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COMPARACAO MORFOLOGICA E FUNCIONAL DE
NEUTROFILOS EQUINOS E HUMANOS

Resumo:

Os neutrdfilos sdo as primeiras celulas recrutadas a partir da corrente sanguinea ao
local da infecgdo ou dano tecidual, durante o processo inflamatoério. Apos a ativacao por
bactérias ou outros mediadores pré-inflamatorios como LPS e TNF, os neutrofilos
executam varias funcdes como quimiotaxia, fagocitose, producao e liberacdo de ROS,
enzimas proteoliticas e proteinas contidas nos granulos. O LPS é uma molécula produzida
por bactérias Gram-negativas, que estimula a producdo de citocinas, geracdo de ROS,
expressao de B-integrinas e L-selectinas, realizacdo de fagocitose e inibicdo da apoptose,
ao passo que o TNF é uma citocina pro-inflamatdria, que aumenta a adesdo do leucdcito
no endotélio e estimula a secre¢do de quimiocinas e induz a ativacéo do neutréfilo para a
liberacdo de ROS e enzimas proteoliticas. Embora grande parte dos estudos utilize o
EDTA para a coleta de sangue equino e o uso de heparina ser mais frequente para coleta
de sangue humano, a influéncia do anticoagulante utilizado na coleta sobre os resultados
dos testes realizados com neutrofilos equinos e humanos é pouco estudada. O presente
trabalho prop6e a comparacao do uso de heparina e EDTA para a obtencdo de neutréfilos
de humanos e de equinos quanto ao rendimento, viabilidade, morfologia e resposta ao
LPS e TNF. Os neutréfilos foram separados com Percoll, quantificados em camara de
Neubauer, avaliados quanto a capacidade fagocitaria por microscopia e capacidade
oxidativa pelo teste Nitroazul de tetrazolio (NBT) apds ativagdo com LPS e TNF. A
viabilidade ndo foi afetada pelo anticoagulante utilizado em nenhuma comparagdo. O
EDTA aparentemente afetou a morfologia de neutréfilos equinos e aumentou o
rendimento celular equino em relacdo a heparina (p<0,05). A producdo de ROS em
neutrofilos humanos ndo foi afetada pelo anticoagulante, mas em equinos, 0 EDTA
aumentou o burst oxidativo provocado pelos ativadores LPS e TNF. A quantidade de
células fagocitando no controle e no ativado foi maior mediante utilizacdo de heparina
(p<0,01), ocorrendo 0 mesmo na quantidade de leveduras fagocitadas por cada neutrofilo
(p<0,05). Em sintese, esse trabalho demonstra que ha vantagem no uso de EDTA para
ativacdo e na quantidade obtida de neutrofilos equinos. E que neutrofilos equinos

coletados com heparina apresentam maior capacidade fagocitaria.

Palavras-chave: neutrdfilos, fagocitose, EDTA, heparina, ativagdo, morfologia, equino.



MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL COMPARISON BETWEEN EQUINE
AND HUMAN NEUTROPHILS
Abstract:

Neutrophils are the first cells recruited from the bloodstream to the site of infection
or tissue damage during the inflammatory process. After activation by bacteria or other
pro-inflammatory mediators such as LPS and TNF, neutrophils perform various functions
such as chemotaxis, phagocytosis, production and release of ROS, proteolytic enzymes,
and proteins contained in the granules. LPS is a molecule produced by Gram-negative
bacteria, which stimulates cytokine production, ROS generation, B-integrin and L-
selectin expression, phagocytosis and inhibition of apoptosis, whereas TNF is a pro-
inflammatory cytokine that increases leukocyte adhesion to the endothelium and
stimulates the secretion of chemokines and induces neutrophil activation for the release
of ROS and proteolytic enzymes. Although most studies use EDTA for equine blood
collection and the use of heparin is more frequent for human blood collection, the
influence of the anticoagulant used in the collection on the results of the tests performed
with equine and human neutrophils is little studied. The present work proposes the
comparison of the use of heparin and EDTA to obtain human and equine neutrophils in
terms of yield, viability, morphology and response to LPS and TNF. Neutrophils were
separated with Percoll, quantified in a Neubauer's chamber, evaluated for phagocytic
capacity by microscopy and oxidative capacity by Nitro Tetrazolium Blue Chloride
(NBT), after activation with LPS and TNF. Viability was not affected by the anticoagulant
used in any comparison. EDTA apparently affected the morphology of equine neutrophils
and increased equine cellular yield in relation to heparin (p <0.05). The production of
ROS in human neutrophils was not affected by the anticoagulant, but in horses, EDTA
increases the oxidative burst caused by the LPS and TNF activators. The number of
phagocytic cells in the control and in the activated conditions was higher with the use of
heparin (p <0.01), as was the amount of yeast phagocytosed by each neutrophil (p <0.05).
In summary, this work demonstrates that there is an advantage in the use of EDTA for
activation and in the number of equine neutrophils obtained. And that equine neutrophils

collected with heparin present greater phagocytic capacity.

Abstract: neutrophils, phagocytosis, EDTA, heparin, activation, morphology, equine
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1. INTRODUCAO

1.1 Neutrofilos

A primeira defesa do corpo contra patdgenos ou lesdes nos tecidos € o sistema imune
inato. Uma vez que as respostas imunes excessivas podem ser prejudiciais, existem
mecanismos anti-inflamatorios para controlar a resposta pro-inflamatoria e prevenir
lesGes (Lawrence et al., 2002).

Os neutrofilos constituem a primeira linha de defesa do organismo, sendo as primeiras
células a chegarem ao local da inflamacéo, atraidas por citocinas (Lauterbach et al., 2008).
Possuem granulos especificos que 33333participam da fagocitose e eliminacdo de
patdgenos ou debris teciduais (Botha et al., 1995). Eles sdo produzidos na medula éssea,
onde necessitam, em meédia, de duas semanas para completar a fase de maturagédo
(Kavoussi and Ross, 2007). O processo de ativacao dos neutrofilos durante a inflamagéo
consiste em varias etapas, entre elas a liberacdo de radicais superoxido, cujo processo €
desencadeado por meio de citocinas pré-inflamatorias.

Uma dessas citocinas é o TNF-alfa (fator de necrose tumoral), produzido
principalmente por macro6fagos e células NK (Tchorzewski et al., 1993), que desencadeia
a ativacdo de moléculas de adesdo endoteliais, as quais proporcionam o rolamento, adeséo
e migracdo dos neutrofilos para os sitios de inflamacdo. O TNF-alfa também estimula
neutrofilos a produzir outras citocinas e espécies reativas de O, (Takahashi, 2001).

Os neutrdfilos tornam-se ativados migrando, fagocitando o patdgeno e liberando
espécies reativas de oxigénio através da montagem e ativacdo do complexo NADPH
oxidase. A hiperatividade de neutrofilos, decorrente da inflamacéo aguda prolongada e
sistémica, implica em injaria severa, onde se verifica uma liberacdo extracelular
inapropriada de anion superéxido e enzimas proteoliticas, podendo promover dano a
tecidos saudaveis e desencadear doencas autoimunes, SARA (Sindrome da Angustia
Respiratéria Aguda, ou ARDS, Acute Respiratory Distress Syndrome), sepse ou até FMO
(Faléncia Multipla de Orgdos, ou MOF, Multiple Organ Failure).

Neste projeto, inicialmente propde-se um estudo comparativo da separacdo de
neutrdfilos de equino e humano com EDTA e heparina, bem como de neutréfilos
quiescentes e estimulados com LPS e TNF-alfa, nessa ordem, avaliando-se a diferenga
em relacdo a viabilidade, pureza, quantidade de neutrofilos na suspensdo, atividade
fagocitaria e producdo de ROS. Foi também realizado o preparo das amostras para analise

protedmica, a qual serd concluida posteriormente (por limitacGes de prazo) a fim de
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determinar quais proteinas variam e quais sdo constantes entre neutrofilos quiescentes e
neutréfilos submetidos a estimulagdo dupla por LPS e TNF-alfa, bem como diferengas

entre humanos e equinos quanto as vias envolvidas na resposta.

1.2 Lipossacarideo (LPS)

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo moléculas de estrutura extremamente complexa
encontrados exclusivamente na monocamada externa da membrana externa das bactérias
Gram-negativas (Downey and Han, 1998). Possuem duas regifes com estrutura e genética
bem distintas. Uma regido hidrofilica, constituida por uma sequéncia de polissacarideos
e pelo antigeno O; e outra hidrofobica, chamada de lipideo-A. Essa regido é
estruturalmente mais conservada entre as classes de bactérias (Cruz-Machado, 2010). As
regides de lipideo-A encontradas nas enterobactérias sdo chamadas também de
endotoxinas por apresentarem atividade citotoxica em células animais. (Karunaratne et
al., 1992). Ja a porcao hidrofilica é variavel em diferentes bactérias Gram-negativas.

Durante a infeccdo bacteriana, o lipopolissacarideo (LPS) é um dos agentes ativadores
dos neutrdéfilos realizando a fungdo de quimioatraente, sinalizando o caminho seguido
pelas células efetoras até o local da infeccdo. Tem sido implicado na patogénese da sepse
e choque séptico, induzindo células miel6ides e ndo-mieldides a produzirem proteinas
que alteram padrbes hemodinamicos e hematoldgicos observados na sepse e choque
séptico. A maior causa de mortalidade em equinos € a liberacdo, na circulacéo, do lipideo
A, componente toxico da molécula de LPS (Laskoski et al., 2012).

Nos neutrofilos, o LPS é um potente ativador, promovendo producdo de citocinas
(Cassatella, 1995), geragdo de ROS, expressdo de B-integrinas e L-selectinas, realizacdo
de fagocitose (Soler-rodriguez et al., 2018) e inibicdo da apoptose (Hachiya et al., 1995),
respostas funcionais que variam com a concentragdo de LPS e o tempo de exposicéo.
Alguns estudos mostraram que a ativagdo de neutréfilos por LPS é intensificada, quando
realizada em meio plasmatico, em que a proteina ligadora de LPS (LBP) e septina
facilitam a resposta de neutrofilos ao LPS via CD14 e TLR-4 (Jersmann et al., 1998),
favorecendo a ativacdo in vitro mesmo em concentragfes mais baixas de LPS. De fato,
Soler et al, 2000 evidenciaram que neutrofilos incubados com concentragdes menores ou
iguais a 100ng/mL de LPS requerem a presenca de plasma no meio de incubagéo para

que a ativacdo ocorra nessa concentracdo devido a presenca de LBP. Além disso, a
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ativacdo de neutrofilos, sem a presenca de plasma, na concentracdo de 100ng/ml, sé foi

observada quando os neutrdfilos eram incubados em tempo muito prolongado.

Existem muitas lacunas na via de sinalizacdo por LPS nos neutréfilos. Conexdes
entre TLR-4 (receptor Toll-like) e outras proteinas na cascata desencadeadas por LPS
ainda ndo foram totalmente elucidadas. Além disso, modificacdes pds-traducionais que
podem ocorrer nessa via ainda ndo foram totalmente explicadas. 1sso leva a necessidade
de mais estudos com o intuito do entendimento dos mecanismos de ativacdo desse

ativador de neutrdfilos, que possui grande relevancia clinica (Jersmann et al., 1998).
1.3 O TNF-alfa

O TNF-alfa — fator de necrose tumoral, € um mediador inicial importante nas
respostas bioldgicas as endotoxinas. O TNF existe em duas formas, sollvel e ligado a
membrana celular. A forma soltvel é liberada das células apds a clivagem enzimatica do
seu precursor ligado a membrana. A enzima responsavel por esse processo é a TACE (do
inglés, TNF-alpha-converting enzyme). Ambas as formas sdo biologicamente ativas. As
células que expressam na membrana ou secretam TNF s&o principalmente os macrofagos,
monacitos, linfécitos, mastocitos, granuldcitos, fibroblastos, células NK (Natural Killer)
e células epiteliais (Tchorzewski et al., 1993). Ele pode desencadear a ativacdo dos

neutrdfilos, sendo um dos mais precoces e potentes mediadores da resposta inflamatéria,

participando diretamente da sensibilizacdo do sistema imunoldgico. Ele potencializa a

expressdo de moléculas de aderéncia, induz a desgranulacdo, libera componentes

lisossémicos, potencializa a fagocitose e a oxidacdo de ROS (por ativacdo do sistema

NADPH oxidase) (Dewas et al., 2003), dessa forma contribuindo_para a erradicacdo da

infeccdo, amplificando a atividade bactericida em neutréfilos. Em modelos animais, a

administracdo intravenosa de altas doses de TNF-alfa causa hipotensdo, taquicardia,
taquipnéia, acidose latica, hemoconcentracdo, hiperpotassemia e hiperglicemia seguida
de hipoglicemia. Em humanos, baixas doses de TNF-alfa causam alguns dos sinais e
sintomas de sepse, incluindo hipotensao, febre, anorexia, rigidez e cefaleia. Administrado
em baixas doses, o0 TNF-alfa causa neutrofilia; em altas doses, causa neutropenia em
humanos saudaveis (Faleiro et al., 2011). Em humanos o TNF-alfa participa de diversos
processos patoldgicos, como DPOC-Doenca pulmonar obstrutiva crénica, onde encontra-
se em niveis elevados no escarro dos pacientes (Brown et al., 2003a), artrite reumatoide

e mieloma multiplo. A DPOC, também chamada de DIV A - Doenca inflamatdria das vias
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aéreas ou ORVA — Obstrucéo recorrente das vias aéreas, é definida numa desregulagéo
da homeostase das células inflamatérias no lumen das vias aéreas levando a excessivo
acumulo de muco nas vias aéreas. Impede a troca gasosa das células pulmonares e a
manifestacdo da doenca se da por uma desordem inflamatdria quando o epitélio pulmonar
é sensibilizado, na maioria das vezes por alérgenos e ha lesdo na mucosa, ocorre ativagdo
da cascata inflamatdria com liberacdo de células de defesa e mediadores quimicos,
produzindo edema, hipersecrecédo e broncoconstricdo. Nos equinos, a DIVA pode ocorrer
em todas as idades, enquanto que a ORVA ¢é mais comum em cavalos mais velhos,

estabulados e de regides mais frias (FILHO et al., 2008).

A artrite reumatdide € uma doenca cronica, sistémica, autoimune, de etiologia
desconhecida, que envolve predominantemente as articulacGes sinoviais, acarretando
deformidades e destruicdo delas. Agentes bioldgicos que inibem o TNF-a sdo
considerados eficazes na reducdo da atividade e no retardamento do dano estrutural
articular na Artrite Reumatoide, em especial nas formas refratarias aos tratamentos
convencionais (Faleiro et al., 2011). Avaliou-se os niveis circulantes de TNF-a no sangue
periférico e sua concentracdo na medula éssea de pacientes com a neoplasia mieloma
maltiplo e verificou-se que o TNF apresenta concentracdes medulares significativamente
mais elevadas. E ainda as altas concentracfes circulantes de TNF-o nessa doenga, se
encontram associadas a pior prognostico (Serra, 2010a). Também sdo encontrados
niveis elevados desta citocina, tanto séricos como peritoneais, em equinos com célica
(Edwards, 1991).

Escolheu-se a ativacdo dupla por LPS e TNF pois mimetiza a ativagao natural que

ocorre nos casos de cdlica e laminite equina.

1.4 Teste do nitroblue tetrazolium (NBT)

A ativacdo de neutrofilos pode ser medida segundo a liberacdo de ROS. Uma das
formas de se avaliar a liberacdo de ROS pelo neutrofilo € por meio do teste do Nitroblue
tetrazolium-NBT (Gorg, 2004). Quando o NBT entra em contato com ROS se precipita
em formazan, alterando sua estrutura quimica. Essa alteracdo resulta em uma mudanca
de cor, passando do tom amarelado para o azul escuro, 0 que se torna perceptivel a

microscopia optica permitindo analise qualitativa da distribuicdo dos granulos de NBT
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corados (Neves, 2007). Também € possivel realizar a andlise quantitativa por

espectrofotometria, observando-se a absorbancia do formazan (Peixoto et al., 2002)

Em humanos j& est4d comprovado que o metabolismo oxidativo dos neutrofilos sofre
influéncia direta do anticoagulante utilizado (Freitas et al., 2008). Nos equinos, o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos, avaliado no teste do NBT, fica subestimado
quando o sangue é colhido com EDTA, pelo efeito quelante deste anticoagulante que
compromete a producdo de superoxido em neutrofilos estimulados com extrato
bacteriano. Na proporcdo de 1,8mg/mL sangue, o EDTA pode ser utilizado com
vantagens em relacdo a heparina na prova de reducdo espontanea do NBT. A heparina
nos testes espontaneo e estimulado apresentou maior destruicdo celular, formacdo de
precipitado e de agregados celulares do que as tratadas com EDTA. A maior quantidade
de precipitado é devida a formagdo do complexo de NBT com a heparina e fibrinogénio

antes de o NBT ser absorvido pelos neutrofilos (Silva et al., 2010).

1.5 Anticoagulantes EDTA e HEPARINA

A heparina pertence a familia de moléculas de glicosaminoglicanos (GAG) (Brown
et al., 2003a). E sintetizada exclusivamente em mastdcitos (Brown et al., 2003a), possui
propriedades anti-inflamatorias e tem sido usada com sucesso em doencas inflamatorias
como asma, cistite intersticial e colite ulcerativa. Ela pode inibir o recrutamento de células
inflamatdrias nos tecidos. (Brown et al., 2003a). A doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) ¢é a quarta maior causa de morte em humanos no mundo e envolve o recrutamento
excessivo e a ativacao de neutréfilos no pulmdo. A heparina mostra-se capaz de se ligar
e inibir a elastase liberada pelos neutréfilos na DPOC, limitando os danos aos tecidos
provocado(Silva)s por essa enzima (Brown et al., 2003b). Esse efeito inibitorio é
independente da atividade anticoagulante da heparina (Serra, 2010b).

Além disso, a heparina é capaz de inibir a ligag&o da interleucina-8 aos neutrofilos e
inibir a adesdo de neutréfilos as células endoteliais vasculares, tanto in vitro (Brown et
al., 2003a), quanto in vivo (Downey and Han, 1998) como também inibir a desgranulacéo
de neutrdfilos e o burst oxidativo (Brown et al., 2003a). Mais investigac6es sobre 0 uso
de heparina e seus derivados podem trazer novas propostas terapéuticas para doencas
inflamatorias que envolvem o recrutamento e a ativacdo de neutréfilos.

EDTA em concentragdes acima de 1,5 mg/mL de sangue provoca alteragcbes na

membrana dos eritrécitos de humanos, modificando sua morfologia e desencadeando o

17



processo de hemdlise osmotica. Varios autores relataram agregacdo de eritrocitos,
plaquetas e, principalmente, leucdécitos, associada a presenca de EDTA (Lombarts et al.,
1999).

O anticoagulante utilizado durante a coleta de sangue interfere diretamente com o
rendimento e ativacdo de neutréfilos isolados, possivelmente por alteracdo dos niveis de
calcio. Avaliando o efeito de diferentes anticoagulantes na separagcdo de neutrofilos
humanos a partir de sangue total, observaram que o EDTA forneceu o maior nimero de
neutrofilos isolados/mL de sangue, quando comparado com citrato e heparina. (Freitas et
al., 2008).

A escolha do anticoagulante adequado é fundamental ndo somente para 0s exames
hematol6gicos, mas alguns parametros imunoldgicos também sofrem interferéncia por
estes farmacos (WALENCIK E WITESKA). Sendo assim, ainda é necessario esclarecer

alguns pontos acerca do efeito de anticoagulantes sobre a funcdo de neutrofilos.

1.6 Capacidade fagocitaria e bactericida

A ativacdo do sistema imune inato é uma estratégia contra infecgbes por bactérias,
fungos e virus, resultando no recrutamento de células especificas principalmente
neutrofilos e macréfagos. Eles atuam de forma coordenada contra o invasor, com dois
principios destrutivos como geracdo de espécies reativas de oxigénio pela ativacdo do
complexo NADPH oxidase e liberacdo de enzimas hidroliticas, como por exemplo a
elastase, atraves da desgranulagéo (Santos, 2007). A fagocitose, quimiotaxia e a liberagédo
de enzimas pelos neutréfilos sdo mecanismos independentes de oxigénio, diferentemente
da producdo de espécies reativas de oxigénio que € dependente de oxigénio (Neves,
2007). Os patogenos séo inicialmente englobados num vacuolo derivado da membrana
plasmarica, levando a formacéo e maturacéo do fagossomo nos neutréfilos. Os neutrofilos
e 0s macrofagos sdo fagocitos que englobam (Fig.1) patdgenos e debris teciduais. Eles
apresentam receptores especializados que reconhecem seus alvos. Existem diferencas na
formagédo e maturacdo dos fagossomos entre macrdéfagos e neutréfilos, além disso, o
modo de entrada do patdgeno tem maior probabilidade de influenciar seu destino, o que
pode ser muito diferente nessas células (Lee et al., 2003). No entanto, alguns mecanismos

moleculares da fagocitose em neutréfilos ainda ndo sdo bem conhecidos.
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Figura 1. Neutréfilo equino realizando fagocitose de leveduras. Aumento de
100x (Fonte: Arquivo pessoal). Setas pretas indicam o limite do citoplasma
dos neutrofilos. Setas vermelhas indicam as células da levedura
Saccaromyces cerevisiae.

1.7 Doencas importantes em equinos com envolvimento de neutréfilos

Os neutréfilos estdo envolvidos na resposta inflamatoria e presentes na maioria das
doencas com carater inflamatério (lan R. Tizard, 2009). O recrutamento de neutréfilos ao
tecido inflamado é parte essencial da resposta imune inata e as citocinas produzidas pelas
células imunes sdo liberadas no foco inflamatério e capazes de ativar leucOcitos em
Orgdos distantes da lesdo original, seja por sua difusdo para a circulagdo ou pela migracao
reversa de neutrofilos ja ativados no tecido (Buckley et al., 2006). Quando isso acontece
de forma desregulada a resposta inflamatdria pode se tornar excessiva ou persistente e
mediar a disfuncéo e danos ao tecido normal (Lawrence et al., 2002).

A infiltracdo de leucdcitos tem sido implicada na patogénese de laminite aguda em
equinos (Lima et al., 2013). E um processo inflamatorio que afeta as laminas do casco e
a patologia que mais leva a morte ou eutanasia em equinos. (Vilares et al., 2017). Varios
estudos realizados no periodo de desenvolvimento da laminite induzida demonstraram
uma ativacao inflamatoria sisttémica, e ndo apenas local, com a presenca de citocinas
inflamatdrias circulantes (Laskoski et al., 2012) e espécies reativas de oxigénio, alem de
infiltracdo leucocitaria tecidual, observada principalmente em ensaios de
imunohistoquimica (Lima et al., 2013). A inflamacdo sistémica pode ter origem nas

endotoxinas, que foram detectadas no inicio da doenca (Faleiros et al., 2008), ou injdria
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tecidual como observada no quadro de abddmen agudo. As evidéncias de envolvimento
inflamatorio na fase de desenvolvimento da laminite permitem associar a doenga com a
faléncia de maltiplos 6rgdos no homem, onde a resposta inflamatoria sistémica leva a
injaria de locais distantes do sitio da infec¢do. As substancias lesivas dos leucocitos aos
tecidos liberadas na fase inicial de desenvolvimento da laminite sdéo como as MMPs,
mieloperoxidase e espécies reativas de oxigénio. A laminite € uma das principais
complicages observadas em casos de colica em que ocorre lesGes de reperfusdo. Em
trabalho realizado com dezesseis equinos adultos os quais foram divididos em dois
grupos, sendo um grupo de 9 equinos submetidos a distensdo do célon menor por meio
de um baldo de latex implantado cirurgicamente no lIimen e inflados a uma pressao de
40mm Hg por 4h e o outro grupo de 7 equinos com baldo implantado e ndo inflado. A
mucosa nao foi afetada pela distensdo do Iimen e as lesbes foram restritas a camada
seromuscular. Doze horas ap0s desinflar o baldo no grupo submentido a distensdo, foram
examinados quanto a hemorrgia, edema, infiltracdo de neutrofilos, mieloperoxidase
(MPQ) e hemoglobina. No final do experimento foram coletadas amostras do pulméo e
examinadas quando ao acumulo de neutréfilos e MPO. Foi observado acumulo de
neutrofilos, edema e aumento de MPO na camada seromuscular em ambos 0s grupos,
sendo maior no grupo em que houve distensdo. Por meio de avaliacdo histoldgica
observaram que houve acimulo de neutréfilos nas amostras de pulmao, sendo maior no
grupo da distensdo, o que leva evidéncias de que nas lesbes de reperfusdo haja ativacédo
sistémica de neutrofilos com subsequente migracdo de neutrofilos aos pulmdes. (Faleiros
R.R., Macoris D.G., Alves G.E., Souza D.G., 2008).

As endotoxinas tém sido implicadas como componente principal do choque
séptico/endotoxico ou do choque circulatério (Astiz et al., 1995). O tratamento com
lipopolissacarideos pode facilitar a subsequente liberacdo dos granulos azurofilicos
induzida por ativagdo. Estudos in vitro em neutrofilos isolados demonstraram que o TNF-
alfa pode estimular diretamente os neutrofilos, iniciando a explosdo respiratoria e a

liberacdo das enzimas lisossomais.

Como a liberagdo sistémica LPS e de TNF é encontrada sistematicamente em situacoes
patologicas equinas como doengas intestinais estranguladas, choque séptico e a laminite
(Ceusters et al., 2012), bem como em humanos em condi¢es de choque séptico, 0s
anticoagulantes utilizados na coleta de sangue interferem na resposta de neutréfilos a

ativacdo e sdo descritas diferencas relevantes entre as respostas de neutrofilos de
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diferentes espécies animais, optou-se por avaliar a influéncia de trés fatores (espécie,
anticoagulante e ativacao) nos neutréfilos. Espera-se contribuir para a uniformizagdo dos
métodos de isolamento de células, bem como para estudos de novos alvos terapéuticos
seletivos para a regulacdo da atividade de neutrofilos em processos inflamatdérios, entre
eles a laminite que causa grande perda econémica, uma vez que 0S equinos Sdo
particularmente sensiveis e expostos a respostas inflamatdrias excessivas, evoluindo com

uma importante estimulagdo dos neutrofilos polimorfonucleares (PMNS).
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho é comparar o uso de heparinae EDTA para a obtencédo

de neutrofilos humanos e de equinos quanto ao rendimento, viabilidade, morfologia,

fagocitose e resposta ao LPS e TNF.

Para tanto, foram definidos como objetivos especificos:

Comparacdo do uso de heparina e EDTA para a obtencdo de neutréfilos de
humanos e de equinos quanto ao rendimento, viabilidade, morfologia e
resposta a ativadores;

Obtencédo de neutrofilos de humanos e de equinos comparaveis quanto aos
parametros a serem avaliados nas etapas subsequentes;

Avaliagdo da influéncia da ativacdo por LPS e TNF na morfologia e
viabilidade de neutréfilos equinos e humanos;

Avaliagéo da influéncia da ativacédo por LPS e TNF na producéo de ROS por
neutrofilos equinos e humanos;

Avaliacdo da influéncia da ativacdo por LPS e TNF na capacidade fagocitéaria
de neutrdéfilos equinos e humanos;

Preparo para o estudo da influéncia da ativagdo por LPS e TNF no perfil

proteico intracelular e secretado de neutrofilos equinos e humanos;
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3. METODOLOGIA

3.1 Delineamento Experimental

Equinos higidos ! Humanos higidos

\ y

Separacao '
de neutrofilos
iy

Nt i
r_——\
Ensaios morfo-
funcionais:
Morfologia
Viabilidade
NBT gualitativo e
guantitativo
\ Fagocitose
r Preparo para ensaios ‘
moleculares:
* Proteomica
celular
Secretoma

—

3.2 Coleta de sangue

Foi coletado sangue de oito individuos voluntarios, do sexo masculino, com idade
entre 19 e 25 anos, que preencheram e assinaram o TCLE aprovado pelo comité de ética
(protocolo CEP 1254038) e a ficha de anamnese, na qual constam a auséncia de historico
de doengas cronicas, alérgicas, inflamatdrias e infecto contagiosas, ndo fumantes, néo-

alcoolatras e que ndo estavam fazendo uso de medicamentos. E também de oito equinos,
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na faixa etaria de 5 a 10 anos, do sexo masculino, da raca Brasileiro de Hipismo, sem
historico de doencas cronicas, infecto contagiosas, alérgicas, inflamatorias e que néo
faziam uso de medicamentos. Os equinos fazem parte do plantel do 1° Regimento de
Cavalaria da Guarda dos Dragbes da Independéncia. O trabalho também foi aprovado
pelo CEUA (Protocolo n° 88/2017).

Para a obtencdo dos neutrofilos, o sangue coletado de cada individuo foi dividido em
duas aliquotas logo apds a coleta. A aspiracdo do sangue foi feita de forma suave,
utilizando-se um scalp 21G. Primeiro acoplou-se uma seringa sem anticoagulante para
obtencdo de 5 mL de sangue venoso periférico transferido imediatamente para um tubo
estéril com anticoagulante EDTA K3, modelo K50-1304S, jateado na parede do tubo na
concentracdo de 1,2mg/mL sangue. Em seguida, uma seringa heparinizada, na
concentracdo de 10 Ul/mL (Santos, 2007) foi acoplada ao scalp para a coleta de mais 5
mL de sangue. Todo o volume coletado foi transferido e colocado delicadamente sobre
os gradientes de percoll descritos. Realizou-se todo o processo com o0 méximo de cuidado
possivel a fim de evitar a ativacdo dos neutréfilos por choques mecéanicos ou térmicos e
pelo contato com superficies de vidro.

Em humanos ja estd comprovado que o metabolismo oxidativo dos neutréfilos sofre
influéncia direta do anticoagulante utilizado e a heparina é o anticoagulante de escolha na
maioria dos trabalho com leucdcitos. O Conselho Internacional para padronizagcdo em
hematologia recomenda o EDTA como anticoagulamente para hemograma. Segundo
(Cannell, 1993) é recomendado o EDTA como anticoagulante de escolha na coleta de
amostras para contagem e dimensionamento de células sanguineas. Nas espécies
domésticas 0 EDTA ¢é o anticoagulante de escolha para a realizacdo de hemograma
(Monti, P.; Archer, 2016). No entanto o metabolismo oxidativo dos neutréfilos pode ficar
subestimado quando a coleta € feita com EDTA (Freitas et al., 2008). Buscou-se
comparar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos separados com EDTA e Heparina em
equinos e humanos, considerando fatores ainda ndo descritos na literatura, como a
remoc&o do anticoagulante residual em etapas de lavagem, bem como a reposi¢édo de ions

potencialmente removidos pelos mesmos.

3.3 Separagéo dos neutrofilos

Dos 5 mL de sangue obtidos em cada coleta, 2 mL foram usados para a obtencdo de

plasma e 3 mL para a separacdo de neutrdfilos. Para separar os neutrofilos, foram

24



utilizados dois gradientes de percoll (Gorg, 2004) em concentracdes de 60% e 70% em
HBSS para sangue humano, segundo protocolo adaptado por Aquino e 58% e 68% para
sangue equino (Neves, 2007). O percoll é composto de particulas de silica inertes, ndo
toxicas, que ndo aderem a membranas, sendo adequado para purificacdo de células e
organelas. Além disso, apresenta baixa toxicidade para as células e permite bom
rendimento de neutréfilos. As duas camadas de Percoll sdo depositadas lentamente em
um tubo de fundo conico, sendo a mais densa na camada inferior. Depois que os dois
gradientes foram preparados, 3mL de sangue total foram acrescentados cuidadosamente
sobre os gradientes. O material foi centrifugado por 37 minutos, a 1.800 rotacdes por
minuto, a 25°C. Apls essa primeira centrifugacdo, observa-se uma sequéncia de
componentes separados que se inicia com o plasma (amarelo), um halo de células
mononucleares, o gradiente de 60% ou 58%, um halo de neutrofilos, gradiente de 70%

ou 68% e hemaécias no fundo do tubo, como ilustrado na figura abaixo (Santos, 2007).

Plasma

I mononucleares

Percoll 60% ou 58%

FPMVNs

Percoll 70% ou 68%

Hemdcias

a

Figura 1. Neutréfilos separados entre o gradiente de 58% e 68% para equinos, formando um halo de neutrofilos
entre os eritrdcitos ao fundo e células mononucleadas e plasma sobre o gradiente de 58%. Fonte: Arquivo pessoal

A partir desse ponto, o experimento foi conduzido com as amostras colocadas no
gelo para preservar a integridade e evitar ativacdo das células, visto que todo o
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experimento demora em média de 5 a 6 horas. As camadas contendo o plasma, o halo de
mononucleares e o primeiro gradiente de percoll foram retiradas, a fim de diminuir as
contaminagfes com demais células. J& o halo de neutrdfilos é retirado em um volume de
aproximadamente 4 mL, juntamente com o percoll que o circunda e foram feitas duas
lavagens com 7mL com HBSS 1X, para retirar o excesso de Percoll, removendo também
0s demais componentes plasmaticos, bem como o anticoagulante utilizado. Seguiu-se
centrifugacdo a 1.600 rotagGes por minuto, 5 minutos, a 4°C. Nos casos em que houve
contaminacdo persistente com eritrdcitos, realizou-se hemolise com 3mL de agua milli-
Q gelada por 25 segundos e restauracdo da osmolaridade com 3mL de HBSS 2X (Santos,
2007). Os neutrofilos de cada espécie e cada condicdo anticoagulante foram submetidos
a contagem e avaliacdo de viabilidade e pureza e, a seguir, divididos em dois grupos:

controle e ativado e ressuspendidos com uma solucgéo de plasma autélogo 50% em HBSS.

3.4 Contagem dos neutrdfilos, avaliacdo de viabilidade e pureza.

Foi retirada uma aliquota de 5 pL do pellet celular nas duas condi¢cdes (EDTA e
heparina) para a contagem e avaliacao da viabilidade e uma aliquota de 6 UL para a analise
da pureza e morfologia (EDTA e heparina). As aliquotas para analise de pureza e
morfologia foram aplicadas em laminas e coradas com o kit pan6tico, obtendo-se imagens
que permitem a diferenciacdo entre neutrdfilos e outros tipos celulares (avaliacdo da
pureza das células isoladas), além da avaliacdo da morfologia dos neutréfilos. As
aliquotas para contagem e analise de viabilidade foram diluidas em 45 L da solugéo de
Tripan. Aplicou-se 10 pL dessa suspensdo de células devidamente homogeneizadas em
uma camara de Neubauer para contagem das células (Fig.3). Apos a contagem de células
viaveis e ndo viaveis foi corrigido o volume de forma a se obter a concentracdo final de
6600 células/puL em uma solucdo de 50% plasma autélogo em HBSS com célcio e

magnésio.
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Figura 2. Imagem de neutréfilos em cAmara de Neubauer para contagem de células separadas com anticoagulante
EDTA. Aumento de 40x. Fonte: Arquivo pessoal

3.5 Ativacdo Dupla com LPS e TNF

As amostras que apresentaram rendimento superior a 10° células, viabilidade superior
a 95% e pureza superior a 97% foram submetidas ao processo de ativacdo. Foi adicionado
o ativador LPS de forma a se obter a concentracdo final de 100ng/mL, as células foram
incubadas a 37°C, sob agitacdo (thermomixer a 300 rpm) por 20 minutos. Apds esse
tempo foi adicionado o ativador TNF para a concentracgéo final de 10 ng/mL e novamente
as células foram incubadas por mais 20 minutos. O grupo controle foi submetido as
mesmas etapas, porém no lugar dos ativadores foi adicionado HBSS com calcio e

magnésio.

Ao final desta etapa foram obtidas amostras em oito condigdes: controle EDTA,
LPS+TNF EDTA, controle heparina, LPS+TNF heparina, tanto para células humanas

quanto equinas.
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3.6 Avaliacdo da ativacao (testes de NBT)

A producdo de ROS foi avaliada pela producéo de radical superdxido, detectavel pelo
teste do NBT, aqui realizado tanto por microscopia quanto por espectrofotometria. As
ativacdes foram feitas na presenca de plasma e analisadas pelo método de NBT qualitativo
(Iamina) e quantitativo (espectrofotométrico), em que se verificou a ocorréncia da
ativacdo, sua intensidade, a proporc¢do de células ativadas, a intensidade de ativacdo das
células e o padrdo de distribuicdo dos cristais de formazan. Apds a ativacdo por 40
minutos, aliquotas contendo 36 L de cada suspensao de células foram transferidas a uma
placa de 96 pocos, incubadas com 20 pL da solugdo de NBT. Foram retirados da placa 6
pL de cada condicao para confeccdo das ldminas para a anélise qualitativa e tanto a lamina
quanto a placa foram levadas a uma segunda incubacdo realizada por mais 20 minutos,
totalizando 60 minutos de incubacdo na presenca dos ativadores. As laminas foram
fixadas com etanol e coradas com safranina, por 5 minutos. Posteriormente as laminas
foram lavadas cuidadosamente e postas para secagem em temperatura ambiente. As
amostras foram entdo analisadas utilizando microscépio optico. Foram consideradas
como ativadas as células que apresentavam detec¢do de pigmentos de formazan ao redor
do nucleo. Também foram observados os padrdes de distribuicdo dos cristais de formazan
intracelulares. As amostras na placa foram analisadas por leitura de absorbancia na faixa
de comprimentos de onda de 350 a 790 nm, de forma a permitir a compensacdo de
eventual ruido de leitura em alguns comprimentos de onda especificos gerado pela

presenca de células em suspenséo.

3.7 Fagocitose

A capacidade fagocitaria foi avaliada em funcdo do namero de células realizando
fagocitose e do numero de leveduras fagocitadas por cada célula. Utilizou-se 0,001 g do
fungo Saccharomyces cerevisiae para a preparacdo da cultura (Bombarda et al., 2009),
solubilizada em 500 uL de HBSS 1X com Ca* e Mg" e submetida a vértex de 2 minutos.
Para avaliar o total de leveduras obtidas, 45 uL de solugdo de azul de Tripan foram
adicionados a 5 puL da suspenséo de leveduras e contados em cdmara de Neubauer (Fig.4).
Apbs a contagem, a suspensao de leveduras foi ajustada para 33335 leveduras/pL. A
seguir, acrescentam-se 10 uL da suspensdo de leveduras a 10 pL da suspensdo de

neutrofilos (6600 células/uL) em cada uma das oito condicdes, obtendo-se a proporcao
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de 5 leveduras por neutrofilo. Os neutrofilos foram adicionados as leveduras apos terem
permanecido por 40 minutos em contato com os ativadores, sendo incubados com as
leveduras por 20 minutos a 37 °C. Ap0s esse processo, foram preparadas laminas e
coradas pelo método pandptico rapido, para posterior contagem em microscopio optico
de células que realizam fagocitose e do numero de leveduras no interior de cada célula

realizando fagocitose.

3
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Figura 3. Contagem de fungos na camara de Neubauer. Aumento de 40x.Fonte: Arquivo Pessoal

3.8 Preparo para protebmica

As células restantes, ap0s a retirada de aliquotas para os testes de NBT e fagocitose,
foram centrifugadas e submetidas a lise celular, solubiliza¢&o e desnaturacéo de proteinas
para futura analise do proteoma. O sobrenadante foi submetido ao mesmo procedimento
e ambos foram conservados a -80°C para posterior analise protedmica dos extratos
celulares e do secretoma, respectivamente. As células foram lavadas com HBSS,
centrifugadas e submetidas a lise celular por incubagdo em tampdo contendo TEAB
20mmol/L, SDS 2%, DTT 1%, inibidores de protease e de fosfatase e armazenadas a -80
°C, para posterior digestdo para analise por espectrometria de massas. As aliquotas do
sobrenadante foram incubadas em igual volume de tampdo contendo TEAB 40mmol/L,

SDS 4%, DTT 2%, inibidores de protease e de fosfatase. Tanto os extratos celulares
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quanto do sobrenadante foram aquecidos a 80 °C, sob agitacdo (thermomixer a 1000 rpm)
por 10 minutos e submetidos a 15 ciclos de cavitagdo por ultrassom de 30 s intercalados
por intervalos de 30 s em gelo. O extrato obtido serd mantido a -80 °C até a etapa seguinte
de analise. A andlise protebmica do extrato celular e do secretoma teve apenas 0s
respectivos extratos preparados no presente trabalho, ndo sendo sua andlise parte
integrante deste projeto devido as limitaces de tempo para execucao. As analises serdo
realizadas em projeto posterior, que daré continuidade a este.

3.9 Analise estatistica

Foram analisadas amostras de 8 individuos de cada espécie (8 replicatas bioldgicas),
uma vez que tal valor foi definido em estudo de poténcia estatistica anterior (Neves,
2007). Para a analise de pureza foram contadas 100 células analisando as caracteristicas
morfologicas, visualizadas com aumento de 100x em 6leo de imersdo, onde espera-se
obter uma pureza acima de 97% de neutrofilos. Para o teste de fagocitose, foram contados
0 numero de neutréfilos quiescentes e em atividade fagocitaria, bem como a quantidade
de leveduras fagocitadas, em cada uma das condi¢6es: controle EDTA, LPS+TNF EDTA,
controle heparina, LPS+TNF heparina (equino e humano). Para a avaliagdo do teste do
NBT em lamina, foram realizadas as contagens do nimero de neutrofilos ativados. Para
a avaliacdo do teste de NBT por espectrofotometria, foram analisados os valores de
absorbancia em cada um dos comprimentos de onda. Os dados foram tabulados por meio
do programa Microsoft Excel. Para os dados de contagem celular foram calculadas as
médias entre as replicatas e o erro padrdo da meédia (EPM). Para os dados de
espectrofotometria, apds os célculos de média e EPM foram geradas curvas de
absorbancia em funcdo do comprimento de onda e calculada a area sob a curva de forma
a agrupar os valores de absorbancia. Os dados foram testados para a hipotese nula de
auséncia de variacdo entre as condi¢des utilizando a analise de variancia ANOVA-One
way seguido do pos-teste de Tukey no software PAST 3. Foram considerados

significativos os valores de p< 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Separacao de Neutrofilos

A viabilidade dos neutréfilos foi avaliada por meio da contagem de células vivas e
mortas na camara de Neubauer. Ao final do processo de separacdo foram obtidos
neutréfilos com viabilidade média de 99% para equinos e 97% para humanos separados
com EDTA. Os neutréfilos equinos e humanos separados com heparina apresentaram
viabilidade média de 95% e 96% respectivamente. A literatura ndo reporta relacdo entre
viabilidade celular e anticoagulante utilizado na coleta, entretanto a auséncia de diferenca
significativa obtida neste trabalho indica que a escolha do anticoagulante néo interfere na

viabilidade celular de neutrofilos humanos ou de equinos (Fig.5).

Humano Equino
W Heparina mEDTA

100%

95%

90%

85%

Viabilidade celular

80%

Figura 4. Representacdo da viabilidade celular (+ erro padrédo) em neutréfilos humanos e equinos separados com
diferentes anticoagulantes. Em amarelo, heparina e em vermelho EDTA)

A analise de pureza das células coletadas com EDTA no grupo humano revelou 93%
de neutrdfilos, enquanto que as células coletadas com heparina apresentaram 96%. Ja no
grupo equino, observou-se 98% de neutréfilos separados com EDTA e 95% de neutréfilos
separados com heparina. N&o houve diferenca significativa entre os dois grupos.
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Figura 5. Avaliacdo da pureza de neutréfilos humanos e equinos (+ erro padrdo) separados com diferentes
anticoagulantes (heparina em amarelo, e EDTA em laranja).

As diferencas morfologicas dos neutréfilos comparando-se as duas espécies e 0s dois
anticoagulantes podem ser observadas na figura 7. Os neutréfilos humanos apresentaram
nacleo mais compactado e citoplasma mais visivel que os neutréfilos equinos, sem
diferenga Obvia entre os dois anticoagulantes no grupo humano. Ja os neutréfilos de
equinos (7A e 7B) manifestaram diferentes morfologias em funcdo do anticoagulante.
Enquanto os neutrofilos equinos coletados com heparina se assemelharam aos neutrofilos
humanos em ambas condig¢des quanto ao volume celular e evidéncia de citoplasma, mas
ndo quanto a segmentacdo nuclear, maior em equinos, como descrito em (Harvey, 2012),
os neutréfilos equinos coletados com EDTA expressaram nucleo mais frouxo, maior
volume celular e citoplasma de contorno menos definido. A literatura ndo descreve
relacdo ou mudancas morfolégicas em neutrofilos equinos ou humanos em consequéncia
do uso de anticoagulantes. Aqui demonstra-se um efeito aparente do EDTA sobre a
morfologia de neutréfilos equinos. Tal efeito provavelmente baseia-se em eventos
moleculares especificos desencadeados pelo EDTA provavelmente mediados por
proteinas. Dessa forma espera-se que os futuros dados comparativos e detalhados do
estudo protedmico sejam suficientes para estabelecer os principios moleculares da

diferenca observada.
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Figura 6. A) Neutrofilos equinos coletados com heparina (aumento de 100X). B) Coletados com EDTA (aumento de
100X). C) Neutrofilos humanos coletados com heparina (aumento de 100X) e D) Coletados com EDTA (aumento de
100X).

No grupo equino, a quantidade média de neutrofilos encontrada por experimento foi de
8,60E06 com heparina e 2,03E07 com EDTA (p<0,05) e nos humanos 9,71E06 (heparina)
e 9,92E06 (EDTA), neutrdfilos suficientes para realizar os experimentos propostos
(extracdo de proteinas, fagocitose e NBT). Enquanto o rendimento de neutréfilos
humanos nao sofreu influéncia do anticoagulante, o rendimento de PMNSs na suspensdo
mostrou-se significativamente maior em neutrofilos equinos separados com EDTA em
comparacdo a heparina (p<0,05) (Figura 8). Segundo Souza et al, 2017, a heparina é o
anticoagulante mais indicado para contagens de células sanguineas em mamiferos porque
preserva a morfologia celular. No presente estudo discorda-se de tal indicagdo em relagéo

ao grupo equino, em funcdo do rendimento de células obtidas. A diferenca morfoldgica
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observada ndo apresenta evidéncias claras de qual anticoagulante preservaria melhor a

morfologia.

2,50E+07
2,00E+07
1,50E+07

1,00E+07 I I

5,00E+06

Rencimento celular

1,00E+00
Humano Equino

Heparina EDTA

Figura 7. Comparacdo entre a quantidade de neutréfilos equinos e humanos na suspensao (+ erro padrdo) com o
diferentes anticoagulantes. (Heparina em amarelo e EDTA em laranja). *p<0,05.

4.2 Producao de espécies reativas de oxigénio

A capacidade oxidativa de neutréfilos foi avaliada em funcdo da producdo de
espécies reativas de oxigénio, medida indiretamente pela producéo de formazan no teste
de NBT. A analise em espectrofotometro revelou influéncia significativa dos ativadores
LPS + TNF (p<0,05) na produc¢do de ROS em comparacao com o controle, em neutréfilos
humanos coletados com ambos anticoagulantes (Figuras 9 e 10). Logo a capacidade
oxidativa de neutréfilos humanos nédo se altera em funcao do anticoagulante utilizado na
coleta. J& em estudo realizado com sangue total a ativacao celular induzida por LPS foi
dependente do anticoagulante utilizado, estando de acordo com relatos prévios na
literatura mostrando que a indug@o de TNF- e outras citocinas pelo LPS em sangue total
é significativamente mais forte na presenca de heparina em comparagdo com o EDTA
(Brunialti et al., 2002). Observou-se que a faixa de comprimentos de onda compreendida
entre 610 e 630 nm apresentou menor interferéncia do espalhamento de luz causado pelo
material particulado e evidenciou melhor as diferencas entre as condi¢des, tendo sido

utilizada para o célculo de area sob a curva (Figura 10).
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Figura 8. Teste de NBT quantitativo em neutréfilos humanos. Média das leituras (de 8 individuos) da absorbancia por
espectrofotometria de neutréfilos incubados com NBT. Comprimento de onde de 350 —790 nm. Andlise de neutréfilos
humanos nas condicdes quiescentes e ativados com LPS+TNF, obtidos com EDTA ou Heparina.
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Figura 9. Teste de NBT quantitativo em neutréfilos humanos. Area sob a curva das leituras de absorbancia dos niveis
de formazam pelo método de espectrofotometria. Comprimentos de onde de 610 a 630. Analise de neutréfilos humanos
nas condigdes quiescente e ativados com LPS+TNF, obtidos com EDTA ou heparina. *1 significativamente diferente
de LPS+TNF EDTA; *6 significativamente diferente de LPS+TNF Heparina

Sobre a capacidade oxidativa de neutréfilos equinos, além das diferencas
significativas entre as condicdes quiescente e LPS + TNF em funcéo da presenca dos
ativadores (Figuras 11 e 12) foi encontrada diferenca significativa entre as condi¢des LPS
+ TNF heparina e LPS + TNF EDTA, em que os neutréfilos coletados com EDTA

apresentaram maior burst oxidativo (p<0,05), porém néo foi possivel determinar se o
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EDTA aumenta ou a heparina diminui a producdo de ROS em neutrofilos equinos

ativados.

Tais achados ndo estdo de acordo com (Silva et al., 2010), pois segundo ele o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos equinos, avaliado no teste do NBT, fica
subestimado quando o sangue é colhido com EDTA, pelo efeito quelante deste
anticoagulante sobre o célcio, comprometendo a producédo de superdxido em neutréfilos
estimulados com extrato bacteriano. Essa divergéncia de resultados provavelmente se da
em razdo das diferencas metodologicas, uma vez que Silva et al. ndo realizaram
isolamento de neutrofilos, lavagem e reposicdo de célcio e magnésio, procedimentos

executados neste estudo.
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Figura 10. Teste de NBT quantitativo em neutrdfilos equinos. Média das leituras (de 8 animais) da absorbancia por
espectrofotometria de neutréfilos incubados com NBT. Comprimentos de onda de 350 —790 nm. Analise de neutréfilos
equinos nas condicdes quiescentes e ativados, obtidos com EDTA ou Heparina. * ANOVA p-value <0.05
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Figura 12. Teste de NBT quantitativo em neutrdfilos equinos. Area sob a curva das leituras de absorbancia dos niveis
de formazam pelo método de espectrofotometria. Comprimentos de onde de 380 a 430. Analise de neutrofilos equinos
nas condigdes quiescente e ativados com LPS+TNF, obtidos com EDTA ou heparina. *1 significativamente diferente
de LPS+TNF EDTA; *5 significativamente diferente de LPS+TNF Heparina*6 significativamente diferente de
LPS+TNF Heparina

4.3 Teste de ativacéo celular por NBT qualitativo.

A avaliacdo do teste do NBT por microscopia optica permite observar a localizacdo
de cristais de formazan consequentes a ROS produzidas pelos neutréfilos incubados com
LPS+TNF, em estimulo duplo. Observou-se na microscopia Optica que o depdsito de
pigmentos de formazam insolGveis depois da ativagdo com com LPS + TNF no
citoplasma, foram predominantemente ao redor do nucleo, comprovando a ativagéo
celular e que os neutréfilos quiescentes ndao apresentaram depdsito de formazan como

demonstrado nas figuras (13).
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Figura 13. Resultados do teste NBT em lamina. Neutroéfilos equinos e humanos coletados com EDTA e
heparina nas condicbes Controle (quiescente) e ativados com LPS+TNF submetidos ao teste de NBT
em lamina e corados com safranina. As setas pretas indicam a formacéo de cristais de formazan.

4.4 Fagocitose

A capacidade fagocitaria do neutrofilo € o meio utilizado para a destrui¢do do agente
microbiano que conseguiu ultrapassar as barreiras fisicas e quimicas epiteliais (Lee et al.,
2003). A eliminacdo de micro-organismos foi avaliada em fungdo do nimero de células
realizando fagocitose e do nimero de leveduras fagocitadas por cada célula. No grupo
humano, ndo foram observadas diferencas significativas entre as condi¢Ges. Pode-se
observar que no grupo equino, a quantidade de células fagocitando no controle e no
ativado foi maior (p<0,01) quando as células foram obtidas com heparina (Figura 14A).
O mesmo ocorre em relacdo a quantidade de leveduras fagocitadas por cada neutroéfilo,
em que as células coletadas com heparina apresentaram maior eficiéncia (p<0,05) em

namero de leveduras fagocitadas (Figura 14B).
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Figure 1411. Compilacdo dos resultados dos testes de fagocitose de Saccaromyces cerevisaiae por neutrofilos
humanos e equinos.

A) Porcentagem de neutréfilos humanos e equinos fagocitando leveduras ( erro padrdo) em condigdes controle e
apos ativagdo dupla com LPS+TNF com ambos anticoagulantes. B) Leveduras fagocitadas por neutréfilos humanos e
equinos em condic¢Bes controle e apds ativacao dupla com LPS+TNF, em células obtidas com EDTA e heparina.
*p<0,05 **p<0,01.

Diferente do esperado, neutrofilos equinos coletados com EDTA apresentaram menor
capacidade fagocitaria e quantidade de leveduras fagocitadas por cada neutréfilo. A
diferenca observada pode ser tanto devido a um estimulo pela heparina, quanto por uma
inibicdo pelo EDTA. Nesse contexto (Jain and Dhawedkar, 1991), reporta uma reducao
significante da fagocitose em neutrofilos equinos obtidos com EDTA na presenca de

complemento, estando esse presente no plasma utilizado nos ensaios deste trabalho.

Apesar de o rendimento celular ser significamente maior com uso de EDTA em
equinos (Figura 8), para otimizacdo da fagocitose de neutréfilos equinos, a heparina

mostrou-se preferivel.
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5. CONCLUSAO

Os neutréfilos sdo células do sistema imune que representam a primeira linha de
defesa contra micro-organismos, que romperam as barreiras epiteliais e entraram no
tecido ou na circulacdo. A resposta dos neutrofilos a esse estimulo € a producdo de ROS,
a migracdo, a desgranulacdo de enzimas altamente toxicas para a maioria dos micro-
organismos invasores, a fagocitose e a producdo de uma série de mediadores

inflamatorios.

Patologias como doencas gastrointestinais, laminite e obstrucdo recorrente das vias
respiratdrias envolvem recrutamento e estimulacao de neutrofilos com liberacdo de ROS
e MPO, cujas atividades oxidantes podem levar a dano tecidual e, na maioria das vezes,
levar a morte ou eutandsia de equinos, acarretando sérios prejuizos econémicos. Quanto
aos neutrofilos humanos, o estudo dos mecanismos da estimulacdo de neutréfilos é

essencial na perspectiva de terapias em doencas inflamatérias.

O uso de anticoagulante para a coleta é fundamental para a manutencdo dos
componentes do sangue e do estado quiescente de neutrofilos para realizacdo de
experimentos. A escolha do anticoagulante interfere em alguns parametros imunolégicos
e hematoldgicos, sendo necessario esclarecer varios pontos acerca do efeito do
anticoagulante sobre as funcGes e caracteristicas dos neutrofilos equinos e humanos.
Tendo em vista a preferéncia do uso de EDTA para coleta de sangue equino e maior
frequéncia do uso de heparina para a coleta de sangue humano, este trabalho objetivou
caracterizar a influéncia do anticoagulante sobre rendimento, viabilidade, morfologia,
capacidade fagocitaria e resposta aos ativadores LPS e TNF dos neutréfilos, bem como o
preparo de amostras para o estudo do perfil proteico intracelular e secretado de neutréfilos
equinos e humanos coletados com heparina e EDTA e ativados com LPS e TNF.

Os resultados apresentados demostraram que a escolha do anticoagulante ndo afetou
a viabilidade em nenhuma condicdo e que portanto para tal quesito a escolha de EDTA
ou heparina para as duas espécies é viavel. Os mecanismos que levam & diferenca
morfologica constatada em neutrofilos equinos com o uso de EDTA comparado a
heparina precisam ser esclarecidos e serdo abordados pelas analises moleculares dos

resultados protedmicos.
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Este trabalho também demonstra que ha vantagem no uso de EDTA em relacdo a
quantidade de neutrdfilos equinos obtida, para ativacdo de neutrofilos equinos quanto a
producdo de ROS e que neutrofilos equinos coletados com heparina apresentam maior
capacidade fagocitaria. Sendo assim, observam-se influéncias opostas em diferentes
funcGes dos neutrofilos, o que novamente nos remete a necessidade de estudos

moleculares para melhor compreenséo de tais mecanismos.
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