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RESUMO  

  

Micropartículas (MPs) são vesículas liberadas da membrana plasmática 

após ativação celular ou fases iniciais de apoptose. MPs de neutrófilos (NMPs) 

apresentam em suas membranas diferentes proteínas com diferentes funções e 

diretamente relacionadas com seus efeitos biológicos, tais como mediadores 

inflamatórios (integrinas e L-selectina) e mieloperoxidase (MPO).  A MPO é uma 

enzima catiônica, presente nos grânulos azurófilos de neutrófilos e monócitos, 

responsável pela formação de espécies reativas de oxigênio (ROS). Na presença 

de peróxido de hidrogênio (H2O2), a enzima catalisa a oxidação de íons cloro com 

a formação de ácido hipocloroso (HOCl). MPs de diversas origens parecem afetar 

a função vascular por mecanismos dependentes do estresse oxidativo. No 

presente trabalho investigamos o possível papel de NMPs na lesão de células 

endoteliais vasculares in vitro. NMPs foram produzidas por ativação de 

polimorfonucleares (PMNs) humanos com ionóforo de cálcio e caracterizadas por 

microscopia eletrônica de transmissão e varredura como estruturas delimitadas 

por bicamada lipídica e com diâmetro menor do que 1 m. A presença da MPO foi 

confirmada por citometria de fluxo, utilizando o anticorpo anti-MPO, e pela 

atividade enzimática detectada por quimioluminescência de HOCl, uma ROS 

catalisada unicamente pela MPO. A adição de azida, inibidor de peroxidases, ou 

de taurina, “scavanger” de HOCl, inibiu ou reduziu a atividade enzimática, 

respectivamente. Identificamos moléculas expressas na superfície das NMPs 

(CD62L, CD66b, CD45, CD95 e fosfatidilserina). A atividade de MPO foi 

observada após incubação das células endoteliais vasculares in vitro com NMPs, 

sugerindo que estas apresentam um potencial de carrear a MPO para a superfície 

endotelial vascular.  A exposição de células endoteliais a NMPs induziu alterações 

morfológicas e perda da integridade da membrana celular, analisadas, 

respectivamente, por microscópio de contraste de fase e microscopia de 

fluorescência. Nossos resultados sugerem que NMPs atuam como carreadoras de 

MPO para a superfície de células endoteliais vasculares e induzem lesão destas 

células em um mecanismo dependente de MPO, sugerindo sua participação no 

desenvolvimento das complicações cardiovasculares. 

 

 

Palavras-chave: Micropartículas; Mieloperoxidase; Estresse oxidativo; 

aterosclerose; Doenças cardiovasculares 

 



 

ABSTRACT 

 

 

Microparticles (MPs) are vesicles released from the plasma membrane after 

cell activation or early stages of apoptosis. In its membranes, neutrophil MPs 

(NMPs) present different proteins with different functions, directly associated with 

the cell’s biological activities, such as inflammatory mediation via integrins, L-

selectin and myeloperoxidase (MPO). MPO is a cationic enzyme found in the 

azurophilic granules of neutrophils and monocytes that produces reactive oxygen 

species (ROS). In the presence of hydrogen peroxide (H2O2) it catalyzes the 

oxidation of chlorine ions with the formation of hypochlorous acid (HOCl). MPs 

from different sources seem to affect vascular function through oxidative stress 

dependent mechanisms. In this study we investigated the possible role of NMP in 

vascular endothelial cell injury in vitro. NMPs were produced by activation of 

human polymorphonuclear (PMN) cells with calcium ionophore and characterized 

as structures bounded by lipid bilayer and with less than 1 m diameter by 

transmission and scanning electron microscopy. MPO presence was confirmed by 

flow cytometry using anti-MPO antibody, and the enzyme activity detected by 

chemiluminescence of HOCl, a ROS catalyzed solely by the MPO. The addition of 

azide, peroxidase inhibitor, or taurine, HOCl scavanger, inhibited and reduced 

enzymatic activity, respectively. We identified molecules expressed on the NMPs 

surface (CD62L, CD66b, CD45, CD95 and phosphatidylserine). MPO activity was 

observed after incubation of vascular endothelial cells in vitro with NMPs, 

suggesting that they have the potential to carry MPO to the vascular endothelial 

surface. Exposure of endothelial cells to NMPs induced morphological changes 

and loss of cell membrane integrity, which were evaluated, respectively, by phase 

contrast microscopy and fluorescence microscopy. Our findings suggest that 

NMPs act as carriers of MPO to the surface of vascular endothelial cells and 

induce damage to these cells with an MPO-dependent mechanism, suggesting its 

participation in the development of cardiovascular complications. 

 

 

Palavras-chave: Microparticles; Myeloperoxidase; Oxidative Stress; 

Atherosclerosis; Cardiovascular diseases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Aspectos gerais das doenças cardiovasculares (DCV) 

  
As doenças cardiovasculares (DCV), tais como doença arterial coronária  e 

acidente vascular cerebral, são a principal causa de morte nos países 

desenvolvidos e estão projetadas para ser a maior causa de mortalidade no 

mundo até 2030 (KREATSOULAS  ANAND, 2010). As doenças ateroscleróticas 

representam eventos que predispõem ao desenvolvimento de DCV (LIBBY, 

2002), e correspondem a uma série de respostas moleculares e celulares 

altamente específicas que podem ser descritas como doenças inflamatórias 

(ROSS, 1999; FAN  WATANABE, 2003). 

A aterosclerose é uma doença inflamatória progressiva caracterizada pelo 

acúmulo de lipídios e componentes fibrosos nas artérias (LIBBY, 2002). É 

resultante da disfunção endotelial, iniciada após lesão do endotélio vascular,  

caracterizada por alterações nas propriedades anticoagulantes e anti-

inflamatórias do endotélio (ROSS, 1999). Há o aumento da expressão de 

moléculas de adesão, produção de citocinas pró-inflamatórias e redução da 

biodisponibilidade do óxido nítrico (NO), principal responsável pela manutenção 

do estado anti-trombogênico do endotélio. Estas características favorecem a 

adesão e infiltração de leucócitos para o espaço subendotelial (FAN  

WATANABE, 2003). A migração leucocitária contribui para a evolução da 

aterosclerose, principalmente, através da produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS, do inglês “reactive oxygen species”) (FORGIONE et al, 2000). 

O estresse oxidativo no ambiente aterosclerótico tem importante implicação 

na integridade estrutural da placa de ateroma e na ampliação da resposta 
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inflamatória. A produção excessiva de ROS promove a ativação de enzimas, 

como metaloproteinases, que degradam a matriz extracelular, principal 

componente da cápsula fibrosa que reveste a placa (UEMURA et al., 2001). Além 

disso, estas espécies reativas promovem depleção de NO (FORGIONE et al., 

2000), implicando em alterações funcionais do endotélio e aumentando a resposta 

inflamatória. O NO apresenta, entre outras funções, a propriedade de manter a 

superficie endotelial pouco adesiva a leucócitos (FORGIONE et al., 2000), os 

principais agentes da inflamação e disfunção endotelial. 

Neste contexto, a participação da mieloperoxidase (MPO), uma enzima 

pró-inflamatória, secretada por neutrófilos (SCHULTZ  KAMINKER, 1962) e 

monócitos (NICHOLS, 1973 Apud KLEBANOFF, 2005), parece contribuir de 

maneira significativa para o desenvolvimento e complicação da aterosclerose. 

Esta enzima é abundante em placas ateroscleróticas instáveis (DAUGHERTY et 

al., 1994; HAZEN  HEINECKE, 1997; SUGIYAMA et al., 2001), e seus produtos 

oxidativos participam, por exemplo, na peroxidação de lipídios (DAUGHERTY et 

al.,  1994) e ativação de metaloproteinases (PEPPIN  WEISS , 1986), 

contribuindo para a formação e instabilidade da placa aterosclerótica, 

respectivamente. 

Embora muitos trabalhos investiguem acerca dos eventos envolvidos nas 

DCV, os mecanismos que iniciam e propagam a aterosclerose ainda não foram 

completamente elucidados. Neste contexto, estudos mais recentes vêm 

despertando interesse especial no papel das micropartículas e da MPO como 

agentes envolvidos na complicação da aterosclerose. 
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1.2. Micropartículas (MPs)  

 
As micropartículas (MPs) foram primeiramente descritas em 1967, por 

Wolf, como restos de plaquetas, com propriedades procoagulantes (WOLF, 1967). 

Desde então, numerosos estudos vem reportando a liberação de MPs durante a 

ativação celular e fases iniciais de apoptose (MALLAT et al., 1999).  

Entre as diferentes vesículas de membrana que as células podem liberar, 

MPs são referidas como vesículas de diâmetro heterogêneo, iguais ou maiores do 

que 100nm e derivadas de membrana plasmática, apresentando, portanto, 

bicamada lipídica (ZWAAL  SCHROIT, 1997). Vesículas menores (40 a 100 nm) 

originadas de membranas endoplasmáticas são descritas como “exossomos”, e 

partículas maiores do que 1,5 m, contendo material nuclear e organelas 

citoplasmáticas, são denominadas corpos apoptóticos (BEYER  PISETSKY, 

2010).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

MPs são vesículas íntegras que carregam, em seu interior, componentes 

citoplasmáticos (ZWAAL  SCHROIT, 1997). O comitê da Sociedade 

Internacional de Trombose e Homeostase desenvolveu a seguinte definição para 

MPs, em agosto de 2005: elas variam em tamanho de 0.1 – 1.0 µm; contêm 

citoesqueleto de membrana; podem ser liberadas por uma variedade de células e 

conter quantidades variáveis de fosfatidilserina (FS) em sua superfície (ENJETI et 

al.,  2007).  

A composição das MPs ainda não está elucidada, mas as diferenças 

observadas entre elas dependem da origem celular e do tipo de estímulo utilizado 

para promover a vesiculação (DISTLER et al.,  2005), e conferem a elas funções 

especializadas no ambiente vascular (BOULANGER et al, 2006). MPs derivadas 
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de endotélio exibem o fator von Willebrand (JIMINEZ et al., 2003), enquanto que 

MPs de polimorfonucleares expressam CD66b (LEROYER et al., 2007) e MPO  

(HESS et al., 1999; GASSER et al., 2003). MPs geradas de PMNs ativados com 

n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) expressam CD11a (GASSER et al., 

2003) e MPs de monócitos ativados com LPS expressam CD14 (SATA et al., 

1994). 

O interesse pelas MPs tem aumentado substancialmente nos últimos anos, 

após evidências de que seus níveis apresentam-se aumentados no sangue de 

pacientes em situações clínicas de hipercoagulação, uma das características das 

DCV (VAN WIJK et al., 2003). Sendo assim, as MPs poderiam desempenhar um 

papel importante nestas condições clínicas, iniciando ou amplificando a resposta 

pró-trombótica de tais doenças. 

In vitro, a liberação de MPs tem sido demonstrada ocorrer virtualmente em 

todos os tipos celulares. Diferentes populações de MPs são encontradas 

circulantes em indivíduos saudáveis e, mais acentuadamente, em pacientes com 

síndrome coronariana aguda (BERNAL-MIZRACHI et al., 2003), diabetes 

(DIAMANT et al, 2002) e hipertensão severa (PRESTON et al, 2003), entre outras 

doenças decorrentes de desordens cardiovasculares.  

Pacientes com DCV apresentam um elevado risco de desenvolver 

trombose (BECKER, 2001). Há fortes evidências in vitro de que MPs estão 

envolvidas na ativação do sistema de coagulação. A coagulação requer não 

apenas fatores de coagulação ativados e íons cálcio. Tal atividade pró-coagulante 

deve-se à presença de fosfolípidios aniônicos, como a fosfatidilserina (FS) em sua 

membrana externa, o que a torna uma superfície catalítica para o complexo pró-

trombinase (DIAMANT et al., 2004). 
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Alguns trabalhos vêm mostrando que MPs realizam funções específicas em 

diversos processos, estando envolvidas na comunicação intercelular (ENJETI et 

al.,  2007). Albanese e coloboradores (1998) demonstraram que MPs derivadas 

de células de adenocarcinoma humano apoptóticas expressam receptor de 

apoptose CD95/FAS e reduzem a apoptose de linfócitos, possivelmente por 

competir com o receptor expresso neste, pelo ligante FAS. 

Estudos vêm mostrando que MPs oriundas de diversas células participam 

na regulação do tônus vascular, notavelmente pelo decréscimo da produção de 

NO. MPs derivadas de células endoteliais potencializam a produção do ânion 

superóxido, levando à redução da biodisponibilidade de NO em células endoteliais 

vasculares de camundongos (BRODSKY et al., 2004). Além disso, MPs de 

linfócitos isolados de pacientes diabéticos induzem à disfunção endotelial por 

reduzir a expressão da sintase do óxido nítrico endotelial (eNOS) (MARTIN et al., 

2004).   

 MPs derivadas de neutrófilos contêm mediadores inflamatórios, tais como 

fator de ativação plaquetária, CD11a, CD11b e selectinas, entre outras moléculas, 

e ativam  células endoteliais, levando à secreção  das citocinas próinflamatórias 

interleucina-6 e interleucina-8 (MESRI  ALTIERI, 1998).  

 

1.3. Mieloperoxidase (MPO) 

   
  A mieloperoxidase, uma proteína abundante em neutrófilos e monócitos, 

possui um papel essencial nos mecanismos de defesa do sistema imune 

(KLEBANOF, 1970). Esta hemeproteína é estocada em grânulos azurófilos 

(SCHULTZ & KAMINKER,1962) e secretada, após ativação leucocitária, para o 
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espaço extracelular e compartimento fagolisossomal (HANSSON et al., 2006). A 

MPO oxida o peróxido de hidrogênio (H2O2), gerado pelo decaimento do 

superóxido por ação da superóxido dismutase ou espontaneamente, gerando 

oxidantes citotóxicos importantes para a atividade microbicida dos leucócitos 

(HAZEN et al., 1996). Entretanto, os oxidantes derivados da atividade da MPO, tal 

como o ácido hipocloroso (HOCl), o maior oxidante gerado pelo sistema 

MPO/H2O2/Cl- (HAZEN et al., 1996), têm a capacidade de lesar tecidos, 

amplificando a resposta inflamatória.  

Crescentes evidências demonstram o papel da MPO como participante do 

elo entre inflamação e doença cardiovascular. Inflamação e estresse oxidativo 

têm sido relacionados às diversas etapas envolvidas no desenvolvimento da placa 

aterosclerótica, desde a deposição lipídica à ruptura da placa. Estudos recentes 

têm demonstrado a presença da MPO e suas espécies reativas no sítio 

aterosclerótico (DAUGHERTY et al., 1994; HAZEN  HEINECKE, 1997; 

SUGIYAMA et al., 2001). O estresse oxidativo vascular apresenta múltiplas 

contribuições no desenvolvimento da aterosclerose, particularmente, nas 

modificações oxidativas de lipoproteínas e membranas lipídicas observadas 

ativamente na presença de HOCl (BERLINER  HEINECKE, 1996; HAZEN  

HEINECKE, 1997; PODREZ et al., 2000).  

 

1.4. O papel da mieloperoxidase e micropartículas na lesão do endotélio 

vascular  

 
 Sob condições não estimulatórias, o endotélio mantém uma superfície 

luminal não adesiva, com propriedades anti-trombogênica, anticoagulante e anti-
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oxidativa; regula o tônus vascular e inibe o crescimento das células musculares 

lisas vasculares. Em resposta à lesão, ativação por fatores de crescimento, 

mediadores inflamatórios ou outros estímulos agressores, as células endoteliais 

sofrem alterações estruturais e funcionais, passando à favorecer a adesão de 

leucócitos (FORGIONE et al., 2000), os principais agentes envolvidos no 

processo inflamatório da aterosclerose. 

 Na hipótese de “resposta à injúria”, o processo aterosclerótico inicia-se 

como uma resposta a uma mínima lesão crônica ao endotélio. Esta lesão leva a 

uma série de respostas endoteliais, resultando na aterosclerose (DELOUGHERY 

 GOODNIGHT, 1993 apud JACOBI et al., 2006). Neste contexto, o estresse 

oxidativo e a inflamação contribuem, de maneira significativa, à lesão e disfunção 

endotelial (GALLE et al., 1999). Entretanto, pouco é conhecido sobre os 

mediadores envolvidos na produção excessiva de ROS na lesão endotelial. 

 Embora muitos estudos correlacionem MPO e DCV, só recentemente, 

alguns trabalhos vêm demonstrando o envolvimento da enzima e seus oxidantes 

no desenvolvimento de placas ateroscleróticas vulneráveis.  

 Um dos maiores contribuintes para a lesão endotelial é o HOCl, ROS 

gerada unicamente pela MPO (HANSSOM et al., 2006). Seus efeitos nos tecidos 

são numerosos. Sugiyama e colaboradores (2004) descreveram uma intensa co-

localização entre MPO e proteínas modificadas por HOCl em lesões 

ateroscleróticas. O ácido hipocloroso pode induzir apoptose e expressão de fator 

tecidual sobre a célula endotelial, contribuindo para trombose (SUGIYAMA et al., 

2004). Além disso, pode inativar TIMP-1 (inibidor tecidual de metaloproteínase-1) 

(SHABANI et al, 1998) e ativar pró-metaloproteinases (PEPPIN  WEISS , 1986), 

que são expressas em ateroma humano (GALIS et al., 1994), contribuindo para a 
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instabilidade  da placa. O HOCl também degrada proteoglicanos e reduz a adesão 

das células endoteliais à matriz extracelular causando retração e morte celular 

(KLEBANOF et al., 1993; VISSERS  THOMAS, 1997).  

A perda da integridade funcional das células endoteliais, acompanhada da 

disfunção endotelial, parece ser uma desordem molecular comum encontrada nas 

DCV durante a instabilidade da placa aterosclerótica. O HOCl,  em concentrações 

acreditadas in vivo nos sítios inflamatórios (1 a 100 M) (SUGIYAMA et al., 2004), 

apresenta um comportamento bifásico. Concentrações menores do que 35 M de 

HOCl induzem apoptose das células endoteliais, enquanto que concentrações 

acima de 50 M induzem alterações rápidas na morfologia celular, seguida de 

morte celular por necrose (VISSERS et al., 1999). 

MPs presentes em lesões ateroscleróticas humanas iniciam a formação de 

trombos no momento da ruptura da placa, quando entram em contato com fatores 

de coagulação plasmáticos (MALLAT et al., 1999). No isolamento de MPs da 

placa aterosclerótica, Leroyer e colaboradores (2007) demonstraram que a 

maioria destas MPs é derivada de leucócitos ativados e de eritrócitos, sugerindo, 

respectivamente, a contribuição destas MPs na inflamação local e a ocorrência de 

hemorragias no interior do ateroma. A placa também contém MPs derivadas de 

células endoteliais, possivelmente originadas de células lesadas (TRICOT et al., 

2000). Quanto às MPs de plaquetas, elas estão ausentes nas lesões 

ateroscleróticas (MALLAT et al., 1999), possivelmente devido à remoção seletiva 

de plaquetas por fagócitos (De MEYER et al., 2002).  

Assim, vários estudos indicam que MPs circulantes de várias origens 

celulares podem ser consideradas como marcadores da lesão vascular e ativação 

da coagulação. Entretanto, MPs parecem ser também efetoras-chave em várias 
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condições fisiopatológicas, envolvidas nas fases iniciais da lesão endotelial à 

desestabilização, ruptura da placa aterosclerótica e trombose aguda. 
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2. JUSTIFICATIVA 

  

 O desenvolvimento e progressão de placas ateroscleróticas estão 

associados à lesão e morte de células endoteliais vasculares. Os mecanismos 

que induzem esta lesão ainda não foram completamente elucidados. A 

identificação de agentes envolvidos na patogênese da aterosclerose, doença que 

mais mata no mundo, pode determinar o desenvolvimento de estratégias na 

prevenção e tratamento de desordens cardiovasculares como doença arterial 

coronária  e acidente vascular cerebral.  

Neste contexto, o presente estudo foi realizado para investigar um possível 

mecanismo de lesão endotelial vascular induzido por micropartículas derivadas de 

neutrófilos (NMPs). A escolha desta população de micropartículas ocorreu em 

razão das mesmas apresentarem, em sua superfície, mieloperoxidase (MPO), 

enzima encontrada ativa em lesões ateroscleróticas, única capaz de gerar ácido 

hipocloroso (HOCl). O HOCl é uma espécie reativa de oxigênio reconhecida por 

induzir lesão endotelial, podendo, portanto, iniciar ou amplificar a resposta 

inflamatória.  

Uma vez que as NMPs parecem estar envolvidas em mecanismos 

dependentes do estresse oxidativo, a confirmação da hipótese de que estas 

micropartículas induzem lesão de células endoteliais por mecanismos 

dependentes de MPO permitirá não apenas a compreensão de novas rotas 

envolvidas no desenvolvimento da aterosclerose, como reforçará a participação 

das NMPs como preditoras de risco cardiovascular. 
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3. HIPOTESE 

 

Micropartículas derivadas de neutrófilos induzem lesão das células endoteliais 

vasculares por  mecanismo dependente de mieloperoxidase. 
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4. OBJETIVOS 

 
4.1 Geral 

 
Investigar o possível papel de MPs derivadas de neutrófilos na lesão de células 

endoteliais vasculares 

 

4.2 Específicos  

 

I. Avaliar a atividade de mieloperoxidase (MPO) nas MPs de neutrófilos 

(NMPs); 

II. Investigar o transporte da MPO para a superfície das células endoteliais in 

vitro via NMPs; 

III. Investigar a lesão de células endoteliais vasculares in vitro por NMPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

5. METODOLOGIA   

 
5.1. Obtenção das células 

  

Neste estudo foram obtidas células polimorfonucleares (PMNs) de sangue 

periférico humano como fontes de micropartículas e dois tipos de células 

endoteliais vasculares, para os ensaios de adesão e lesão celular: células 

endoteliais de cordão umbilical humano (HUVEC) e RAEC, uma linhagem 

imortalizada de células endoteliais de aorta de coelho. 

 
5.1.1. Polimorfonucleares (PMNs) humanos 
 

 
Os protocolos experimentais foram submetidos à análise e aprovados pela 

Comissão de Ética em Pesquisa com Seres Humanos, da FIOCRUZ-RJ (Parecer 

n° 203/2009 e protocolo n° 313). Os PMNs foram obtidos a partir de 20 mL de 

sangue doados por voluntários sadios, coletados em presença de heparina (40 

U/mL). Foi acrescentada à amostra uma solução de dextran T-500 a 3% (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), preparada em solução salina a 0,9%, na 

proporção 2:1. Esta solução foi deixada a temperatura ambiente por 25 minutos 

para sedimentação das hemácias. O sobrenadante, porção do tubo rica em 

leucócitos, foi aspirado e posteriormente centrifugado por 10 minutos a 750 x g, à 

temperatura ambiente (T.A.). O sedimento foi ressuspenso em 6 mL de tampão 

fosfato-salina contendo 2 mM de ácido etilenodiaminotetracético (PBS-EDTA) e, 

posteriormente, adicionado cuidadosamente sobre 3 mL de Ficoll (Ficoll-Hypaque 

(GE Healthcare Bio-Sciences Corp. Piscataway, NJ, USA). A suspensão foi 

centrifugada a 800 x g por 20 minutos à T.A. O sobrenadante e as células 

mononucleares foram descartados e o sedimento rico em PMNs foi ressuspenso 
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em 2 mL de PBS. As hemácias remanescentes foram lisadas pela adição de 5 mL 

de água destilada e inversão lenta durante 1 minuto, seguido da reconstituição 

isotônica do meio com 2 mL de uma solução de NaCl a 3,5%. Após a lise, a 

suspensão foi centrifugada por três vezes a 150 x g por 10 minutos a 4° C. PBS-

EDTA foi utilizado para ressuspender as células entre as centrifugações. 

 
 
5.1.2. Células Endoteliais de Veia Umbilical Humana (HUVEC) 
 

 
As HUVEC foram obtidas a partir de cordões umbilicais doados pelo 

Hospital Aliança (HA), sob a coordenação da médica pediatra e presidente do 

comitê de ética do HA Dra. Katiaci Araújo. O projeto foi aprovado pelo comitê de 

ética do HA e da Fiocruz-RJ (Parecer n° 203/2009 e protocolo n° 313). Todas as 

gestantes voluntárias consentiram com a doação dos cordões umbilicais e 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.   

Para a obtenção das células endoteliais foi utilizada a técnica modificada 

do protocolo descrito por JEFFE et al., em 1973. A veia do cordão foi lavada com 

60 mL de solução salina balanceada de Hank (HBSS), perfundida com 10 mL de 

colagenase (0,1% - Worthington Diagnostic systems Inc. Freehold, NJ, USA) e 

incubada na presença da enzima por 15 minutos, em estufa a 37°C e 5% de CO2. 

Após a incubação, as células foram contrifugadas com meio de cultura completo - 

RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino 10% (Gibco), ECGS (endothelial 

cell growth supplement – suplemento de crescimento celular endotelial) (BD 

Biosciences), heparina (10 U/mL) e sedimentadas a 450 x g, por 6 minutos à 4°C. 

O sedimento foi ressuspenso em cinco mililitros de meio completo, transferido 
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para uma garrafa de cultura de 25 cm², previamente revestida por gelatina tipo A 

(Sigma) a 1% e incubada em estufa a 37°C e 5% de CO2.  

 
5.1.3. Linhagem de células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) 
 
 
 HUVEC são tecnicamente fáceis de serem isoladas, mas difíceis de serem 

produzidas em quantidade suficiente para os diferentes ensaios aplicados neste 

trabalho. Diferentemente da HUVEC, a linhagem RAEC apresenta um índice de 

crescimento e multiplicação celular bastante rápido, além de não necessitar de 

fatores de crescimento nem de um substrato para aderirem (a exemplo do ECGS 

e gelatina, necessários para a proliferação e adesão, respectivamente, de 

HUVEC). Embora haja facilidades em utilizar a linhagem, preferimos trabalhar 

com a cultura de HUVEC na maioria dos ensaios por ser um modelo bem 

estabelecido nos estudos de disfunção e morte celular (JACOBI et al., 2006). 

Assim, decorrente da demora em se obter HUVEC prontamente confluente para 

todos os experimentos, a RAEC foi utilizada nos ensaios de adesão 

micropartículas - células endoteliais (avaliados em microscopia de fluorescência). 

 A linhagem foi gentilmente doada pelo Laboratório de Biologia Vascular, do 

Instituto do Coração (INCOR/USP). 105 células RAEC foram cultivadas em placa 

de 24 poços com lamínulas e incubadas com meio RPMI completo, sem a 

suplementação necessária à HUVEC (fator de crescimento e heparina), em estufa 

a 37 °C e 5% de CO2. Após 36-48h, as células atingiram a confluência e foram 

usadas para o ensaio de adesão com MPs.  
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5.2. Obtenção das micropartículas de PMNs 

 

As micropartículas (MPs) foram geradas a partir da ativação dos PMNs, 

que se encontravam na concentração de 107 células/mL em HBSS. Os PMNs 

foram ativados com a utilização de 2 μM do ionóforo de cálcio (A23187) (Sigma) 

por 20 minutos a 37°C. Após este período, as células foram centrifugadas a 8000 

x g, por 7 minutos a 4°C, a fim de remover os debris celulares. O sobrenadante foi 

ultracentrifugado a 100.000 x g, por 45 minutos, a 4°C, para obter o sedimento de 

MPs. Foi feito um pool de sedimentos de MPs dos doadores, o qual foi 

ressuspenso em 500 L de HBSS, sem vermelho de fenol (pois interfere nos 

ensaios de quimioluminescência), e mantido a 4°C. O nosso grupo já mostrou que 

MPs mantêm-se íntegras quando armazenadas a 4°C (MEIRELLES, 2009). 

Nos ensaios na citometria de fluxo, as MPs (1 g/mL) foram marcadas com 

o kit PKH26 (Sigma), para a marcação seletiva da membrana lipídica com 

fluorescência vermelha, ou derivadas de PMNs marcados com CFDA (Sigma, St-

Louis, USA), para marcação seletiva do conteúdo citoplasmático com 

fluorescência verde. A calibração das MPs foi feita utilizando calibradores 

(“beads”) com 1 μm de diâmetro. 

Diferente dos PMN basófilos e eosinófilos, que são encontrados 

normalmente com uma freqüência de 0 - 1% e 2 - 4%, respectivamente, do total 

de leucócitos (valores de referência de leucograma humano), os neutrófilos são 

os PMNs mais freqüentes (65% do total de leucócitos) na circulação sanguínea. 

Por isso, resolvemos chamar as MPs derivadas de PMNs de micropartículas de 

neutrófilos ou NMPs. 
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5.2.1. Quantificação de proteína de NMPs 

A concentração de proteínas totais das NMPs foi determinada pelo método 

BCA (Thermo Scientific, USA) usando uma curva de albumina como padrão, com 

concentração inicial de 200 g/mL e final de 3,125 g/mL. O ensaio combina a 

redução de íon cúprico (Cu2+) em íon cuproso (Cu1+) por proteínas, em meio 

alcalino, e a detecção colorimétrica deste pelo ácido bicinconínico (BCA). 

As amostras de MPs foram diluidas 1:2 em HBSS acrescido de dodecil-

sulfato de sódio (SDS) 2%. Conforme o protocolo fornecido pelo fabricante, 150µL 

da mistura de reagentes do kit (25 partes do reagente MA, 24 partes de MB e 1 

parte de MC) foi adicionado à curva padrão, amostras e branco (HBSS), em 

ambiente protegido da luz. As amostras foram incubadas em estufa a 37°C, 5% 

de CO2, por 2h. A leitura da densidade óptica foi realizada em espectrofotômetro 

(Spectra Max 340PC – Molecular Devices, Califórnia, EUA) com luz no 

comprimento de onda de 562nm. 

 

5.2.2. Microscopia eletrônica/contraste negativo (ME/CN) 

 

Para a realização da contrastação negativa, foi necessária a utilização de 

grades revestidas por resina polivinil formal (FORMVAR). Em cada grade foi 

acrescentado 8 µL da suspensão de MPs, em HBSS. Após oito minutos, o 

excesso de líquido foi retirado e foi acrescentado 5 L de acetato de uranila 2%. 

Após 2 minutos, o excesso foi retirado e a grade foi colocada em papel filtro 

tempo suficiente para a secagem completa da mesma. Em seguida, as amostras 

de MPs foram observadas em microscópio Zeiss EM109 e as imagens foram 
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adquiridas no programa Soft Imaging Viewer (Soft Imaging System GmbH, 

Olympus, Hamburgo, Alemanha). 

 
5.2.3. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Uma alíquota de 50 L de MPs foi transferida para lamínulas previamente 

revestidas com poli-L-lisina (0,01%). As MPs foram deixadas em repouso sobre 

as lamínulas por 20 minutos. Em seguida, o excesso de MPs foi retirado e as 

lamínulas foram mantidas em placas de petri semi-abertas, à temperatura 

ambiente, a fim de secarem. Após esta etapa, as lamínulas foram metalizadas em 

ouro e observadas em MEV. O material foi observado no microscópio JSM 6390 

LV Low Vacum - JEOL (USA). 

 
5.2.4. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 
As NMPs foram analisadas em microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) a fim de avaliar a presença da bicamada lipídica. Elas foram fixadas com 

50 L de glutaraldeído 2% em tampão cacodilato de sódio (0,1 M, pH 7,4, 

temperatura ambiente, 30 minutos), lavadas com o tampão cacodilato (a 100.000 

x g, 45 minutos, à temperatura ambiente) e pós fixadas em tetróxido de ósmio 1%, 

ferricianeto de potássio 0,8% e cloreto de cálcio 5 mM em tampão cocodilato de 

sódio (30 minutos, à temperatura ambiente, na ausência de luz). Em seguida, as 

MPs foram lavadas em tampão cocodilato e incluídas em gelatina 1%. Na etapa 

seguinte, as MPs passaram pelas etapas de desidratação, por 5 minutos, em 

séries crescentes de acetona (30, 50, 70 90, 100%), substituição (com acetona e 

resina Polibed 812 por 6h, a temperatura ambiente), impregnação (resina pura 

com catalisador por 8h), emblocamento (em resina) e polimerização (em estufa a 
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60 °C por três dias). O material foi observado em  microscópio Zeiss EM109 e as 

imagens foram adquiridas no programa Soft Imaging Viewer (Soft Imaging System 

GmbH, Olympus, Hamburgo, Alemanha). 

 
5.2.5. Integridades das NMPs 
 

 As NMPs foram avaliadas quanto à integridade de sua membrana por 

citometria de fluxo. Para este ensaio, 2x107 PMN/mL foram marcados com 20 M 

de CFDA (um marcador de citoplasma) por 30 minutos em estufa (37°C, 5% CO2). 

Em seguida, as células foram centrifugadas com PBS-EDTA (170 x g por 7 

minutos, a 4°C) e ressupensas em HBSS. Esta suspensão foi ativada com 

ionóforo de cálcio 2 M (A23187), por 20 minutos em estufa (37°C, 5% CO2). O 

sobrenadante foi então, centrifugado a 8.000 x g, por 7 minutos, depois a 100.000 

x g, por 45 minutos a 4°C. O sedimento de MPs foi ressupenso em 500 L de 

HBSS. 1 g/mL de NMPs foram analisadas por citometria de fluxo para o canal de 

fluorescência verde (FL1).  

 
5.3. Detecção de MPO associada às NMPs 
 

5.3.1. Detecção de MPO por Citometria de Fluxo 

 Para a detecção de MPO, por citometria de fluxo, 1 g/mL de NMPs foram 

marcadas inicialmente com PKH67, seguida da marcação com anticorpos anti-

MPO marcados com ficoeritrina (PE) (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA). O 

isotipo controle foi adquirido da AbD Serotec (North Carolina, USA). As NMPs 

foram lavadas uma vez para a remoção do excesso do anticorpo não ligado, com 

a adição de 3 mL de tampão de citometria de fluxo (PBS com 5% SBF e 0,1% de 
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azida sódica), seguida de ultracentrifugação (100.000 x g, 45 minutos, 4°C). 

Depois, mais duas centrifugações com PBS para a retirada do excesso do 

tampão. O sedimento de NMPs marcadas foi ressupenso em 300 L de PBS para 

a aquisição na citometria de fluxo. O gate das NMPs (Figura 1) foi definido usando 

calibradores de 1 m de diâmetro. As NMPs foram submetidas à aquisição de 

100.000 eventos, e todas as aquisições foram realizadas no citômetro de fluxo 

FACSorter usando o programa CellQuest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 

A análise dos dados foram realizados no programa FlowJo (Tree Star Inc, CA, 

USA), utilizando sempre os canais de dispersão frontal (FSC-H), dispersão lateral 

(SSC-H) e fluorescências medidas em escalas logarítmicas. 

5.3.2 Detecção da atividade de MPO por quimioluminescência 

A detecção da atividade da MPO foi feita, indiretamente, por 

quimioluminescência do ácido hipocloroso (HOCl). A produção de HOCl por 

NMPs foi avaliada conforme descrito no trabalho de Meirelles (2009). A 

quimioluminescência foi mensurada com um luminômetro que possui um tubo 

fotomultiplicador (que incorpora uma superfície de gálio), resfriado a -20° C, e 

possui uma eficiência acima de 10% (aproveitamento do sinal luminoso incidente), 

alta sensibilidade e detecta luz de comprimentos de onda variando entre 200 e 

900 nm. O sinal emitido pelo tubo fotomultiplicador é detectado diretamente por 

uma unidade contadora que transforma uma variação de corrente elétrica em uma 

contagem digital. Os dados são então coletados como média de 

contagens/segundo, correspondendo aos fótons/segundo emitidos na reação de 

luminescência (ASSREUY et al., 1994). As amostras (quantidades de MPs em 

g/mL) foram adicionadas às placas de Petri de 35 x 10 mm com 20 M de 
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luminol (Sigma Chemical Co., St Louis, EUA), 20 M de H2O2 (Proquimios) e 

HBSS (volume para completar 1 mL/placa), cobertas com filme plástico e 

mantidas em  câmara escura conectada a  banho-maria a 37° C, durante todo o 

tempo da leitura. Na reação em sequência, com a emissão de luminescência, o 

luminol é oxidado pelo OCl-, em uma reação que resulta na liberação de energia 

como fótons. O ensaio foi feito em duplicata para cada amostra, na presença ou 

ausência de 10 M de azida sódica, um inibidor de peroxidases, dentre elas a 

MPO, e na presença ou ausência de 1mM de taurina (Sigma), um “scavanger” de 

HOCl. A taurina reage com o HOCl formando taurina cloramina e reduzindo a 

quantidade de HOCl disponível para reagir com o luminol.  Apos a leitura basal da 

amostra, que acontece com 200 segundos, 20 M de H2O2 foi adicionado, e a 

leitura realizada durante os cinco minutos seguintes. Em nossos experimentos, 

como controle, placas contendo apenas luminol e HBSS, e placas contendo este 

sistema acrescido de H2O2, foram submetidas à leitura basal. 

5.4. Detecção de moléculas na superfície de adesão em NMPs  

 As NMPs foram incubadas com tampão de citometria de fluxo contendo os 

anticorpos anti-CD66b (AbD Serotec, USA), anti-CD11a (Littleton, CO, USA) e 

anti-CD49d (AbD Serotec, USA), anti-CD45 (BD Bioscience, USA) conjugados a 

FITC, e anti-CD62L (BD Bioscience, USA) conjugado a ficoeritrina (PE), por 20 

minutos, a 4°C, na ausência de luz. As NMPs foram lavadas duas vezes em PBS 

para a retirada do excesso de anticorpo não ligado (a 100.000 xg, por 45 minutos 

a 4°C). O sedimento de NMPs foi ressuspenso em 300 L de PBS para a 

aquisição dos resultados na citometria de fluxo, a partir de 100.000 eventos lidos. 
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Os isotipos controles utilizados foram adquiridos da AbD Serotec (North Carolina, 

USA).   

 
5.5. Detecção do receptor Fas (CD95) na superfície das NMPs 

 
As NMPs foram incubadas com tampão de citometria de fluxo contendo o 

anticorpo anti-CD95 conjugado à ficoeritrina (PE) (BD Bioscience, USA), por 20 

minutos, a 4°C, na ausência de luz. As MPs foram lavadas duas vezes em PBS 

para a retirada do excesso de anticorpo não ligado (a 100.000 xg, por 45 minutos 

a 4°C). O sedimento de NMPs foi ressuspenso em 300 L de PBS para a 

aquisição dos resultados na citometria de fluxo, a partir de 100.000 eventos lidos. 

Os isotipo controle conjugado à ficoeritrina (PE) foi adquirido da AbD Serotec 

(North Carolina, USA).   

   

5.6. Ligação de anexina V às NMPs 

 

As MPs ressuspensas em 300 L de HBSS foram incubadas por 10 

minutos com 3 L de anexina V (BD Biosciences, conjugado ao florocromo PE), 

em meio com cálcio, à temperatura ambiente. O controle foi feito em meio 

ausente de cálcio. Em seguida a amostra foi imediatamente avaliada por 

citometria de fluxo quanto à presença de fosfatidilserina em sua superfície. 

 
5.7. Tratamento de células endoteliais com NMPs 

 
5.7.1. Adesão de MPs às RAEC 

  
 A RAEC foi cultivada em placa de 24 poços, contendo lamínulas estéreis, 

em uma concentração de 105 células/poço, em estufa (37 °C, 5% de CO2).  Cerca 

de 36h após, as células atingiram uma confluência de aproximadamente 70%, o 
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meio foi retirado e a cultura foi lavada três vezes com HBSS pré-aquecido. As 

células em cultura foram marcadas com 2 μM de PKH26 (emissor de 

fluorescência vermelha), durante 2 minutos. Em seguida, a reação foi parada 

acrescentando meio RPMI completo. As células foram lavadas com HBSS pré-

aquecido, e incubadas em estufa (37 °C, 5% de CO2), por 6 minutos, na ausência 

ou presença de H2O2, com 5 g/mL de NMPs derivados de PMN previamente 

marcados com CFDA (emissor de fluorescência verde), ativados com ionóforo de 

cálcio A23187 por 20 minutos a 37 °C. Como controle negativo para a marcação 

da CFDA, células marcadas com PKH26 não foram incubadas com NMPs. Em 

seguida, as culturas foram lavadas, e fixadas com 1,7 mM de formaldeído (Isofar) 

por 8 minutos, em estufa (37 °C, 5% de CO2). As culturas foram lavadas, e cada 

lamínula foi montada com a respectiva lâmina. Para isto, foi acrescentado, em 

cada lâmina, 7 L do reagente ProLong Gold (Invitrogen, USA). Este contém 

DAPI (4,6'-diamidino-2-phenylindole), emissor de fluorescência nuclear azul, para 

a identificação automática das células em microscópio de fluorescência (Olympus 

BX51, USA). 

 
5.7.2. MPO associada à superfície de HUVEC 

 
 A HUVEC foi cultivada em placas de Petri de 35 X 10 mm (5x105 

células/placa) e mantidas em estufa (37 °C, 5% de CO2). Cerca de 48h após as 

células atingiram confluência adequada para os ensaios, o meio de cultura foi 

descartado, as culturas foram lavadas com HBSS e tratadas com 1 g/mL de 

NMPs, em HBSS contendo 20 M de H2O2 e 20 M de luminol.  As células foram 

incubadas com as NMPs por 6 minutos. Como controle negativo, as células foram 

incubadas com HBSS puro ou HBSS e 20 M de H2O2, em ambos os casos, com 
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20 M de luminol.  Durante a leitura, foi acrescentado 10 M de azida sódica, 

como controle de atividade da MPO. As análises foram feitas no aparelho de 

quimioluminescência.  

  
5.7.3. Morfologia da cultura de HUVEC 
 

 A HUVEC foi cultivada em placas de 35 X 10 mm (5x105 células/placa) e 

mantida em estufa (37 °C, 5% de CO2). Cerca de 48h após, as células, com 90% 

de confluência, foram tratadas com as NMPs em concentrações crescentes (0,5; 

1 e 5 g/mL), em HBSS contendo 20 M de H2O2. As células foram mantidas em 

cultura com as NMPs por 2, 8 e 16 minutos, e fotografadas ao fim de cada 

período. Como controle, as células foram mantidas nos mesmos intervalos de 

tempo com HBSS puro e HBSS e 20 M de H2O2. Repetimos o mesmo tratamento 

anterior, com a maior concentração de NMPs (5 g/mL), mas incluindo 1 mM de 

taurina. As fotos foram tiradas no microscópio de contraste de fase (Olympus 

CK2, USA), e as imagens foram analisadas utilizando o programa Image Pro Plus 

6.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). 

 
5.7.4. Integridade da membrana plasmática de HUVEC  

Para avaliar a integridade da membrana plasmática, as HUVEC foram 

submetidas à marcação dupla com o iodeto de propídio (PI) e CFDA. O PI, sonda 

fluorescente de coloração vermelha que apresenta afinidade ao DNA, não é 

permeável às células com membrana intacta, corando, desta forma, apenas as 

células lesadas. Diferente deste, o CFDA é um corante permeável à membrana, e 

é rapidamente convertido pelas esterases intracelulares em um derivado verde 

fluorescente (HARRISON  VICKERS, 1990).  
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As HUVEC foram cultivadas em placas de 24 poços, contendo lamínulas 

estéreis, em uma concentração de 5 x 105 células/poço. Ao atingirem uma 

confluência de aproximadamente 70%, o meio foi retirado e a cultura foi lavada 

três vezes com HBSS pré-aquecido. As células foram tratadas com NMPs 2,5 

μg/mL e 5 μg/mL, em presença de 20 M de H2O2, por 30 minutos. Em seguida, 

as células foram reincubadas em meio completo, e mantidas em estufa (37°C, 5% 

CO2), por 10h. Como controle negativo, as células foram incubadas com HBSS. 

Fizemos um controle para avaliar se a integridade da membrana plasmática era 

dependente da atividade de MPO. Incubamos as células com 5 μg/mL de NMPs e 

10 M azida sódica (inibidor da MPO). Após o período de incubação, as células 

foram marcadas com 20 M de CFDA e 2,4 M de PI por 30 minutos em estufa 

(37°C, 5% CO2). Em seguida, a cultura foi lavada com HBSS e incubada por 8 

minutos com formaldeído (1,7 mM), em estufa (37°C, 5% CO2). As culturas foram 

lavadas, e cada lamínula foi montada com a respectiva lâmina. Para isto, foi 

acrescentado, em cada lâmina, 7 L do reagente ProLong Gold (Invitrogen, USA), 

contendo DAPI, para a identificação automática das células em microscópio de 

fluorescência (Olympus BX51). 

5.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

São apresentadas as médias e desvio padrão (SD). O teste t de Student 

pareado foi aplicado para comparar dois grupos experimentais dependentes. 

Todos os dados foram analisados utilizando o software Prisma 5.01 (GraphPad, 

San Diego, EUA). Diferenças estatísticas foram consideradas significativas para 

p<0,05. 
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6. RESULTADOS  

 
6.1. Obtenção de micropartículas de neutrófilos (NMPs) 

 

 A eficiência da obtenção de NMPs foi avaliada através da citometria de 

fluxo. Observou-se que de todos os eventos fluorescentes marcados com PKH26 

(fluorescência vermelha), cerca de 50% corresponderam às NMPs, em uma 

região definida com o auxílio de calibradores com 1 m de diâmetro (Figura 1). 

 

 
Figura 1: NMPs foram caracterizadas como eventos fluorescentes adquiridos na citometria de 

fluxo. As NMPs são os eventos marcados com 2 M de PKH26 (fluorescência vermelha). Para 

avaliar o tamanho das NMPs, foram utilizados calibradores com 1 m de diâmetro. Observa-se 

que a população de NMPs é representada por eventos com diâmetro menor do que 1 m. FSC-H: 
tamanho; SSC-H: granulosidade. Análise representativa de 5 ensaios diferentes. 
 

 

6.1.1. Microscopia eletrônica das NMPs 

 

 A preparação das NMPs foi avaliada quanto à sua qualidade e pureza por 

microscopia eletrônica de contraste negativo (ME/CN) (Figura 2A) e microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) (Figura 2B). A amostra de NMPs não apresentou 
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A) B) A) B) A) B) 

contaminação com debris celulares, e as estruturas observadas foram as mesmas 

já previamente descritas: estruturas arredondadas, de tamanhos variados.  

 

  

 
 
 

Figura 2: NMPs derivadas de PMNs ativados com 2 M de ionóforo de cálcio A23187, por 20 

minutos a 37 °C. A) NMPs marcadas com acetato de uranila 2% e analisadas em ME/CN; B) 

NMPs metalizadas em ouro e avaliadas em MEV. ME/CN: microscopia eletronica por contraste 

negativo; MEV: microscopia eletrônica de varredura. 

 

 

 Como as micropartículas são derivadas de membrana celular, avaliamos a 

presença de bicamada lipídica nas NMPs por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) para descartar a possibilidade de estarem presentes corpos 

apoptóticos, pois estes apresentam, em seu interior, fragmentos nucleares e 

organelas bem preservadas tais como mitocôndria e retículo endoplasmático 

(KERR  HARMON, 1978 Apud ALBANESE et al., 1998). As amostras obtidas 

não apresentaram as características observadas em corpos apoptóticos, 

reforçando que se trata de NMPs. Além disso, duas faixas mais eletrodensas 

circundando uma região menos eletrodensa foram observadas, reforçando que a 

amostra era de micropartículas: vesículas arredondadas, oriundas da bicamada 

lipídica (Figuras 3A e 3B).  
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Figura 3: NMPs de diferentes diâmetros derivadas de PMNs ativados com 2 M de ionóforo de 

cálcio A23187, por 20 minutos a 37 °C, analisadas em MET. Nas figuras A e B, as NMP aparecem 

circundadas por duas linhas mais eletrodensas e uma região central menos eletrodensa. MET: 

microscopia eletronica de trasmissão. 

 

 

Os diâmetros das NMPs foram avaliados por MEV, apresentando-se 

bastante heterogêneos, variando de 0,1 a 1 m; a maioria das NMPs apresentou 

diâmetro entre de 200 a 500 nm (Figura 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Frequência absoluta dos diâmetros (nm) para 21 NMPs derivadas de PMNs, avaliadas 
em MEV. MEV: microscopia eletrônica de varredura 
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6.1.2. Integridade de NMPs 

 

Para avaliar a integridade das NMPs e a presença de conteúdo 

citoplasmático, PMNs foram previamente tratados com CFDA, sonda que adquire 

fluorescência verde ao ser clivada pela ação de esterases no citoplasma celular, e 

em seguida ativados com ionóforo de cálcio A23187 para liberação das NMPs. 

Em seguida, as NMPs foram avaliadas por citometria de fluxo. Cerca de 80% do 

total de eventos menores que 1 µM apresentaram-se positivos para a marcação 

com CFDA, correspondendo à NMPs íntegras, com conteúdo  de origem 

citoplasmática (Figura 5). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: NMPs foram caracterizadas como os eventos fluorescentes verdes (CFDA) adquiridos 
na citometria de fluxo. As NMPs foram derivadas de 2 x 10

7
 PMNs marcados com CFDA, ativados 

com 20 M de ionóforo de cálcio A23187. FL1-H: Fluorescência verde. 
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6.2. Detecção de MPO associada às NMPs  
 
 
6.2.1. Detecção de MPO por citometria de fluxo 
 

NMPs apresentam em sua superfície proteínas de membrana específicas, 

tais como a MPO (GASSER et al., 2003). Confirmamos a associação da MPO às 

NMPs por citometria de fluxo. Cerca de 80% das NMPs adquiridas apresentaram 

MPO em sua superfície (Figura 6). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Associação de MPO na superfície das NMPs derivadas de PMNs ativados com ionóforo 

de cálcio A23187 (2M) por 20 minutos a 37° C. A enzima foi detectada por citometria de fluxo 
utilizando anticorpos anti-MPO. Resultado representativo de três ensaios realizados. 

  
 
 
6.2.2. Produto da atividade da MPO: ácido hipocloroso (HOCl) 

 

Uma vez confirmada a presença da MPO associada às NMPs, 

investigamos se esta se encontrava cataliticamente ativa. A atividade da MPO foi 

avaliada indiretamente, por quimioluminescência gerada pela reação de espécie 
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reativa derivada da MPO com luminol, após adição de H2O2, e na presença de 

cloro (presente no HBSS).  

Inicialmente, a contagem encontrava-se acima de 1300 fótons/segundo 

(Figuras 7A e 7B). A adição de azida, inibidor de peroxidases, reduziu a contagem 

de fótons a quantidades basais de aproximadamente 19 fotons/segundo (Figura 

7B). A redução na contagem de fótons também foi observada após a adição de 

taurina, “scavanger” de HOCl, ao sistema. A taurina reage com esta espécie 

reativa gerando taurina cloramina (DALLEGRI et al., 1990), e reduzindo a 

quantidade de HOCl livre para reagir com o luminol  (Figura 7A). 

A MPO é a única enzima humana capaz de gerar HOCl em meio contendo 

H2O2 e cloro (HANSSOM et al., 2006). Por isso, avaliamos se a atividade 

enzimática observada era decorrente da MPO e se o produto detectado na 

quimioluminescência era o HOCl . 

Os resultados revelaram que a emissão de fótons, durante a leitura, foi 

dependente de cloro. Este achado, junto à inibição decorrente da adição de azida, 

confirmou que a atividade foi decorrente da MPO, e que o produto detectado foi o 

HOCl (Figura 7C). Na presença de cloro, a contagem de fótons foi cerca de 4.000 

± 66 enquanto que na ausência de cloro, ela foi reduzida para 200 ± 16. Embora o 

HBSS estivesse ausente de cloro, as NMPs foram ressuspensas em HBSS com 

cloro, justificando a leitura residual da atividade da MPO. Em ambos os casos, a 

contagem de fótons foi reduzida a quantidades basais quando azida sódica foi 

acrescentada ao sistema, semelhante aos valores observados nos controles 

negativos, HBSS e H2O2. 
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Figura 7: Atividade de mieloperoxidase detectada nas NMPs derivadas de PMNs ativados com 2 
μM do ionóforo de cálcio A23187 por 20 minutos a 37° C, em uma reação de quimioluminescência 
dependente de luminol (20 μM). Cada ponto ou coluna representa a média de fótons de cada 
duplicata, detectados durante 5 minutos apos adição de H2O2 (20 μM). (A) Ausência (   ) ou 

presença  (    ) de taurina (1mM) (n=3); (B) Ausência  (    ) ou presença (    ) de Azida (10 M) 
(n=5) (**p<0,01; test t Sudent pareado). (C) Ausência ou presença de cloro e Ausência ou 
presença de azida. Em A e B os pontos estão ligado por linhas para demonstrar a redução na 
emissão de fótons. Em C, o valor expresso em cada coluna corresponde à média da duplicata e 
SD. 
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6.3. Detecção de moléculas de adesão na superfície de NMPs  

 
  

As micropartículas expressam marcadores de superfície específicos das 

células que as originaram. Investigamos a presença de moléculas de adesão 

expressas em neutrófilos, na superfície das NMPs. Detectamos a expressão de 

CD66b, marcador de granulócitos, em cerca de 30% das NMPs, e de CD62L (L-

selectina) em cerca de 60% das NMPs (Figuras 8B e 8C). Não foram detectadas 

nas NMPs as integrinas CD49d nem CD11a (Figura 8A). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Expressão de moléculas de adesão na superfície das NMPs detectadas por citometria 
de fluxo. A) Expressão de CD11a-FITC e CD49d-FITC. B) Expressão de CD66b-FITC. C) 
Expressão de CD62L-PE. Resultado representativo de dois ensaios realizados. 
 
 

B) 

B) 
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Para avaliar a população de NMPs associadas à MPO que expressam 

CD45 (marcador de leucócitos), fizemos uma dupla marcação (Figura 9). Cerca 

de 50% das NMPs positivas para MPO expressaram CD45. Do total de NMPs, 4% 

apresentaram marcação apenas para CD45 e 40% apresentaram marcação 

apenas para MPO, demonstrando que nem todas as MPs de leucócitos (tais como 

NMPs) apresentam este receptor. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Expressão de CD45-FITC e MPO-PE, em MPs derivadas de PMN ativados com ionóforo 

de cálcio A23187 (2 M), detectada por citometria de fluxo.  
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6.4.  Expressão do receptor Fas (CD95) na superfície das NMPs 

   

Como as NMPs são liberadas a partir da ativação celular ou apoptose, 

investigamos a presença do receptor de apoptose FAS (CD95) na superfície das 

NMPs. A avaliação, por citometria de fluxo, demonstrou que cerca de 14% das 

NMPs expressaram CD95 em sua superfície (Figura 10), sugerindo que uma 

parcela destas NMPs são derivadas de PMN apoptóticos.  

  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 10: Expressão de CD95 na superfície das MPs derivadas de PMNs ativados com 2 M de 
ionóforo de cálcio A23187, detectada por citometria de fluxo. FL1: fluorescência verde; FL2: 
fluorescência vermelha.  
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6.5. Detecção de fosfatidilserina na superfície de NMPs 

 
 

Por citometria de fluxo, demonstramos que cerca de 20% das NMPs 

ligaram-se à anexina V, o qual se liga à FS em meio contendo cálcio (AHN et al., 

2004) (Figura 11). Esta ligação foi impedida em salina livre de cálcio, sugerindo 

que NMPs derivadas de PMN ativados expressam fosfatidilserina em sua 

superfície. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Expressão de fosfatidilserina (NMPs ligadas à anexina V) em NMPs derivadas de 

PMNs ativados com ionóforo de cálcio A23187 (2 M) detectada por citometria de fluxo. Como 
controle, as NMPs foram incubadas com anexina V, na ausência do cálcio. Resultado 
representativo de dois ensaios realizados. 
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6.6. Tratamento das células endoteliais com NMPs 
 
 
6.6.1. NMPs aderem às RAEC 
 

Nossos resultados anteriores demonstraram que NMPs apresentam 

CD62L, o que confere a estas micropartículas propriedades adesivas. Assim, 

investigamos se as NMPs aderiam às células endoteliais. Para este ensaio, 

incubamos células endoteliais da aorta de coelho (RAEC), previamente marcadas 

com 2 M de PKH26 (fluorescência vermelha), por 6 minutos (em estufa a 37 °C e 

5% de CO2), com 20 M de H2O2 e 5 g/mL de NMPs derivadas de PMNs 

previamente marcados com CFDA (fluorescência verde). A cultura foi avaliada em 

microscopia de fluorescência (Figura 12). O resultado revelou que as NMPs 

aderiram às células endoteliais, na presença de H2O2. A adesão não foi observada 

em células incubadas com NMPs, na ausência de H2O2 (dados não mostrados). 

 

 

Figura 12: Associação de NMPs derivadas de PMNs marcados com CFDA (fluorescência verde), 
ativados com ionóforo de cálcio A23187, na superfície da cultura de RAEC. A) Cultura de RAEC 
marcadas com PKH26 (fluorescência vermelha), na ausência de NMPs. B) Cultura de RAEC 

incubada com 1g/mL de NMPs e 20 M de H2O2 por 6 minutos, e posteriormente lavadas duas 
vezes com HBSS pré-aquecido. Em ambos os casos, as células foram fixadas em formaldeído 1,7 
mM por 8 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO2, e observadas em microscopia de fluorescência. 
As setas indicam NMPs aderidas à RAEC. A fluorescência azul, observada nos núcleos das 
células, decorrente da coloração com DAPI, foi empregada para a identificação automática das 
células. 
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6.6.2. MPO associada à superfície da HUVEC 

 
 
 Para investigar se as NMPs são capazes de carrear a MPO para superfície 

das células endoteliais, investigamos a associação da MPO de NMPs com a 

superfície das células HUVEC para avaliar se a MPO se mantinha ativa na 

superfície endotelial (Figura 13). Depois de atingida a confluência de 80%, as 

culturas foram tratadas com as NMPs por 6 minutos, e em seguida, lavadas com 

HBSS, para a retirada de MPs não aderentes. Após ser acrescentado HBSS novo 

acrescido de 20 M de H2O2, as células endoteliais mantiveram a atividade da 

MPO detectada antes da lavagem, sugerindo que as NMPs carrearam a MPO 

para a superfície das células endoteliais. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Detecção, por quimioluminescência, da atividade da MPO na superfície endotelial após 

incubação da HUVEC com NMPs.  As células foram incubadas com 1g/mL de NMPs e 20 M de 
H2O2 por 6 minutos. Em seguida, elas foram lavadas duas vezes com HBSS pré-aquecido, e um 

novo HBSS foi acrescentado juntamente com 20 M de H2O2 e 20 M de luminol. A placa foi lida 
10 minutos. Exceto o ensaio com a azida sódica, cada ponto representa a média de dois ensaios 
diferentes e SD. Resultado representativo de dois ensaios realizados 
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6.6.3. Alterações morfológicas da cultura de HUVEC 

 
 

Como os resultados dos ensaios anteriores sugerem que as NMPs aderem 

às células endoteliais, e a presença da MPO em um meio com cloro e H2O2 gera 

HOCl, fomos investigar se as NMPs induzem alteração na morfologia das 

HUVEC. Após análise das células incubadas com NMPs, em microscopia de 

contraste de fase, observamos que a incubação de HUVEC com 0,5 e 1 g/mL de 

NMPs não induziu mudanças morfológicas, durante 16 minutos de incubação. 

Entretanto, no mesmo intervalo de tempo, mas em uma concentração cinco vezes 

maior de NMPs, cerca de 20% ± 3% células sofreram mudanças visíveis, com 

redução do volume e formação de bolhas em sua superfície (Figura 14). A 

inclusão de taurina, um “scavanger” de HOCl, ao sistema, reduziu o número de 

células com estas alterações para 8% ± 0,01%. Esta redução da lesão celular 

pode ser observada na Figura 15. 
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Figura 14: Morfologia de HUVEC avaliadas em microscopia por contraste de fase. As fotos A, B e 

C correspondem à HUVEC incubada com 5g/mL de NMPs e 20 M de H2O2 após 2, 8 e 16 

minutos, respectivamente; D) Controle (HUVEC pura); E) HUVEC tratada com 20 M de H2O2; F) 

HUVEC tratada com 5g/mL de NMPs e 20 M de H2O2; G) HUVEC tratada com 5g/mL de 

NMPs, 20 M de H2O2 e 1 mM de taurina. As fotos D-G foram tiradas após 16 minutos de 
incubação apenas com HBSS ou HBSS e os diferentes estímulos. Todas as fotos foram tiradas 
em um aumento de 200x, sendo que as figuras A-C foram aumentadas em zoom para facilitar a 
visualização das bolhas na superfície. Cada fotografia é representativa de 3 ensaios diferentes 
(n=2). 
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Figura 15: Porcentagem de HUVEC lesadas após incubação com 5g/mL de NMPs, 20 M de 
H2O2, na presença ou ausência de 1 mM de taurina. Cada coluna representa a média de três 
ensaios diferentes e SD. 
 

 
 
 

Foi feita a leitura do sistema anterior, observado em microscópio de 

contraste de fase, no aparelho de quimioluminescência. A HUVEC incubada com 

5 g/mL de NMPs, na presença de taurina 1 mM, resultou na redução na 

contagem de fótons (Figura 16), reforçando a hipótese de que as alterações 

provocas na HUVEC  pelas NMPs são decorrentes da atividade da MPO. 
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Figura 16: Atividade de MPO das NMPs incubadas com HUVEC. Detecção da atividade de MPO 

após incubação de HUVEC com 20 M de luminol, 5g/mL de NMPs, 20 M de H2O2, na 
presença ou ausência de 1 mM de taurina. Cada ponto representa a média de dois ensaios 
diferentes e SD. 

 
 
 
 
 
6.6.4 Perda da integridade da membrana plasmática em HUVEC 
  

Como vimos no item 6.6.3, a incubação de HUVEC com NMPs induziu 

alterações morfológicas nas células. Sendo assim, fomos investigar se estava 

ocorrendo perda da integridade da membrana plasmática destas células. A 

integridade da membrana plasmática de HUVEC foi avaliada em microscopia de 

fluorescência. A cultura foi incubada com 2,5 ou 5 g/mL de NMPs e 20 M de 

H2O2, por 30 minutos; em seguida, lavada duas vezes com HBSS, e incubada 
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novamente em meio RPMI completo por 10h, em estufa a 37 °C e 5% de CO2. 

Após este período, a cultura foi lavada com HBSS e incubada com a solução de 

sondas fluorescentes (CFDA e PI) por 10 minutos em estufa a 37 °C e 5% de 

CO2. A cultura foi lavada novamente para retirada do excesso das sondas, e 

incubadas com formaldeído 1,7 mM, por 8 minutos em estufa a 37 °C e 5% de 

CO2 (Figura 17). Conforme demonstrado nos resultados, as NMPs induziram perda 

da integridade da membrana plasmática da HUVEC, na presença do H2O2, o que não 

foi observado na presença de azida, inibidor da MPO. A lesão na membrana sugere 

fortemente que as NMPs induziram morte celular por necrose, em um mecanismo 

dependente da atividade da MPO. 
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Figura 17: Perda da integridade da membrana plasmática das células HUVEC após incubação 
com NMPs. A e B são os controles (HUVEC incubada com HBSS); C e D, HUVEC incubada com 

2,5 g/mL de NMPs e 20 M de H2O2; E e F, HUVEC incubada com 5 g/mL de NMPs e 20 M de 

H2O2;  G e H, HUVEC incubada com 5 g/mL de NMPs, 20 M de H2O2 e azida sódica 10 M. 
DAPI: fluorescência nuclear azul; CFDA: diacetato de carboxifluoresceína (fluorescência verde 
indicando o citoplasma); PI: iodeto de propídio (fluorescência vermelha indicando lesão da 
membrana plasmática). Resultado representativo de três ensaios diferentes. 
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7. DISCUSSÃO 

 

  No presente estudo nós investigamos a participação das NMPs, derivadas 

de PMNs ativados, na lesão das células endoteliais vasculares. Os principais 

achados deste estudo relacionam-se a muitas propriedades de vesículas 

liberadas por PMNs já descritas em outros trabalhos, tais como presença de MPO 

em sua superfície (HESS et al., 1999); expressão de moléculas de adesão e 

adesão às células endoteliais (GASSER et al., 2003). Entretanto, uma série de 

propriedades ainda não foi descrita para NMPs, como sua participação no 

transporte de MPO para as células endoteliais vasculares, expressão do receptor 

FAS/CD95, e seu potencial em lesar estas células. 

  MPs são vesículas liberadas durante as fases iniciais de apoptose ou 

ativação celular (MALLAT et al., 1999; BEYER  PISETSKY, 2010). No presente 

trabalho, obtivemos as MPs derivadas de PMNs (NMPs) ativados com ionóforo de 

cálcio A23187. Este é amplamente utilizado para induzir a liberação de MPs in 

vitro, já que o Ca2+ intracelular é reconhecido como um segundo mensageiro 

envolvido na liberação de MPs (HESS et al., 1999; CERRI et al., 2006).  

Analisamos as NMPs, em citometria de fluxo, como eventos fluorescentes 

marcados com PKH26 (tecnologia patenteada cujo princípio consiste na 

incorporação de moléculas alifáticas de fluorescência vermelha na bicamada 

lipídica celular), tendo a região da gate de NMPs definida por calibradores com 1 

m de diâmetro (Figura 1).  Esta estratégia para a identificação de MPs em 

citometria de fluxo foi padronizada pelo grupo (MEIRELLES, 2009) a fim de 

diferenciar as MPs dos ruídos (“background” eletrônico) normalmente presentes 

na visualização dos eventos, durante aquisicão no FACSorter. A dificuldade em 
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se analisar as MPs por citometria é decorrente do fato destes instrumentos 

convencionais serem projetados para analisar células que são 10 a 1000 vezes 

maiores que as MPs (ARDOIN et al., 2007). Assim, as NMP foram consideradas 

como eventos fluorescentes em uma região determinada com o auxílio de 

calibradores. 

As preparações de NMPs foram avaliadas quanto à sua qualidade e 

pureza, por microscopia eletrônica de contraste negativo (Figura 2A) e 

microscopia eletrônica de varredura (Figura 2B). Demonstramos que as amostras 

de NMPs obtidas não apresentaram contaminação com debris celulares, e as 

estruturas observadas apresentaram as mesmas características previamente 

descritas: estruturas arredondadas, de tamanhos variados (BEYER  PISETSKY, 

2010). 

Utilizando microscopia de varredura (MEV) e transmissão (MET), nós 

demonstramos que NMPs são vesículas derivadas de membrana plasmática e 

apresentam tamanho heterogêneo, de acordo com a literatura (ZWAAL  

SCHROIT, 1997).  Observamos, em nossas amostras, duas faixas mais 

eletrodensas circundando uma região menos eletrodensa, o que reforça a 

eficiência da nossa obtenção: vesículas arredondadas, oriundas da bicamada 

lipídica (Figuras 3A e 3B), com diâmetro menor do que 1 m (Figura 4). 

Na obtenção de MPs, é importante distinguí-las de corpos apoptóticos. 

Estes são liberados ao final do processo apoptótico, enquanto as MPs são 

liberadas nas fases iniciais (BEYER  PISETSKY, 2010). Das amostras de NMPs 

analisadas, descartamos a presença de corpos apoptóticos, pois, na análise por 

MET, não detectamos organelas (preservadas ou parcialmente degradadas), em 
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seu interior, característica comum em corpos apoptóticos (KERR  HARMON, 

1978 Apud ALBANESE et al., 1998).  

Nosso protocolo de obtenção de NMPs não afetou a integridade das 

mesmas (Figura 5), pois a perda da integridade da membrana levaria à redução 

ou perda da fluorescência para o meio circundante, como observado em células 

lesadas (HARRISON  VICKERS, 1990). Nossos achados reforçam outros 

trabalhos que NMPs são vesículas íntegras que carregam, em seu interior, 

componentes citoplasmáticos (ZWAAL  SCHROIT, 1997). 

Uma das mais fascinantes características já descritas das NMPs é sua 

associação com proteínas específicas de membrana tais como MPO (HESS et al., 

1999; GASSER et al., 2003). Em nosso estudo, confirmamos esta associação 

diretamente, por citometria de fluxo (Figura 6), e, indiretamente, pela atividade da 

MPO detectada por quimioluminescência (Figura 7). Em nosso ensaio, ao ser 

acrescentado azida sódica, inibidor de peroxidases (KLEBANOFF, 1970), a 

atividade enzimática foi inibida, atingindo valores basais. De maneira semelhante, 

a contagem de fótons/segundo do sistema foi reduzida ao ser acrescentado 

taurina, um “scavanger” de HOCl (DALLEGRI et al., 1990). Estes achados 

reforçam os trabalhos de Gasser e colaboradores (2003), de que a MPO 

apresenta-se cataliticamente ativa associada às NMPs. 

Demonstramos que PMNs ativados com ionóforo de cálcio A23187 liberam 

NMPs associadas à MPO, enquanto que outros estudos demonstraram a mesma 

associação em NMPs derivadas de PMNs ativados com fMLP (HESS et al., 

1999). Portanto, embora o tipo de estímulo afete o fenótipo das MPs 
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(BERNIMOULING et al., 2009), a associação da MPO às NMPs  independe do 

estimulo utilizado. 

A MPO é a única enzima humana capaz de gerar HOCl em meio contendo 

cloreto e H2O2 (HANSSOM et al., 2006). Neste estudo, demonstramos por 

quimioluminescência, que em meio contendo o sistema MPO-H2O2-Cl-, a 

quantidade de fótons/segundo detectada foi cerca de 20x maior do que em meio 

ausente de cloro (Figura 7C). Este resultado indica que o produto da MPO, 

detectado na quimioluminescência, foi o HOCl. A atividade residual da MPO 

detectada neste ensaio é justificada pela presença de cloreto no HBSS utilizado 

na ressuspensão das NMPs. Em ambos os casos, a contagem de fótons foi 

reduzida a valores basais após adição de azida sódica ao sistema, reforçando 

que a atividade detectada foi decorrente da MPO. 

  A liberação de vesículas contendo moléculas de superfície celular pode 

fornecer mecanismos de comunicação entre as células (HUGEL et al., 2005). 

Um dos parâmetros para determinar os efeitos fisiológicos das MPs é a 

avaliação de sua composição protéica que pode variar a depender de sua 

origem e do estímulo utilizado na sua formação (DISTLER et al., 2005).  

Neste contexto, conseguimos identificar a expressão de CD66b e CD62L 

(L-selectina) na superfície das NMPs, demonstrando que as NMPs apresentam 

um potencial de aderir às células endoteliais e migrar para o espaço 

subendotelial.  A L-selectina está envolvida no tráfego de neutrófilos para as 

células endoteliais ativadas (SHIGETA et al., 2008), e extravasamento destes 

para o espaço subendotelial (HICKEY et al., 2000). Gasser e colaboradores 

(2003) demonstraram que NMPs apresentam CD62L e aderem às células 

endoteliais. O CD66b é uma molécula de adesão expressa especificamente em 
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granulócitos ativados, e importante para adesão neutrofílica ao endotélio (NAIR 

 ZINGDE, 2001). A presença de CD66b,  juntamente com a CD62L, reforça as 

as propriedades adesivas das NMPs ao endotélio. 

 Muitos trabalhos vêm demonstrando que NMPs expressam integrinas tais 

como CD11a, CD11b, CD18 (PLUSKOTA et al., 2008; GASSER et al.,  2003). 

Fizemos marcações com anticorpos para CD11a (Integrina αL) e CD49d 

(Integrina α4), e surpreendentemente não detectamos a expressão de integrinas 

nas NMPs analisadas (Figura 8A). Possivelmente, o estímulo utilizado para 

promover a vesiculação não induziu a expressão de integrinas, pois MPs geradas 

de PMNs ativados com fMLP expressam CD11a (GASSER et al.,  2003), e como 

discutido anteriormente, o tipo de estímulo pode ser fator determinante para 

definir o fenótipo de MPs. Entretanto, este achado levanta a possibilidade de 

outros estudos estarem sub-estimando características fenotípicas não apenas de 

NMPs mas de MPs de diversas origens, chamando a atenção para o problema de 

se escolher um único marcador para caracterizar as MPs. 

 Detectamos a coexpressão, na superfície de NMPs, de MPO e CD45, uma 

molécula tipicamente expressa em leucócitos (Figura 9). Observamos que cerca 

de 50% de NMPs que expressaram MPO apresentaram CD45 em sua superfície. 

Este achado demonstra que CD45, embora seja uma molécula comum entre os 

leucócitos, não necessariamente estará expresso em todas as MPs derivadas 

destas células, não sendo, portanto, um bom marcador para definir a população 

destas MPs.  

A expressão de CD66b sobre a superfície das NMPs é muito utilizada para 

defini-las como vesículas derivadas de PMNs ativados (GASSER et al.,  2003; 

GASSER  SCHIFFERLI, 2005; LEROYER et al., 2007). Em nosso estudo, cerca 
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de 30% delas expressaram este marcador em sua superfície, demonstrando que 

esta marcação não retrata a população de NMPs presente. Entretanto, nossas 

marcações refletem que a utilização do anticorpo para MPO é uma boa estratégia 

para definir a população de MPs que apresentem MPO em sua superfície como 

NMPs (HESS et al.,  1999) e MPs de monócitos (MEIRELLES, 2009). 

Sabe-se que as células liberam MPs após ativação celular ou apoptose 

(MALLAT et al., 1999). No presente trabalho, o estímulo utilizado para ativar os 

PMNs foi o ionóforo de cálcio A23187 (Gasser et al., 2003), embora o mesmo 

possa induzir apoptose em leucócitos (NING  MURPHY, 1993). Resolvemos, 

então, investigar se havia NMPs derivadas de PMNs apoptóticos, após a 

exposição ao A23187. 

Surpreendentemente, identificamos a expressão do receptor FAS (CD95) 

na superfície de NMPs (Figura 10).  Embora Albanese e coloboradores (1998) 

tenham demonstrado a presença deste receptor em MPs derivadas de células de 

adenocarcinoma humano apoptóticas, este é o primeiro estudo que demonstra a 

expressão de CD95 em NMPs. 

É necessário avaliar a presença deste receptor em MPs, pois alguns 

trabalhos (KNIPPING et al., 1995) utilizam técnicas de obtenção de FAS solúvel 

semelhantes aos de obtenção de MPs circulantes. Este fato, aliado à descoberta 

de que MPs podem expressar este receptor, sugere que o FAS solúvel 

encontrado no soro humano (CHEN et al., 2007) pode, em parte, estar associado 

às MPs circulantes, podendo, na realidade, estar superestimando a quantidade 

real de FAS solúvel. 

A maioria dos receptores solúveis comumente retém a atividade de ligação 

ao ligante e compete, portanto, pelo ligante, inibindo a função do receptor. 
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Estudos recentes têm demonstrado que FAS solúvel fisiologicamente limita a 

apoptose induzida pela associação entre o receptor FAS e o ligante FAS 

(HUGHES  CRISPE, 1995; ALBANESE et al., 1998), possivelmente compatível 

com NMPs circulantes expressando este receptor. 

 Entretanto, outros estudos demonstram que níveis elevados de FAS 

solúvel ocorreram paralelamente ao aumento de apoptose de linfócitos em 

paciente com lúpus eritematoso sistêmico (SILVESTRIS et al., 2002). Como 

encontramos a expressão de CD95 e moléculas de adesão em NMPs, estas 

poderiam aderir a outras células, tais como as células endoteliais, induzindo a 

apoptose nas mesmas. Este achado reforça a necessidade de se investigar a 

participação destas e de outras MPs na apoptose. 

 PMNs ativados com ionóforos de cálcio liberam NMPs (HESS et al., 1999), 

sendo que muitas delas expressam FS em sua superfície (ZWAAL  SCHROIT, 

1997), resultante da perda da assimetria da membrana celular. Investigamos a 

associação de FS nas NMPs pela ligação à anexina V. Como esta ligação só é 

possível na presença do cálcio, nossas observações de que 20% das nossas 

NMPs ligaram-se à anexiva V sugere fortemente que elas expressam 

fosfatidilserina em sua superfície (Figura 11), como encontrado em outros 

trabalhos (GASSER et al., 2003). Este achado confere a este grupo de MPs 

propriedades pró-coagulantes (MESRI  ALTIERI, 1999).  

Entretanto, a expressão da FS na superfície externa das MPs não é um 

fenômeno que sempre ocorre (BERNIMOULIN et al., 2009). Estudos com células 

endoteliais sugerem que uma grande quantidade de MPs liberadas de células 

ativadas ou apoptóticas não se ligam a quantidades mensuráveis de anexina V 

(proteína com capacidade de se ligar fortemente aos fosfolípidios de carga 
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negativa, como a FS, na superfície celular na presença de íons cálcio), indicando 

que a expressão de FS sobre elas está muito baixa ou ausente (AHN et al., 2004; 

PILZER et al., 2005). Portanto, nossos resultados enfatizam que a expressão de 

FS não é a forma ideal para quantificar MPs. 

Em acordo com outros trabalhos (GASSER et al., 2003), as NMPs aderiram 

às células endoteliais (Figura 12); entretanto, só observamos a adesão em meio 

contendo H2O2. Não detectamos integrinas nas amostras obtidas de NMPs, e a 

adesão por L-selectina ocorre essencialmente sobre endotélio previamente 

ativado (LEY et al., 1993), sugerindo que a adesão das NMPs às células 

endoteliais foi dependente da sua ativação prévia em meio contendo o sistema 

cloreto-H2O2-MPO. 

A adesão nas NMPs às células endoteliais pode ser uma explicação para a 

origem de MPO no ambiente aterosclerótico, já que durante a transformação de 

monócitos circulantes para macrófagos teciduais, ocorre a perda da capacidade 

destes produzirem MPO (NAKAGAWARA et al., 1961). Alguns estudos, 

entretanto, demonstram que alguns subgrupos de macrófagos retêm MPO em 

lesões ateroscleróticas (DAUGHERTY et al, 1994), o que poderia ser justificado 

pela endocitose de partículas com MPO (KLEBANOFF, 2005). Além disso, a 

maioria das MPs encontradas em placas ateroscleróticas são derivadas de 

leucócitos (LEROYER et al., 2007), e 3-clorotirosina, um produto derivado de 

reações mediadas pela MPO, encontra-se continuamente presente nestas lesões 

(HAZEN  HEINECKE, 1997). Estes achados sugerem que MPs associadas à 

MPO podem estar envolvidas não apenas na inflamação local como no 

desenvolvimento destas lesões. 
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Observamos que as NMPs direcionaram MPO para a superfície das células 

endoteliais in vitro (Figura 13). Nosso resultado está de acordo com os achados 

de Eiserich e colaboradores (2002), cujo trabalho demonstrou a presença de MPO 

na superfície de células endoteliais e na matriz sub-endotelial. Eles observaram 

que não havia neutrófilos aderentes, sugerindo que a MPO pode ter sido liberada 

localmente, seguida de transcitose. A MPO liberada poderia estar associada às 

MPs, o que favoreceria a adesão e migração para o espaço sub-endotelial, e 

amplificação da resposta inflamatória local. 

 O presente estudo, com PMNs ativados em meio contendo H2O2 e cloreto, 

fornece evidências para a toxicidade de HOCl em células endoteliais vasculares. 

A inibição da toxicidade utilizando azida sódica (KLEBANOFF, 1970) como 

inibidor da MPO, e taurina (DALLEGRI et al., 1990), como “scavanger” de HOCl, 

implicou fortemente esta espécie reativa como mediador das reações de 

toxicidade observadas nas células endoteliais. 

 Demonstramos que as NMPs, em altas concentrações (5 g/mL), 

induziram lesão de células endoteliais vasculares humanas em um curto período 

de tempo (30 minutos). Alguns trabalhos vêm mostrando que baixas 

concentrações de HOCl induzem apoptose, enquanto concentrações elevadas 

induzem necrose (VISSERS et al., 1999; SUGIYAMA et al., 2004). 

Observamos alterações morfológicas crescentes das células endoteliais, 

após 2, 8 e 16 minutos de incubação com NMPs (Figuras 14, 15 e 16), com 

redução do volume celular e bolhas na superfície. Estas alterações foram 

reduzidas ao ser acrescentado, ao sistema, taurina, sugerindo o papel lesivo do 

HOCl às células endoteliais. O mesmo foi observado no trabalho de Vissers e 

colaboradores (1999), ao incubarem células endoteliais humanas com HOCl 
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purificado. Além de alterações na morfologia celular, observamos perda de 

integridade da membrana plasmática (Figura 17) após incubação por 30 minutos 

com NMPs, o que não foi observado na presença de azida sódica. Estes achados 

sugerem fortemente que as NMPs induziram morte celular por necrose, em um 

mecanismo dependente do sistema MPO-H2O2-cloreto. Entretanto, embora não 

tenham sido observados, efeitos apoptóticos sobre a HUVEC não podem ser 

descartados. 

Este é um trabalho original, uma vez que não há estudos prévios 

mostrando que células endoteliais vasculares humanas, expostas a NMPs, 

resultam neste espectro de resultados. Nossos achados apresentam implicações 

fisiopatológicas para as células endoteliais. Estas células são intimamente 

envolvidas no recrutamento de leucócitos e, em condições inflamatórias, são 

continuamente expostas a neutrófilos e monócitos estimulados e, portanto, à 

micropartículas associadas à MPO. A proposta de que NMPs podem induzir 

necrose de células endoteliais, e possivelmente de outras células circundantes, 

no processo aterosclerótico, decorrente da ação do HOCl, pode ser um 

mecanismo alternativo de iniciação da aterosclerose ou desestabilização da placa 

ateromatosa. 
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8. CONCLUSÕES 

 

 A MPO encontra-se cataliticamente ativa sobre as NMPs; 

 

 NMPs expressam CD95; 

 

 NMPs aderem às células endoteliais; 

 

  NMPs atuam como carreadoras de MPO para a superfície endotelial; 

 

 NMPs induzem alterações morfológicas e perda da integridade da 

membrana plasmática de células endoteliais vasculares, em um 

mecanismo dependente do sistema MPO-H2O2-Cl- 
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