce fun¢do autdcrina e paracrina, induzindo aumento da
degranulagdo, expressdo de CD11b e ativagdo da NADPH oxidase na superficie celular e deve-se
a ligacdo da MPO a integrina CD11b/CD18. Embora, at¢ o momento, ndo tenha sido descrita
nenhuma ag¢do regulatéria da MPO sobre os mondcitos, podemos supor que alguma regulagdo
possa existir, ja que a MPO se liga a superficie destas células durante sua ativagdo. Em relagao
a(s) molécula(s) responsaveis por esta interagdo, o CD11b aponta como um forte candidato, ja

que também € expresso por mondcitos.
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Nos identificamos a expressdo das integrinas CD11a/CD18 (LFA-1) e CD11b/CD18
(MAC-1) na superficie das MoMPs ricas em MPO, demonstrando que essas MPs possuem o
potencial de aderir especificamente a superficie do endotélio ativado. Neste contexto, as MoMPs
atuariam como carreadoras da MPO para superficie endotelial, e portanto, poderiam estar
envolvidas na disfun¢do endotelial mediada por esta peroxidase. Esta hipdtese € corroborada pela
demonstragdo recente de que MPs CDI8" derivadas de células THP-1 aderem as células
endoteliais e posteriormente sdo endocitadas (AHARON et al, 2008). Eiserich e colaboradores
(2002) observaram, em um modelo de inflamag@o in vivo, que a MPO apresentava-se nas células
endoteliais e na matriz subendotelial, mas estava ausente nos neutrofilos aderentes, sugerindo que
a MPO poderia ter sido liberada por leucdcitos ativados no sangue e posteriormente permeado o
endotélio vascular. Estes achados reforcam a possibilidade da existéncia de um direcionamento
da MPO circulante para a superficie endotelial, que poderia ser realizado por MPs derivadas tanto
de monocitos quanto de neutréfilos. As MoMPs atuariam no contexto da progressio da
aterosclerose, onde os monodcitos sdo constantemente ativados e recrutados para o espaco

subendotelial.

Na tentativa de explicar a origem da MPO associada a placa aterosclerdtica, Hansson e
colaboradores (2006) sugeriram que os macrofagos da placa de ateroma poderiam readquirir a
capacidade de sintetizar esta enzima e posteriormente libera-la para o meio extracelular.
Entretanto, a deteccdo de MPO em macrdéfagos pode ndo depende da sua sintese por estas células,
e sim de pinocitose ou fagocitose de particulas com MPO (KLEBANOFF, 2005). As MoMPs sao
encontradas em grande quantidade nas lesdes ateroscleroticas, sendo as MPs predominantes neste

microambiente (LEROYER et al, 2007). Os resultados expostos acima sdo compativeis com a
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possibilidade de que essas MPs, pela sua associacdo com a MPO, estejam envolvidas do

desenvolvimento dessas lesdes.

Uma possivel fungdo para as MPs derivadas de PMNs, sugerida por Hess e colaboradores
(1999), ¢ o direcionamento da MPO para superficie dos patdogenos opsonizados, uma vez que
estas MPs apresentam a MPO co-localizando com a proteina CR1, um receptor de opsonina.
Neste contexto, estas MPs aumentariam a atividade antimicrobicida extracelular dos PMNs. Uma
vez que a integrina CD11b/CDI18 atua como receptor do complemento (CR3) (JANEWAY,
2002), o direcionamento da MPO para superficie dos patdgenos também poderia ser uma das

fungdes das MoMPs.

A expressdo de L-selectina na superficie dos mondcitos diminuiu apds ativagdo (Figura
14.e), concomitantemente com a sua liberacdo em associagdo com as MoMPs. Este resultado
também foi encontrado por Gasser e colaboradores (2002) para MPs derivadas de PMNs. Este
mecanismo de liberagdo de L-selectina, além de contribuir na capacidade adesiva das MoMPs,
pode atuar adicionalmente a clivagem deste receptor na superficie dos leucdcitos por
metaloproteases, auxiliando no controle da densidade da L-selectina na superficie celular,

regulando a migragdo celular para sitios inflamatorios (VENTURI et al, 2003).

E importante ressaltar que a pequena intensidade de fluorescéncia demonstrada nos
nossos resultados deve-se ao pequeno tamanho das MPs, ja que o nimero de moléculas presentes,
e, portanto a sensibilidade de detec¢do do FACS, ¢ proporcional ao tamanho das particulas. Além
disso, utilizamos na marcagdo das MoMPs concentracdes dos anticorpos previamente

padronizadas para marcagdo dos mondcitos, ao contrario da maioria dos trabalhos na literatura
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que utilizam concentragdes muito altas dos anticorpos para estas marcacdes (AGOUNI et al,

2008), aumentando a probabilidade de resultados falsos positivos.

Investigamos a expressdo de fosfatidilserina nas nossas MoMPs pela ligagdo a anexina V,
pela propriedade desta de se ligar especificamente a fosfatidilserina na presenca de célcio.
Apenas 60% das MoMPs apresentaram-se positivas para anexina V, corroborando que nem todas
as MPs apresentam fosfatidilserina na sua superficie (BERNIMOULIN et al, 2009). Embora
Bernimoulin e colaboradores (2009) tenham demonstrado que esta propor¢do parece depender do
estimulo indutor da vesiculagdo, a percentagem encontrada para nossas MoMPs foi similar a
encontrada para MoMPs derivadas de células THP-1 estimulados com LPS (10 pg/mL), IgG (100
pg/mL) ou sem estimulo por 6 horas a 37° C no estudo de Bernimoulin e colaboradores. Nossos
resultados enfatizam a desvantagem de se utilizar a marcagdo com anexina V como forma de
mensurar a geragdo de MPs ou selecionar as MPs em citometria de fluxo para analises posteriores
(LIU et al, 2007; ARDOIN et al, 2007), pois uma parte das MPs sdo perdidas nestes

procedimentos.

Surpreendentemente, ndo encontramos expressdo de CD14 na superficie das MoMPs por
citometria de fluxo (Figura 15), indo de encontro a sua utilizagdo como forma de identificar a
origem das MPs como derivadas de monocitos/macrofagos, principalmente em estudos de
quantificag¢do e caracterizacdo de MPs isoladas da circula¢do ou tecidos lesionados (LEROYER
et al, 2007; OMOTO et al, 2002; SHET et al, 2003). Hess ¢ colaboradores (1999) também néo
encontraram a expressdo deste marcador na superficie das MPs derivadas dos PMNs, apesar da

fraca express@o de CD14 nos neutrofilos (SCHUTT, 1999) poder ser a explicagdo neste caso.
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Uma possivel explicagdo para nosso resultado pode ser o estimulo utilizado para induzir
vesiculagdo, pois MPs derivadas de mondcitos estimulados com LPS expressam CD14 (SATTA
et al, 1994) e como discutido anteriormente, o estimulo pode ser um fator determinante na
associacdo de moléculas as MPs. Entretanto, este resultado levanta a possibilidade das MPs de
origem monocitica/macrofagica estarem sendo subestimadas em estudos clinicos de fenotipagem
e quantificacdo das MPs, e, portanto, sua participagao na patologia estudada também estar sendo
subestimada. O mesmo pode também ser levantado em relagdo a expressdo de outros marcadores
celulares, colocando em questdo a escolha de um unico marcador como metodologia para
fenotipagem das MPs. Enfatizando a relevancia desse ponto, até¢ 0 momento ndo ha definicdo de
quais marcadores sdo expressos em MPs liberadas em uma determinada condicdo

inflamatoria/patologica
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6. CONCLUSOES

e A MPO associa-se a MPs derivadas de mondcitos e PMNs por ligacdes

dependentes de interagdes eletrostaticas

e Estas cargas parecem ser fornecidas por molécula(s) especifica(s) na superficie de

monocitos e PMNSs, ja que a MPO nio se ligou a linfécitos ou hemaécias.

e MPs derivadas de mondcitos podem atuar como carreadoras da MPO para
superficie endotelial, no contexto das DCV, visto apresentarem moléculas de

adesdo para a célula endotelial ativada.

e A escolha de um tnico marcador como forma de selecionar e/ou fenotipar MPs

quanto sua origem celular pode nio ser adequada.
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