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INTRODUGAO

Os macrofagos possuem uma longa histéria, que comegou ha
130 anos, quando uma grande célula migratéria com ndcles ndo
segmentado, fol vista entrar em tecidos lesados e em areas de Inflamagao,
fagocitando restos de células vermelhas e varias particulas (Mackaness,
1993).

Estas células, assim como os monécitos circuiantes £ 08
promondcitos estdo sendo agrupados ultimamente em um Gnico Sistema, o
Sistema Fagocito-lononuclear. As células pertencentes a este Sistema
apresentam origem comum, morfologia similar e atividades funcionals
semethantes (Johnston Jr.,"19_,=88).

Os macrofagos sdo faciimente cultivados "in vitro", se aderem
a vidros e a plasticos e se espaiham em camadas Gnicas. Distinguem-se
mais por sua capacidade de pinocitose ¢ de fagocitose do que por sua
morfologia, a qual € variavel e dependente do estado funcional e da
locallza¢do desta célula no organismo. Estes fagécitos, nome genérico
dado ass macréfagos, existem como células fixas ou moveis. As fixas
} geralmente sdo fusiformes ou estreladas, com nlcieo ovéide e com a

cromatina condensada. S3o encontrados em grande quantidade em tecldo



conjuntivo frouxo, paredes de vasos sanguineos e linfatices. As céluias
maveis migram por melo de movimentos amebéldes, possuindo portanto,
uma figura irregular, o seu ntcleo tem a cromatina condensada e
geralmente apresenta-se na forma de um rim, §&0 encontrados
extravascularmente, em tecidos conjuntlvos, érgdos macigos e Sistema
nervoso Central {(Vernon,1872; Junguelra & Carneiro,19835).

Mas cavidades pleural ¢ peritoneal os maeréfagos sao
encontrados em sua maiorla como méveis ou agarrados as paredes dessas
~cavidades ocorrendo como célufas grandes com nucleo densc
(Vernon,1872).

Estes fagocitos podem ainda ser encontrades abundantemente
no alvéolo pulmonar, trabecula Ossea, aparelho justaglomerular, tdbulos
renais ¢ no figado, sendo neste 4rgdo denominados de células de Kupffer
(Nathan,1987; Ziegler-Heitbrock et al.1991). |

Os macréfagos tem papel central ¢ essencial nas reépostas
imunotbgicas e inflamatérias, pols possuem a capacidade de apresentar
antigenos aos linfocltos, fagocitar micrdbios efou outras pé.rticu!as e aihda
secretar varios fatores soliveis com agdo microstatica, fungistatica e
fisleldgica (Nathan, 1887 Johnston Jr.,1988; Sraer et al 1989 Lohmann-
Matthes et al.,1891; Granger et al., 1383} _

A capacidade fagocitdria apresentada tanto pelos macréfagos
fixos quanto pelos movels, os caracterizam como potentes e!ementoé de
defesa, pois podem fagocitar microrganismes, restos de celulas
senescentes, células tumorals e particulas inertes que penetram no
organismo (Vanholder et al. 1991; Walter et al, 1881}, inclusive varios
trabalthos denotam ¢ue em muitas doengas, principalmente aquelas

caracterizadas por processos infecciosos, verifica-se fatha do sistema



imunolégico com  grande diminuigde da atividade fagocitiria dos
macréfagos, como também de outros leucdcitos, o que mais urﬁa vez
confirma a importincia dessas células na defesa e sobrevivéncla dos
organismos {Bos et ai.,1589; Chervu et al.,1982)

O passo fundamental no processo de fagocitose é a fase de
adesdo, a quéi ocorre entre os receptores para o fragmento Fc de
imunoglobulinas ¢ para o terceiro componente do complemento
(localizados nas membranas plasmaticas dos macréfagos), com as
opsoninas, como IgG e C3b, assocladas a particulas (Absolom, 1986:
Robbins et al., 1386).

A fagocitose revela um estado de atlvagio dos macréfagos e
pode estar relaclonada a uma série de outras alteragdes bloguimicas e
funcionais destas células, representada por eventos no citoesgueleto,
mobilizacdo do célclo intracelular, mudancgas no contetido enzimatico das
vesiculas e expressdo de varios genes (Donati et al.,1991).0 conceito de
macréfago ativade surgiu com o trabaiho de Mackness {1980}, o qual
observou que macréfagos de animais resistentes a uma determinada
Infecgdo passavam a ter atividade microbicida aumentada a varios outros
patogenos (in Davis et al., 1988; In Turpin et al.,1993)

Os macréfagos quando ativades se tornam maiores,

apresentam pronuncladas ondufagdes na membrana plasmatlca, aumentam
a fofiagas de pseudopodos, a capacidade de adesac

- a superficie de contato , aumentam o ndmero de vesiculas pinociticas, o
consumo de oxigénio, como também a atividade fagocitarla e liberacdo de
varias substéncias. Enfim, o processo de ativagio destes fagdceitos feva a

uma série de alteragdes morfoldgicas, metabélicas e funcionais, que



auxiilam na diferenclagio destas ceiuais das em repouso (Kvarstein, 1670;
Johnston Jr.,1888).

A ativac@o das células do Sistema Fagoécito-Mononuclear pode
ser atribuido a um numero varidvel de estimulos na membrana, comeo
microorganismos, células malignas tumorals, fatores quimiotaxicos,
substancias quimicas, zymosan, latex ou ainda pelo préprio contato da
céiula com superficies de vidros ¢ pidstlcos (Pick & Mizel,1881; Robins et
al.,1986).

As substancias liberadas pelos macréfagos vém sendo muito
estudadas ultimamente e segundo Nathan (1887) estas células secretam
cerca de 100 produtos diferentes de peso molecufar que se estende desde
32, os superoxidos, até 44.000 daftons, as fibronectinas.

Os macréfagos podem iiberar varlos mediadeores inflamatérios,
como as citoquininas e monoquininas (Interfeucina 1), secretam compostos
vasoconstritqres, tromboxanos, e peptideos, como o Fator de Necrose
Tumoral {FNT}, o qual nos uitimos tempos tém sido muite Investigado
(Boswell ot Aa!.,1988; Boyce et al.,1989; Sraer et al.,1989:Schreiner et
al.,1990; Endres et al.,1991; Stefanovic et al.,1992; Remuzzi ot al., 1882},
Estes fagécitds podem ainda produzir ¢ libherar componentes do
complemento, fatores quimiotaxicos, fatores de coagulagdo, fatores que
promovem crescimento de alguns tipos celulares ( como fibroblastos),
proteinas catidnicas, nitritos, nitratos e outros radicals, provenientes da
“queima de oxlgénio”(Pick & Kelsarl.,1980; Welss et al.,1882; Freeman et
at.,1984; Kitahora et al.,1988;Follin et al.,1980; Gaillard et al.,1881; Vincent
et ai,,1591}.

A “queima de oxigénio" também denominada de “queima

respiratéria”, fol descoberta em 1933, mas compietamente ignorada por um



quarto de seculo. G inieresse peias espécies de oxigénio reativa,
denominados genéricamente de radicals livres, surgiu novamente com
Karnovsky e Quastel em 19€0, os quals sugeriram que tais elementos eram
letais para os microrganismos {in Babior,1984). Nesta mesma época Rebeca
Gershman e Daniel L. Gilbert propuseram que muitos efeitos danosos do
oxigénio eram atribuidos a formagao dos radicais livres. Esta Idéla foi
desenvolvida por Fridovich entre 19875 a 1983, na teoria do superdxido, o
qual "in vivo™ ¢ um dos pricipals representantes da toxidade do oxigénio (in |
Halliwel] et al.,1884).

A explosdo respiratoria, que também ¢ exibida por outros
fagdcitos (neutrofitos e eosinodfilos), além dos macréfagos é geralmente
iniciada por sinais, os quals consistem no acoplamento de um receptor com
uma proteina G. Esta figacdo permite a ativaciao de fosfolipases que
promoveram a hidrélise de fosfolipides da membrana com consequente
formagdo de segundos mensagelros, 1.,4,5-trifosfato inositol (IP3) e
diacilglicerol {DAG). O iP3 provoca iiberav;éo.gi'é caicio dos estodues
intracelulares, enquanto o DAG ativa uma proteiné; kinase C, cuja funcdo &
ativar uma enzlma presente na membrana destes fagocitos, a NADPH
OXIDASE {Ortmeyer et al.,1993; Hamilton et al.;1993).

A oxidase & responsavel por catallzar a redugdo do oxigénio,

através da transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio , o que

resu

ita fia formagac de produtos de oxigénio univaienies e divalentes,
como os superdxidos e perdxidos de hidrogénio, os quais além de muito
reativos s3o Iimportantes na produgdo de mais oxldantes reativos,
nidroxiias OH- e oxidantes haiogenos (Weiss et ai.,198Z; Babior,1884).
Existem métodos para se medir a quantidade de superdxido,

peroxido de hidrogénio e hidroxila OH- produzidos pelos fagécitos em



cultura e tals dosagens podem servir, mesmo gue de forma indireta, para
avaliar a atividade fagocitaria e o estado funclional das células
(Absolom,19868). A medida do superdxido ¢ baseada na redugio do
ferricitocromo ¢, enquanto a do peréxido de hidrogénio ¢ medida pela
peroxidase "horseradish” dependente da oxidacédo do fenol vermetho (Pick
& Keisari,1980; Pick & Mizel,1881).

Os metabdlitos de oxigénlo, como relatados por muitos
trabalhos, estido envolvidos nos mecanismos de defesa, contribuindo para
aumentar a atividade microbicida e tumoricida dos macréfagos, assim como
de outtos {eucdcitos ( Bablor et ai.,,1573: Gavison et al., 1889; Russo et
al.,‘f989; Camarero et al., 1990; Eze et al., 1990; Qosting et al.,1886).

Uitimamente, tem-se discutido muito que a produgso
descoordenada e excesslva destes radicais podem induzir lesdes
celulares. A interagio desses reagentes com a membrana celular, a
.estrutura, o material genético e o metabolismo da céluta a leva a lesdes e
disfuncdes com consequente morte celular {Schereiner ot al.,1980; Aalto et
al.,1893). Os radicias livres podem reagir com &cidos graxos
poliinsaturados que entram na constituigdo das membranas biotoglcas,
jevando a formacdo de lipoperéxidos e hidroperdxidos, podem induzir a
liberacdo de produtos citotdxicos como hidrolases de lisossomos,
proteases e leucotrienos e ainda acredita-se que sfo capazes de promover
lise mitocondrial e de orgénuios citoplasmaticos (Langer,19886).

A literatura tem trazido evidéncias crescentes do envolvimento
dos radicals livres no choque circulatérlo, lesdio Isquémica, e na ma
preservacao de orgao {Parks et ai.,1983); na doenca de Crohn {Kitahora ef
al.,1988); artrose, artrite Inflamatérla, envelhecimento, cancer (Mc

Cord,1985; Skaleric et al,1881), na patogénese de varios modelos



experimentals ou ndo de doengas renals, como nefrite nefrotéxica aguda
(Andreoli et al, 1990}, glomerulonefrite experimental (Boyce et 'al..,1989;
Oberle et al.,1992) e em uma série de desordens patoldgicas (Bulkley,1983).

Aiguns trabaihos refatam que em muitas das patologias renais
como glomerulonefrite, nefrite intersticlal ¢ vasculite, ocorre uma grande
infiltracdo de macréfagos ativados (Schreiner et al, 1978; Hunsicker et
al.,1979; Monga et al., 1979; Magll, et al., 1981; Varanl, et al., 1892).

Especula-se' que a infiltracdo de leucécitos ativados na.
reperfusdo de um tecido Isquémico, repreéenta uma fente de substinclas
como radicals livres e proteases, os quais contribuem na ampliagdo da
Zona de necrose o que podera levar a' insufleléncia renal aguda e em
determinados casos a p;'erda irreversivel e total do drgao. Além disso, a
prépria isquémia pode Ievér a alteragdes nas células e tecidos, os quals
quando perfundidos com oxigénio também podem gerar grandes
quantidades de radicais livres (Linas et al.,1992).

Segundo alguns autores, como Boyce et al.,1829; Stefanovic et
al., 1988 e Andreoili Et al., 18990, estas moléculas de oxigénio reativas podem
provocar lesSées nas células epitelials tubulares, nas endotelfals do
glomérulo, mesanglals e nas células intersticiais.

Tals elementos provecam oxidagdo de suifidrilas, ¢ que

promove danos a proteinas e membranas; afetam moleculas de DNA;
idlizém ie§06S oxidativas, as guais ievam a aliera¢des metabdiicas, comio
elevagéo do calclo intracelular e deplecdo de ATP, NAD e alteragdes
- morfolégicas, como descamacgio celufar. Estes fatores, conseguentemente,

Sabe-se ¢ue no transplante o érgdo a ser doado pode passar

por periodo de Isquemla quente prolongada, sofrendo frequentemente



perda da fungdo e com a repefusdo podem aumentar alnda mals os riscos
de lesdo tecldual. Rins transplantados podem apresentar disfungfes que
levam a necrose tubular aguda, o que contribul encrmemente para o
Incucesso do transplante (Parks et al.,1983; Southard & Belzer,1983;
Andreol et al.,1990),

Por outro lado, as interleucinas | também liberadas pelos
fagdcitos ativados, podem afetar os sistemas de transporte sistrolitico de
forma diferente entre os véarios segmentos do néfron. Possuem efeito
natriurético e diurético. Estimulam a sintese e llberacdo de prostaglandinas
pelas células do mesénglo ¢ do duto coletor papifar de ratos. Induzem a
geragcdo de diacilglicerol nas células da porgio ascendente espessa de
Henle (Schereiner et al.,1990).

Além desses, existem os fatores vasotonsiritores , como
leucotrienos e especialmente tromboxanos, os quals provocam contragédo
do musculo liso vascutar e das células mesangiais através do aumento do
célcio Intracelular, o que alteraria a filtracdo glomerular, como também,
todo o processo hemodindmico do drgdo {Boyce et al. 1 889}). O tromboxano
A embora parece ter pouca importincia na manutencdo da fun¢ido renal
sob cireunstinelas fisiolégicas, um aumento na sua sintese e liberacdo fem
sldo documentado em varios modelos animais de doengas renais e em
algumas patologias clinicas (Remuzzi et al.,1992).

Finalmente, varias da substincias liberadas pelos maeréfagos
ativados poderiam danlficar estruturalmente, morfologicamente e
funcionaimente os constituintes celulares renals.

Tet a capacidade de estocar Srgios inteiros é uma velha

ambicdo do homem. Nos Ultimos anos, com o crescimento da pratica de



iranspiante de 6rgaos no tratamento do estigio terminai de doengas, a
realizacao desta ambigdo tornou-se imperativa (Ribelro,1892).

A historia do transplante renal comegou em 1933 e tem se
desenvolvido muite nos ditlmos fempos revelands intercomunicacdes
importantes entre as varias dreas clentificas, e a politica (Barry,1992).
Gracas aos évangos tecnoldgleos ocoerrides na area basica, clinica, tais
como dialise, imunossupressio, melhora da conservagdo , e a evolugao
cirurgica, esta sendo possivel realizar transplantes renals rotineiramente e
cOM Sucesso.

Varlas sfo as maheiras de se conservai o Fin, como
armazenamento a frio do orgdo apds breve perfusdo por pressio

hidrostatica com solugdes eletroliticas preservadoras a frio, perfusioe
continua do rim com solugdes coloidals ou crioprecipltados de plasma ¢
resfriamento rapide do drgdo, através de bombas de fluxo continuo
{Southard & Beizer,1883). Devido ao alto custo desses Utlimos
procedimentos, utiliza-se com mals frequéncia a perfusio com as Soiugdes
eletroliticas preservadoras, caracterizédas por um custo mals baixo.

Embora seja satisfatério o uso da técnica de perfusiio com
solugbes preservadoras, pouco se sabe ainda acerca dos efeitos dessas
solugdes sobre a morfologia, fisiologia e atividade das células ¢ tecidos do
érgdo, afiado ao fato de que a conservagdo clinica do o6rgdoe ainda nio
preenche todos os requisitos de uma boa conservagdo, revelando muitas
- vezes, deficiéncla na preservagio do parénquima renal,

Considerando que os macréfagos poderlam ser uma célula

desempenhar papel impertante no pds transplante renal, quer pela

possivel acdo ou sua presenca no orgdo, resolvemos estudar o efeito das
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solugdes conservadoras utillzadas no transpiante renaf sobre a fungdo de
macréfagos peritonials de camundongos, em cultura. Esta atividade
funcional sera avallada através da Atlvidade Fagocitirla e da liberagdo do

radical ilvre, superédxido, de macrofagos apds serem conservados.
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OBJETIVO

O presente trabaliio pretende availar a atividade fagocitaria ¢ a
liberagdo do anfon superdxido por macréfagos peritonials de camundongo,
em cuitura, apoés sererﬁ' conservados por uma e 24 horas a 8°C em
diversas solu¢des empregadas no transplante renal, como a de Coliins,

Euro-Collins e a solugdo da Universidade de Wisconsin.
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MATERIAL E METODOS

Cultura de célula - Macréfago

Os macrofagoes utilizados nos experimentos foram
obtidos da cavidade peritonial de camundongos Balb/c de seis a oito
semanas de ldade. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. |

A cada experimento, sacrificou-se dois animals para a
coleta dos macréfagos. Os camundongos foram anestestados com éter
etilico {MERCK - USA)} e apds a desinfecc@o com alcooi lodado da regiéb
abdominai, a pele fol secclonada de tal forma que o -peritdnio ficasse
exposto. Cerca de 3ml de meio de coleta, uma so{ugi;ﬁ salina balanceada
(Hanks) + 2,8U/ml de heparina, a 37¢C (Paul,1978) foram injetados na
cavidade peritonial. Apds rapida massagem no abddmem, aspirou-se com
uma seringa cerca de 3ml de liguido peritonial, tomando-se ¢ cuidado para
nao atinglr nenhum 4rgdo, o que contaminaria a preparagdo. O liguldo
peritonial foi centrifugado a 2500Urpm por 10 minutos.

Em cdmara asséptica, tipo fluxe laminar {(VECO),
devidamente esterllizada com dlcool lodado e Juz ultravioleta, o
sobrenadante do liquitdo centrifugado fol desprezado e ao . precipitado
adiclonou-se 2mi de melo de cultura RPMI-1640 (INTERLAB sob licenga dos

laboratérios da Flow - USA) + 80ug/ml do antibiético garamicina,
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homogenizando-se a mistura com uma - pipeta automatica. Esse
homogenato fol dlluldo para 105 células/ml, contadas em um
hematocitdmetro. Cerca de 200yl do liquido foi pipetado em laminulas de
24mm, estéreis, contidas em placas de Petri de vidro de 35mm fambém
estérels. Estas placas foram incubadas em estufa com gaseificacao de 95%
02 - §% CO2 (FORMA), a 37°C durante 60 minutos para a adesio dos
macréfagos nhas laminulas.

Completade o tempo, as laminulas foram lavadas com
meio de coleta Hanks batanceado a 37° C, por 3 vezes ¢ entdo a cada placa
adicionqﬁ-se 2mi de melo nutritivo fiitrado, o qual gra constituido pelo meio
RPMI-164C + 80ul de garamicina e 19% de Soro Fetal Bovino inativado
(CULTILAB) previamente fitrado. As placas foram incubadas novamente na

estufa com gaseificagdo por 48 horas.

Conservacio e estimulac#io fagocitiria dos macréfagos

O procedimento para a conservacgio fol precedido de
‘favagem das culturas com meifo Hanks, morno por 3 vezes.
A partir dessas culturas foram desenvolvidos ¢s seguintes

grupos experimentals, os quais foram reailzados em duplicatas:
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GRUPO CONTROLE - 2mi de melo nutritivo por piaca ¢ incubagio a 37° C

em estufa com gaseificagao;

Grupo | - 2mi de meio nutritivo por placa e Incubacgio a 8°C;

(Controle a frio)

Grupo i - 2ml de solucdo de Collins {com Mg++) por placa a
8°C;

Grupo i - 2mi de solugdo de Euro-collins (sem Mg++) por

placa a 8°C;

Grupo IV - 2mi de solugéo da Unlversidade de Wisconsin (UW)
sem os adltivos, Insulina e dexametasona, por

por placa a 8°C;

Grupo V - 2ml de solugado da Universidade de Wisconsin com
40U/i de insulina e 16mg/l de dexametasona, por

placa a 8°C;

Gruﬁo Vi - 2mt de solugdo da Universidade de Wisconsin +

ar (N}

insuiina {40U/i), por placa a 8 C;
As laminulas foram incubadas nas solugdes do grupo Controle,
Controle a frio e dos grupos i, i e IV por 1 & 24 horas. As ifaminulas
incubadas nas solu¢des dos grupos V e Vi foram mantidas por apenas 24

horas, nestes melos de conservagao.
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Apés o periodo de incubagdo as cuituras de macrofagos foram
favadas 3 vezes com Hanks frio.

A estimulagdo fagocitaria sucedeu a conservagdo. O
agente estimulante utilizado fol 0 Zymosan (SIGMA - USA). A cada placa de
Petri foi adiclonado sobre as taminuias 0,2ml de solucdo de zymosan (5.105
particufas/ml de melo RPMI-1840), sendo entdo incubadas a 37° C na estufa
com gaseificagdo 95% 02 - 5% CO2 durante 30 minutos. Com o término do
tempo as culturas foram lavadas por 3 vezes com Hanks a 37C e~
posteriormente fixadas e coradas para a analise em microscopia de luz.

O fixador utilizado fol o alcool metilico (MERCK - USA) por 8
minutos e ¢ corante fol o Glemsa {MERCK - USA - 3 gotas/mi de tampaéo
fosfato pH 7,2) durante 20 minutos. Apés a coloracdo as laminutas foram
montadas em taminas com resina de Entellan {(MERCK - USA) & observadas
em microscoépio de luz { BAUSCH AND LOMEB - USA), sendo entio feité a
contagem do iNDICE_ DE FAGOCITOSE (% de células fue apresentam

fagocitose X nimero médio de particutas fagocitadas) dos macréfagos.
As laminas foram fotografadas através de uma céimera

fotogréfica inserida em microscopio de luz (ZEISS - Germany)
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& manAlime Ao woasdianl tamommedvef ol £
Tesie da analise do radical superdxido 1uz)

A andllse de O: liberado pelos macréfagos em cultura
fol realizado apenas nos grupos Controle, | (Controle a frio), If (Collins), It
{Euro-Collins) e IV {UW sem os aditivos Insulina ¢ dexametasona). |

A dosagem do superéxido fol baseada em uma reagao
de oxi-reducdo, na gual o reagente ferricitocrome ¢ foi reduzido pelo
radical. A quantidade de ferricitocrome c¢ reduzida fol verificada por
espectrofotometria.

Imediatamente apés a lavagem das culturas por 3 vezes
com Hanks sem fenol vermelho a 37°C, cada placa de Petri contendo uma
cultura de macrofagos fol coberta com 3mi da mesma'so!ugf‘éo de !ava_gem
mais 80uM da solugdo de ferricitocromo ¢ de coragae de cévalo (TIPO V[ -
SIGMA - USA; 30mg/mi de Hanks sem fenoi vermelht?}‘e 5.10¢ particulas de
Zymosan/ml de solucao, sendo posteriormente incubadas em estufa com
gaselficagao 95% Oz - 5% CO2 a 37°C por 60 minutos. Cerca de 1.5ml da
mistura de cada placa fol mantida no gelo, servindo assim, de BRANCO da
sua propria amostra (Van Oss,1986).

Ao término do tempo de Incubagdo, as solugdes das
piacas ¢om macrofagos foram transferidas para fubos e cenfrifugadas a
2000rpm 2 4°C para remocdo de células e particulas estimulantes -
zymosan (Pick & Mizel,1981). As amostras obtidas foram lidas em um
espectrofotdmetro (MICRONAL) a 550nm. Em cada experimento algumas
placas escolhldas aleatoriamente receberam além dos reagentes descritos

acima, 300U/ml de solucdo de superdxido dismutase (SIGMA - USA; 3mg/ml
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de H20 delonlzada}, servindo assim como placas controles da dosagem do
radical superdxido. Como a supéréxido dismutase (SOD) é uma
sequestradora do anion superdxido, nestas placas se ocorrer reagdo com
o ferricitocromo ¢, ndo serd devido ao Oz e sim a outros fatores Inerentes
da preparagdo

A gquantidade de superédxido fberada fol expressa em
nanomoles de C: / mg de proteina X  tempo de Incubacio em
ferricitocrome c.

Nanomoles de Oz fol calculado pela seguinte formula:
Nanomoles de Oz = A V.47 4 (Absolom,1286)

onde A= Absorbinciaa 550nm da amostra reduzida -
oxfdada (Erénco) ;
V = Yolume da mistura (ml) incubada.

O valor 47,4 é um indice calculade com base na
mudanga de absorbancia de 1 a 550nm, que corresponde a presenca de
47,4 nanomoles de Oz Para o caleulo desse valor considerou-s¢ o
coeficiente de exting@o do ferricitocrome ¢ (21.10% Mtocm} e a distancia
percorrida pela luz na amostra (~ 3mm).

A quantidade de proteina requerida neste caleulo fol

-determinado pelo método de Lowry ot all (1251).



Dosagem de proteina pelo Lowry

Cada placa de Petri com cultura fol coberta com 1mi de
NaOH 1N e permaneceu na estufa a 37° C por uma holte.

No dia seguinte fol executado o ensalo de Lowry, o qual
consistiu em misturar 10l do homogenato celular com 0,5mi de H20
destilada e 5Sml de um reagente A. Apds agitar a mistura esperou-se 10
minutos para adicionar 0,5m! de um reagente B - FOULIN {Qeel-USA). Este
preparado € fido em um espectrofotdmetro a 860nMm.

As absorbancias obtldas foram plotadas em uma curva
padrdo, para se determinar as concentragdes das proteinas nas amostras
experimentadas. A curva padrio fol realizada com albumina bovina {MERCK

- USA) nas concentragdes de 2,1, 0.5 e 0,25 mg/ml de H20 deionlzada.
Reagente A- Misturou-se os reagentes na seguinte ordem :

-1 - NazCOs 2g% em NaOH 0,1N {10V);

- 2 - Tartarato de sédio e potassio 2g% em Hz0 {0,1v):

- 3 - Sulfato de cobre 1g% em HzQ (0,1¥).

Reagente B - Diluiu Foulln calciton em H20 destilada 1:1 no momento do

uso.
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Composicéo das solucio de coleta - Hanks (Paul,1975)

NacCl

KCI
NaHCO3
NazHPQ4
MygSO4
CaCl2.H20
KH2POu
Glicose

Fenel Vermelho

Osmoiaridade
(mOsmiK g/, 0)

pH

136,89mM
5,.36mM
4,16mi
0,34mM
0,31mM
1,26mM
0,44mM
5,55mM

0. 06mM
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Composifio do meio de cultura RPMI-1640 (Paul,1975)

20

E uma solugio salina, como o Hanks enriquecido com as

seguintes substénctas (mg/}:

L-Arginina
L-Aspargina
L-Acido Aspartico
L-Cistina

L-Acido Glutimico
L-Glutamina
Gitutationa(reduzidaj
Glicina ’
L-Histidina
L-Hidroxiproiina
L-Isoleucina
L-Leucina

L-Lisina
[.-Metlonina
L-Fentialanina
L-Prolina

L-Serina

l.-Treonina

200
50
20

20

360

10
15
20
50
50
40
18
15
20
30
29



L-Triptofano
L-Thosina
L-Valina

Blotina
VitaminB1z

D-Ca Pantotenao
Colina Cl

Acido Folico
I-inositol
Nicotidamida

Ac. Paraminobenzéico
Piridoxina HCI
Ribofiavina

Tiamina HCI

Osmolaridade
{mOsmKg/Hz0)

pH

21

0,6
20
20

0,2

0,005

0,25

280mOsm

7,2
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Composicdo das soilucBes conssrvadoras Uutilizadas no
transpiante renal

A- Solucdo de Collins ¢ Euro-Coliins {(Dreikorn et al., 1280; Rijkmans et al.,
1982; Figueiredo et. al., 1986a )

SAiS .COLLINS - EURO-COLLINS
NaHCOs TOmv 10mbd
KCL 18mii 15mivi
KHzPOs  15mM | 15mM
KzHPO4 42mM 42mM
Glicose o 139mM 13%mM
MgSOs © 28mM _
Omoflaridade 320 300
{mGsm/KaH0)

PH (ajuste com HCI 1K} 7,0 7,0
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B- Solugdo da Unlversidade de Wisconsin {Du Pont - USA) (Belzer, et. al.,

1988)

SAIS

Pentafraction (Hidréxido de amido)
Ac. Lactobidnlco (lactoblonate de K+)
KH2PO4

MgS0s heptahidratado

Adenosina

Alopurinod

Glutationa total

Rafinose

Osmeolaridade

(mOsm,-"Kg.-“HzO] '

pH

50g/1
100miv
28mvt
ammt
Smivi
Tmivt
3mM
30mM

320

7.4
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Todos 0s resuitados foram apresentados como valores
Indlviduals, média e erro padrdo da média (EPM).
Andlise estatistica empregada para comparagdo

intergrupos fol a de Varifincla corrigida por Bonferronl com nive! de

significancia p < 0,008.

Em alguns casos utifizou-se teste t de Student nio

pareado com p < 0,05,
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RESULTADOS

A proposta deste trabalho fol avaliar a atividade funcional de
macréfagos petitonials em cultura, quando conservados a 85 ¢ por 1 e 24
horas em varfais solugdes conservadecras utilizadas atualmente no

transplante renal.

A atividade fagocitarla dos macréfagos estudados foi
quantificada através do Indice Fagocitarlo ou de Fagocitese, o qual se
refere a porcentagem de células que apresentam fagocitese multiplicado

T

pelo nifiero medio de particulas fagocitadas.

I- Conservagdo durahte uma hora

Na tabeia 1 e figura 1 estio representados os valores
individuais , a média e o erro padrio da média dos indices Fagocitérios de

macréfagos do grupo Controle (Meio RPMI-1640 + SFB a 37¢C) e dos
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grupos experimentals | - Controle a frio (Melo RPMI-1640 + SFB a 8°C), Il -
Solugdo de Collins, Hl - Euro-Collins ¢ [V - Solucdo da Universidade de
Wisconsin (UW) sem os aditivos Insullna e dexametasona, conservados por
uma horaa 8° C,

Com este periodo de conservagiio apenas os fagocitos
conservados em solucdo de Euro-Coellins (n=12} a 8°C sdo diferentes
estatisticamente (p<0,05) do grupo Controle (Melo RPMI-1640 + SFB a 379C;
n=18). Macrofagos mantidos nesta soluc@o conservadera por uma hora
apresentaram baixo Indice de Fagocitose {145 * 15), quando comparado ao
grupo constituido de Melo RPMI1640 + SFB a 37° C { Controle), o qual é
caracterizado por um indice de 230 * 19,

A figura 2 traz uma analise mais detalhada da relagde entre as
solugbes conservadoras. Nota-se que as células do grupo it (Euro-Collins)
também apresentaram-lse diferente (p<0,008) dos macréfagos conservados
em solucdo de Collins (n=15), 228 17 e em UW sem adiflvos (n=14), 254
7. "

O I’ndiceiFagacitérlb dos macréfagos mantides em Melo RPMI-
1840 + SFB a 8¢C (I -Controle a frio} por uma hora (N=10) fol de 1922 20 ¢
nao difere pela estatistica aplicada (p<0,008) dos grupoes experimentais de

Collins, UW sem aditivos & nem Ze Euro-Collins.

! - Conservacio durante 24 horas

A tabela 2 e figura 3 apresentam os valores indlviduals, a

média e erro padrio da média dos Indlces Fagocitirios de macréfagos
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TABELA 1. Valores Individuais e a média + EPM dos indices Fagocitarios
de macréfages peritonlals de camundongo em culura dos
grupos Controle(C), Controie a frio{Meio RPMI-1640 + Séro
Fetal Bovino a 8°C - 1) ¢ dos conservados em solugio de
Collins(ll}, Euro-Collins {lil) e em sclugdo da Universidade de
Wisconsin sem aditivos (IV} por 1 hora a 8°C.

i il GRUPOS
| ; c s I n v
| { n=18 n=10 n=15 n=12  n=14
i :
| 365 _ 149 89 _
125 _ 283 - -
361 239 218 267 378
203 - 292 90 312
2 738 312 234 168 222
. 136 205 156 160 277
; [ -
| 0 224 149 150 100 230
> 128 149 265 111 204
lL ;
" 238 274 244 196 ' 328
@ 256 _ 290 _ o
2
2 146 176 314 127 219
— 234 _ _ 126 199
170 120 105 _ 182
307 _ 286 _ _
163 149 197 148 172
276 158 240 166 178
| 238 _ _ - 243
| 146 _ - - 315
X 230 192 228 148 * 264
*EPM +19 +20 +17 +15 +17

*Teste t ndo pareado (p<0,05): Controle X grupos Experimentals.
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INDICE FAGOCITARIO

300
250 1
200 SHEEEE B conTROLEC
SEESHE AmEI0-M
SEEEESE : Ocowinsco .
150 S NeuRo-coLLINS-EC
F D O
& [Muw s/ ADITIVOS-UW
xsvx&
o ff:xfif&
| CO EC UW

Figura 1. indice Fagocitario de macréfagos peritonials de camundongo eim
cultura, do grupo Controle (Melo RPMI-1640 + SFB a 37°C - C),
Controle a frio ( Melo RPMI-1640 +SFBa8°C-M) ¢ dos
conservados em Collins (CO), Euro-Collins(EC) e em solucéo da
Universidade de Wisconsin sem aditive(UW) a 8°C por uma hora.
* Teste t nao pareado(p<0,05): Controle X demals grupos.
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INDICE FAGQCITARIO

300
250
200 VIMEIO-M
C3coLLins-co
150 N EURO-COLLINS-EC
Muw s/ ADITIVOS-UW
100
50
o]
|

Figura 2. indice Fagocitarie de macréfagos peritonials de camundongo em
em cultura dos grupos experimentals Melo RPMI-1640 + SFB a
8°C (Controle a frio - M) Collins{CO), Euro-Collins(EC) e solugdo
da Universidade de Wisconsin sem aditivos(UW) conservados a
8°C por uma hora. ' '

* Andlise de varldncia (ANOVA) corriglda por Bonferroni(p<0,008)
Euro-Collins X demais grupos experimentals. '
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Controle e dos grupos experimentais 1 (n=05), Il {(n=08), 1l (n=08) ¢ IV
(=10}, conservadeos por 24 horas a 8°C.

' Com o aumento do tempo de conservagdo, ohserva-se gue
todos 08 grupos experimentais mostraram reducio significante {p<0,05)
no indice de Fagocltose em relagdo ao Controfe (230 *19).

Os grupos experimentals 1, I, i, e IV conservados a 8 C por 24
horas foram comparados na figura 4. Neste grafico, o grupe i, macrdfagos
conservados em Cellins a 8°C, apresentaram um fndice de Fagocltose, 172
%9, que se caracteriza diferente estatisticamente (p<0,008) dos indices dos
demals grupos . Embora, 05 macréfagos conservados et Collins também
mostrassem queda da atividade Fagocitaria com o aumento do fempo de
conservagdo de uma (228 117} para 24 horas {173 * 8}, este grupo quando
comparado aos demais grupos experimentaie(l = 111 20, M =107 £ 11 e iV
=123 £ 11) fot 0 que apresentou o malor {ndice Fagocitarlo.

A solugdo da Universidade de Wisconsin gue caracteriza o
grupo IV nao possue os aditivos insufina ¢ dexametasona, os guais sao
adiclonados 4 esta solugdo guando ¢ utlizada na clinlea. Devido a isto
. alguns experimentos foram reafizados com o intulte da verificar se estes
aditivos alterariam a atividade fagocitaria de macréfages seritoniais em
cultura. O grupo constituido por YW mais insulina e dexametasona foi
determinado de V. De acorde com a figura § verifica-se uma gueda
extracrdindria nao Indice de Fagocitose de macréfagos conservados em
UW mais aditivos a 8°C por 24 horas (n=08). O indlce encontrado foi de 39
* 6, enquanto o do grupo de UW sem aditives conservados na mesma
temperatura e pelo mesmo perfodo de tempo fol de 123 £ 11, comio dito

anteriormente.
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TABELA 2. Valores Individuals e a média + EPM dos indices Fagocitarlos

de_macréfagos peritonials de  camundongo em cultura, do )

~ grupo Controle(C), Controle a frio{Melo RPMI-1840 + Séro Fetal
Bovino a 8°C - I), & conservados em solugio de Coltins {li), -
Euro- Collins {Hl) ¢ em solugéo da Universidade de Wisconsin
sem aditlvos(IV), por 24 horas a 8°C.

GRUPOS
! C I 0 i IV
n=18 n=05 n=08 n=09 n=10
224 81 151 118 138
126 _ - 86 54
276 144 220 93 120
128 _ _ _ _
238 158 154 119 127
2 136 _ _ _ 130
8
S 266 _ 199 124 -
0 203 _ _ - -
=4
LL 194 53 144 66 T
366 _ . _ _
Lti]
.%’ 361 120 182 189 _
z 379 _ - - -
276 _ 163 66 177
307 _ _ - -
170 _ 174 125 158
148 _ _ - _
254 ~ _ _ 130
163 _ _ _ 122
X 230 111* 173* 107+ 123"
EPM +19 +20 +09 +11 +11

*Teste t ndo pareado (p<0,05): Controle X grupos Experimentais.
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INDICE FAGOCITARIO
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Figura 3, ndice Fagocitario de macréfagoes peritontais de camundongo em
cuitura, do grupo Controle (Melo RPMI-1840 + SFB a 37°C - C),
mantidos em Meio RPMI-1640 + SFB a 8°C (Controle a frio - M) e
dos conservados em solugdo de Collins (CO), Euro- Collins (EC) e
em solucdo da Unlversidade de Wisconsin sem aditivos (UW),
conservados a 8°C durante 24 horas. '

* Teste t ndo pareado(p<0,068):Controle X grupos experimentais.
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INDICE FAGOCITARIO

200
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Figura 4. indice Fagocitario de macréfagos peritonlals de camundongo em
cultura dos grupos esperimentals Meio RPMI-1840 + SFB a 8°C
(Controie a frlo - M), Collins (CO), Euro-Coliins (EC) e solugdo da
Unlversidade de Wisconsin sem aditivos (UW) conservados a 8°C
por 24 horas. |
* Andllse de Varlancla(ANOVA) corriglda por Bonferroni(p,0,008)

Collins X demals grupos experimentals.
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[NDICE FAGOCITARIO

250
200
B conTtroLEC
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Figura 5. indice Fagocitario de macréfagos peritonials de camundongo em
cultura do grupe Controle (Melo RPMI-1840 + SFB a 37°C o dos
conservados por 24 horas em solucdo da Universidade de

- Wisconsin sem aditivos (UW), em UW com os aditlvos insuiina
(40U/mi} e dexametasone(1émg/mi}- UW+ ¢ em UW apenas com 0
aditlve insulin {UWT) a 8°C,

*Teste t ndo pareado(p<0,05):Controle X grupos experimentals.
« Teste t nao pareado(p<0,05):UW X UW+ e UWI
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E miite conhecido da literatura. gue a dexameiasona, um
glicorticoide, é inibidor da atividade de macréfagos (Chlara et al, 1891).
Assim, foram realizados alguns experimentos (n=3}, objetivando avaliar tal
affrmagao. O grupo Vi fol entdo constituido por fagdeitos mononucieares
conservados em UW apenas com insullna a 8°C por 24 horas. As célutas
apresentaram um indice Fagocitario de 127 * 0.6, o qual nao difere
estatisticamente (p<0,05) do [ndice do grupo de UW sem aditivos
conservados na mesma temperatura pefo mesmo periodo de tempo. Este -
grupo nao difere também do Controle (Melo RPMI-1I640 + §FB a 37¢C), mas
sim do grupo de UW mais aditivos {Figura 5). Assim, a dexametasona
parece ser o eclemente causador da queda da atividade fagocitaria de
macréfagos peritoniais " em cultura conservados em solugdo da

Universidade de Wisconsin mais aditivos a 8°C por 24 horas.

it - Uma nora X 24 noras _cie conservacas

Com os dados obtidos pode-se evidenciar na figﬁra 8, que as
células de todos os grupos experimentais apresentaram queda expressiva e
significatlva do indice Fagocltarlo quaﬁdo coenservadas por 24 horas em
¢ofmparagao a conserva¢do por apenas uma hora. Macréfagos conservados
em UW sem aditivos mostraram uma queda surpreendente da Atividade
‘Fagocitaria com o aumento do tempo de conservagdo. Com apehas uma
hora de conservagio a 8°C os fagécitos desse grupo exibiram um indice de
254 £ 17, enquanto que, com 24 horas de conservacao mostraram um valor
de 128 * 11.
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[NDICE FAGOCITARIO
300 e
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" Figura 6. indice Fagocltarlo de macréfagos peritonlais de camundongo em
cultura mantidos por uma & 24 hora em Melo RPMI-1640 + SFB a
8°C (Controie a frlo - M) e conservados em Collins (CO), Euro-
Collins (EC) ¢ em solugdo da Universidade de Wisconsin sem
aditivos (Uw}, a 8°C,

* Teste t no pareado{p<0,05): Uma X 24 horas.
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Os dados demostram a importancia do tempo de conservacdo

na alteragio da Atividade Fagocitarla de macréfagos peritonials em cultura.

B - Liberagéo do dinion superdxide

O valores de superoxido liberados sio expressos em
nanomoles de Oz / mg de proteina X tempo de Incubagdo dos macréfagos
em ferricitocromo ¢. A quantidade de proteina encontrada pelo método de
Lowry foi em média de 0,11 * 0,03 mg por placa de Petr! contendo uma
cultura de macréfago.' |

Antes de iniciar os protocolos experimentals , resolveu-se
avaliar a Iibér;é;éo da espécie de oxigénio reativo, o anlon superdxido,
quando macréfagos eram mantidos em condicdes Controle {(Melo RPMI-
1640 + SFB a 37°C) mas sem serem estimutados com particulas de
zymosan. Foram realizados 8 experimentos, com os quais obteve-se a
média e erro padrdao da média de 0,84 £ 0,09. Tal valor é estatisticamente
menor (p<0,035) que o encontrado para o Controle {Melo RPMI-1640 + SFB a
37°C;n=14), 1,35 £ 0,13, cujas células desse grupo foram estimuladas com
5.10% particulas de zymosan/ ml de solugéo.

Os valores apresentados por macréfagos mantidos em
condicdes Controle, meio RPMI-1640 + SFB a 37°C estdo de acordo com 0s

dados encontrados na literatura (Pick & Mizel,1981; Russo et al,1988}. Isto
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Nao ocorre ¢oin o grupo nao estimiitado, pols o5 dados da iteratura se
expressam com valores mais balxos (~0,2 * 0,1), acs encontrados no nosso
taboratério, o que pode sugerir que em nossas condigdes de trabatho as

células ja apresentam um certo grau de estimulagio.

[ - Conservagao durante uma hora

A tabeia 3 e figura 7 mostram os vaiores individuais, a média e
erro padrao da média em nanomoles de Oz / mg de proteina X tempo dos
macréfagos Controfe (Melo RPM!-1640 + SFB a 37°C}, mantidos em meio
RPMI-1640 + SFB a 8°C (I-Centrole a frio) ¢ dos conservados em solucdo
| de Cdllins (1}, Euro-Coflins{lil} e em solucio da Universidade de Wisconsin
serﬁ aditivos (IV} a 8°C por uma hora . Os fagé_citos mononucleares
conservados em meio RPMI-1640 + SFB a 8°C (n=08) & em solucdo de
Euro-Collins (n=08) produziram pouca gquantidade (p<0,05) do anien
superdxido (0,61 * 0,08 e 0,40 * 6,13, respectivamente), guando
comparados ao grupo Controlé {Meio RPMI-1840 + SFB a 37°C), 1,35 * 9,13.

Na figura 8 sdo expressos e analisados apenas os grupos
experimentals. O grupo I de Euro-Collins mostra-se dliferente
ééi*fi'si.'r‘:améﬁté (p<0,08) dos grupos de macréfagos conservados em
Collins (n=08), 1,10 * 0,11, ¢ em UW sem aditlvos, que também é
‘caracterizado por um n=06 e determina um valor de 1,24 * 0,10. No mesmo
grafico hota-se ainda que o grupo il - Melo RPMI-1640 + SFB a 8°C (n=06)
também apresenta pouca liberagdo do énion superéxido quando comparado

a0s grupos de Collins e UW sem aditlvos.
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TABELA 3. Valores individuals = a média ¥ EPM da quantidade de O,
liberada em nanomol / mg proteina X tempo de Incubagio em
ferricitocrome ¢, de macréfagos peritoniais de camundongo
em cultura, Controle {(C), Controle a frio(Melo RPMI-1640 + Séro
Fetal Bovino a 8°C - 1), e conservados em solugio de Collins
(1), Euro-Collins {IH) e em solugio da Universidade de
Wisconsin sem aditlvos (IV), por 1 hora a 8§¢C,

" GRUPOS
C | ] Hi v

n=14 n=6 n=g n=g n=6
1,50 0,40 1,00 0,50 1.8
1,60 0,70 _ _ 1,00
1,10 _ _ _ .

O

a

E.

= 0,70 0,82 1,60 0,55 1,40

e X 1,90 _ _ 0,57 _
I....

ﬁ 5 2,00 _ _ . -

O
o

R,

- ‘Q = 0,97 0,20 1,10 6,27 1,40

o3 0,87 - 0,86 0,32 -

) (&,,o 1,14 . - _ -
)

oi 5 3

QO :

e 1,85 0,52 1.00 0,25 4,94
Q 0,90 _ - 0,33 -
=L, 1,30 _ - - -
=

0.90 0,40 0,89 0,44 1.20
| 2,10 - - - -
|

X 1,35 0,61* 1,10 0,40* 1,24
+EPM +0,13 +0,08 +0,11 +0,05 +0,10

*Teste t ndo pareado (p<0,05): Controle X grupos Experimentais.
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Figura 7. Nanomeles de Oz / mg de proteina X fempo , liberados por
macréfagos peritonlals de camundongo em cultura, do grupo
Controle (Melo RPMI-1840 + SFB a 37°C - C}, Controle a frio {Melo
RPMI-1840 + SFB a 8°C - M) e dos conservados em Collins (CO),
Eure-Collins (EC) e em solugdo da Universidade de Wisconsin sem
aditivos (UW) a 8°C durante uma hora.
* Teste t ndo pareado{p<0,08):Controle X grupos experimentais.



Nanomoles de O2/mg prot. x tempo

1.4

* ©

41

Bveo-m

1 V]coLuns-co

[JEURO-COLLINS-EC
Nuw s/ ADITIVOS-UW

Flgura 8. Nanomoles de O2 / mg de proteina X tempo, liberados por
macréfagos peritonials de camundongo em cuitura, dos
grupos Melo RPMI-1840 + SFB a 8°C{Controle a frio - M), solugdo
de Collins (CO), Euro-Collins (EC) @ em solugao da Universidade
de Wisconsin (UW), a 8°C por uma hora.
* Andlise de Variancla(ANOVA) corriglda por Bonferroni{p<9,008)

Melo X demals grupos;

«Andlise de Varlancla{ANOVA) corrigida por Bonferronl(p<0,008)

Euro-Collins X deamals grupos.
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il - Conservacio durante 24 horas

Na tabela 4 ¢ figura ¢ constam os dados referntes a producio
de superdxido por macréfagos do grupo Controie (Melo RPMI-1640 + SFB a
37°C); mantides em mefo RPMI-1640 +SFB (I-Controle a frlo) e dos
conservados em solugdo de Collins {I!}, Eurc-Collins {lil) ¢ em solugido da
Universidade de Wisconsin sem insulina e dexametasona (V) a 8 C por 24
horas. |

O grupo Controle a frie (Melo RPMI-1640 + SFB a 8°C: n=14)
continua apresentando baixa iibera¢ao (p<0,05} do radieal superdxido {0,982
¥ 0,09) em relagdo ao Céntrbié {(Melo RPMI-1640 + SFB a 37°C; 1,35 £ 0,13).
Um outro grupo que difere do Controle {Meio RPMI-1640 + SFB a 37<C} é o
de Collins {n=13), ¢ qu_a! apresenta pouca liberagdo do anlon, 0,86 * 9,08.
Macréfagos conservacg;:as em Euro-Collins (n=13) ¢ em UW sem aditivos por
24 horas {n=13) pro&uziram guantidades de superdxido que ndo diferem
estatisticamente do valor encontrado para ¢ grupo Controle. Euro-Colling é
caracterizado por uma ﬁroducéo de Oz 1,46 % 0,12 ¢ UW sem aditivos
apresenta um valor de 1,64 £0,1?.' |

Com 24 horas de conservagdo, os fagécitos mononucleares
mantidos em Meio RPMI-1640 + SFB a 8°C (Controle a frio) continuam a ser
diferentes dos conservados em UW sem Insullna e dexametasona. ©
contrario ocorre com as céluias conservadas em Euro-Coliins, as quals
passam a ndo diferir do grupo de UW sem aditivos além de se

caracterizarem estatisticamente como diferentes dos macréfagos do
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TABELA 4. Yalore Indlviduals & a médla + EPM da quantidade de O2
liberada em nanomol/mg proteina X tempo de Incubacdio em
ferricitocrome ¢, dos macréfagos peritoniais de camundongo
em cultura, Controle{C}, Controle a frio(Melo RPMI-1640 +
Séro Fetal Bovinoa 8°C - 1), e conservados em solugdo de
Collins(il), Euro-Collins(lil} e em solugio da Unlversidade de
Wisconsin sem aditivos{lV}), por 24 horas a 8°C.

| GRUPOS
|
| c | n u v/
| n=14 n=14 n=13 n=16 n=13
;
| 1,50 0,50 0,40 1,30 2,20
| 1,60 1,40 0,41 1,00 2,40
1,10 1,00 0,80 0,86 1,20
_ i} _ 1,20 _
o
Q.
&
= 0,70 0,96 0,82 2,20 2,20
5 X 1,90 0,48 0,82 0,80 1,10
e 2,00 1,20 _ 1,50 2,00 |
O
-RY)
ag 0,97 0,57 1,40 1,90 0,90
o= 0,87 1,10 0,70 2,20 2,30
¥ 1,14 0,74 1,20 1,30 1,10
<o _ 0,50 _ 1,30 _
g |
22 1,85 0,58 1,40 1,80 1,80
o 0,90 1,20 1,10 0,90 2,10
b 1,30 _ 0,54 _ _
4
0.90 1,34 0,82 2,00 0,90
2,10 1,30 0,87 1,70 1,00
X 1,36 0,92 * 0,86* 1,45 1,84

+EPM +0,13 +0,08 +0,09 +0,12 40,17
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Nanomol de O2/mg de prot. X tempo
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Figura 9. Nanomoles de Oz / mg de proteina X tempo, liberados por
macrofages peritonfals de camundonge em cultura dos
grupos Controle {Melo RPMI-1840 + SFB a 37°C}, Controle a frio
{(RPMI-1840 + SFB a 8°C) e dos conservados em Coliins (CO},
Euro-Collins (EC} e em solugfo da Universidade de Wisconsin
sem a ditivos (UW) a 8°C durante 24 horas.
* Teste t ndo pareado(p<0,05): Controie X grupos experimentals.
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o AA o el ]

Controie a frio { Meio RPMWI-1840 a 8°C). Com o gripo de

Coiiins também
observa-se mudang¢as com o aumento do tempo de conservagdo. Este
grupo produziu pouco Oz (0,86 * 0,08), quando comparado ao Euro-Collins,
145 % 0,12, e ao UW sem aditives, 1,84 * 0,17. Essas relacbes sdo

mostradas na figura 10.

Uma hora X 24 horas de consevacdo

. Nota-se na figura 11 que macréfagos conservados em solugao
'de Euro-Collins, aumentaram surpreendentemente (p<0,05}) a liberacdo do
anion superdxido com o aumento do tempo de conservagdo de uma (0,40 *
0,05} para 24 horas (1,45 * 9,12}, Isto pede ser observado tamhém com o

grupo dé células do grupo Controle a filo ( Melo RPMI-1640 + SFB a 8°¢),
Em uma hora verifica-se uma produgao de 0,81 £ 0,08, enquanto que em 24
horas a producas aumenta para 0,32 * 6,05, Nestes grupos experimentals o
tempo de conservagdo parece ter tido um papel fundamental na alteragdo
da atlvidade funclonal dos macréfagos peritonials.

O grupo de Coliins apresentou queda nao significativa na
produgdo dos reagentes de oxigénio reativos, com 0 aumento do tempo de

conservagao de uma para 24 horas, mas esta queda néo fol suflefente para
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Nanormoles de O2/mg ptot. x tempo
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Figura 10. Nanomoles de 02/ mg de proteiﬁa X tempo, liberados por

macréfagos peritonlals de camundongo em cultura dos
segulntes grupos: Contrele a frio (Melo RPMI-1840 + SFB a
8°C - M), Colilins (CO), Euro-Collins (EC) e UW (Unlversidade
de Wisconsin sem aditivos) a 8°C por 24 horas.

*Analise de Varldncia (ANOVA) corriglda por Bonferroni
(P<0,008): Controle a frio X demals grupos;

*Anélise de Valincla (ANOVA) corriglda por Bonferronl
{p<0,008): Collins X demais grupos.
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Nanomol de O2/mg prot. X tempo
2

1.5
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flgura 11. Nanomoles de Oz / mg de proteina X tempo, liberados por
' macréfagos peritonials de camundongo em cultura do grupo
Controle a frio {Melo RPMi -1840 + SFB a 8°C - ), Collins {CO),
Euro-Colilns(EC) e da solugdo da Universidade de Wisconsin
sem aditivos(UW) a 8°C por uma e 24 horas.
* Teste t nio pareado(p<0,05): uma X 24 horas,
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diferenclar estatisticamente esse grupo do Euro-Colilns ¢ UW sem aditlves

em 24 horas de conservagao(Figuras 10 e 11).

C - Aspectos Moifoldgicos

As laminas contendo as culturas de macréfagos foram
cuidadosamente fotografadas para serem documentadas e melhor
analisadas.

Como pode-se observar na figura 12, os macréfagos
apresentam formas variadas, pouco arredondadas, demonstrando
nitidamente o seu nucleo iigeiramente ovalado ou reniforme ¢ as particuias
de zymosan fagocitadas. As trés células da fotografia {aumento de 1024 X)
" apresentam fagocitose e duas delas com muitas particulas interiorizadas.
£ssa {amina se refere ao Contirole {Meio RPMI-16840 + SFB a 37°C), o qual
como dito anteriormente, posuue um indice de Fagocitose de 230 % 19.

A proxima foto, figura 13, também em aumento de 1024 X,
observa-se que o formato das céiulas se mostra mais arredondado ¢
verifica-se que varias particulas do estimulante foram capturadas. Esta

cuftura fol mantida em Melo RPMI-1840 + SFB a 8°C {Controle a frio) por
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Figura 12. Microscopia de luz de uma cultura de macréfagos peritoniais
de camundongo mantides em Melo RPMIL-IGE +8FB a 3700
(Controle). Bumento de 1024X



Figura 13. iMicroscopia de juz de uma cuitura de macrofagos peritoniails
de camundongo, mantides em RMeio RPNI-1640 + SFB a 8°C
{Controle a frio) por uma hora(X 1024},

Figura 14, Microscopia de luz de uma cultura de macréfagos peritoniais

de camundongo, mantides em Melo. RPMI-1640 + SFB a 8°C
(Centroie a frio} durante 24 horas (X 512).
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apenas uma hora. O sed indice Fagocitario, 192 * 20 , asstim ¢omo a sua
mosfolegla ndo diferem do grupe Controle {Meio RPMI-1843 + SFB a 37°C).
Na figura 14, diferengas bruscas |4 podem ser ohservadas, as céluias se
apresentam hastante arredondadas, ldentiflca-se pouco citoplasma , pouca
fagocitose e pouca quantidade de particulas fagocitadas por céluta,
quando sdo comparadas a0s grupos descritos anteriormente. Embora estas
células foram fotografadas emn aumento de 512 X, elas se apresentam
menores as do grupo Controle a a79C ¢ Controle a frio - uma hora de
conservacio. Qs fagdcitos da foto i4d também se referein ao grupo
experimentai ii - Meio RPMI-1640 + SFB a 8°C, mas 6 que conservados por
24 horas. © indice Fagocitério apresentado por este grupo éde 111220 ¢ ]
estatisticamente diferente do Controle {Meio RAPMI-1840 + SFB a 37°C) e do
Controle a frio {(Meio RPMI-1640 + SFB a 8C) - uma hora de conservagao.

Na figura 15, embora um p.ouco.sem foco, é nitida a presenca
de células com formato varlavel com nicleos reniformes e fagocitose de
muitas particulas de zymosan. Esta fotografia (X 1024) ndo parece ser
distinta do Controle ¢ isto € confirmado pelo seu indice Fagocitaro de 228 *
17. Os macrofagos da figura foram conservados em solugdo de Collins por
uma hora. A figura 16 apresenta céiulas com muitas particulas fagocitadas,
mas o numero de células que apresentam fagocitose ndo ¢ grande, o que
contribulu para abalxar ¢ indice de Fagocitose (1 73 * 09), o qual realmente
direre sstatisticamente do grupo de macrofagos Controfe. Esta idmina se
refere as celulas conservadas em Collins a S°C por 24 horas, a qual
também se distingue dos fagdcitos conservados nesta mesma solugdo a
8°C por uma hora

As células da figura 17, embora muito bonltas, apresentam

poucas particulas de zymosan fagocitadas / por célula e balxa porcentagem
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Figura 18. Microscopia de luz de uma cuitura de macréfagos peritonials
~ de camundongo, conservados em soiticdo de Euro- Collins
a 8°C durante 24 horas.(Aumento de 512X).
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de céiulas com fagocitose. Mostram-se bem arredondadas e eam_niﬁdb
nucleo ovéide. O Indice dessas células é 145 * 15 e certamente 4 diferente
do Controle {Melo RPMI-1640 + SFB a 37°C). Essa foto, aumentada 1024 X,
retrata macréfagos conservados sem solugac de Euro-Collins a §*C durants
uma hora. Este mesmo grupo conservado por 24 horas ¢ mestrado na
figura 18 {aumento 512 X). Embora, esse campo fotografico apresentasse
as mesmas caracteristicas descritas para a figura anterlor, o seu indlce
Fagocitario, 107 * 11, é estatisticamente diferente de Euro-Colfins - uma
hora e também do Controle {Meio RPMI-1640 + SFB a 37°C).

Muita fagocitose & apresentada na figura 18, cujas céiulas ¢
ntcleos se mostram com formato irregular. O aumento de 1024 X da foto,
documenta macréfagos conservados em solucdio da Unlversidade de
Wisconsin sem aditivos a 8°C durante uma hora. O Indice de Fagocitose
ndo ¢é difersnte do Controle (Meio RPMI-1640 + SFB a 37¢C). O contréario é
apresentado na foto da figura 20 {aumento 312 X), em que as celulas
arredondadas, mostram pouca fagocitose e interessantemente, verifica-se
gue .muitas das particulas de zymosan flcam aderidas & periferia das
células, mas sem sersm, no entanto, fagocitadas. Esta {amina & de
macrofagos conservados também em UW sem aditives a 8°C. mas por 24
horas. e o indice & de 123 + 111, o que os caracterizam como diferentes do
Controle {Meio RPMI-1840 + SFB a 377C} e de UW sem aditivos -~ uma hora.

A anhalise da figura 21 (1024 X) revela células estranhas
morfoldgicamente. Fica dificil avaliar o formato dos macréfagos, pols
'parece haver pouco citoplasma ¢ qual se encontra pouco corado. O nueleo,

além de picndtico apresenta uma morfologia

_ T

nao vista nas ceélifas das
tAminas antetiores. E mals notdvel ainda, neste campo fotografico a

po?centagem de fagocitose assim como, o numero médio de particulas



Figura 18, Microscopia de luz de uma cultura de macrdfages peritonials

de camundengo, conservados em solucio da Universidade
de Wisconsin sem aditivos a 8°C por uma neraioz4X;.

Figura 20. Micrescopia de luz de uma cultura de macréfagos peritonials
de camundongo, conservados em UW sem aditivos a 8°C por
24 horas(512X). '
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Figura 21, Microscopia de luz de uma cultura de macrofagos peritoniais
de camundongo, conservados em UW enriquecide com
insulina e dexametasone, a 8°C durante 24 horas{512X).



o1

fagocitadas é nulo. Esses macréfagos, totaimente descaracierizados foram
conservados a 8°C por 24 horas em UW com os aditivos insulina e
dexametasona. O valor do indice de Fagocitose encontrado para esse
grupo é de 39106 e certamente se distingue do Controle (Melo RPMI-1840 +
SFB a 37°C) e dos demais grupos experimentals, tanto conservados por

uma guanto por 24 horas.
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DISCUSSAQ

O armazenamento a frio apés tavagem do drgio com solugdes
conservadoras tem sido um método escolhido pela malorla dos centros
transplantadores, por ser simples & menos dispendioso que as outras
formas de conservacdo renal (Bennett et al.,1987; Ribelro,1852). |

Embora essa.técnica de conservacdo esteja possibliitando a
methora dos transplantes renzais e de outros drgios, existem ainda muitas
controvérsias sobre a eficiéncia dessas solugdes. As causas de fracasso
do transplante renal, caracterizadas por deterioragase e eventual perda da
funcde do rim ainda permanecem obscuras, mas alguns mecanismos
fislotdglecos & moleculares tem sido documentados, como:h deplecdo dos
estoques celulares de nucleotideos de adenina, acUmulo é!e metabé!itos,
especificamente de fons H*, autdlise e liberacdo de enzimas lisossomals,
lesdo de membranas e da vascuiatura. Ainda fazendo parte do processe
degenerativo, Green et al.{1986) relata que tals eventos sdo secundarios 2
terciarios, e atribui as les8es primartas o papel dos radicals ilvres.

Sabe-se que no pés transplante renal, mesmo 68 pacieniss
estavels estdo sujelfos a uma reagdo imunoldgica de bhaixa intensidade e
'pouco detectada. No rim tais eventos podem induzir a producdo de
especies de radlcal Hivre ¢ substinelas vasoativas, provenientes de céluias
Intrinslcas e de Inflitrantes. Na rejelgdo aguda, observou-se que tanto a

infiltragdo  celular quanto a atlvidade secretora dessas células
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apresentavam-se muito afivadas, podendo produzir situacoes gque
provocariam processos degenerativos {Taylor et al.,1993}.

Assim, de acordo com tais informacgdes, allade ao fato de
haver ainda muita caréncia de estudos de conservacdo de células do
Sistema Imunclégico, resolvemos avaliar o efelto de algumas solugdes
conservadoras utilizadas no transplante renal, a 8°C por um periodo de
uma ¢ 24 horas, sobre a atividade funcional de macréfagos, os quais sdo
importantes células mediadoras de respostas inflamatérias e imunolégleas,
como também apresentam grande potencialidade de secrecdo de indmeras
substincias biologicamente importantes.

Esta discussdo abrange a anélise da atividade fagocitaria e
liberagao do radical superdxido.

Primeiramente, os nossos resuitados demonstraram dque a
composicdo idnica das solugdes conservadoras, a temperatura ¢ o tempo
de conservacdo afetaram a atividade fagocitarta de macréfagos peritoniais
de camusnidongo, e cuitlira.

Estes dados sdo conhecidos da fHteratura em meios de
cultura, a dual relata cue ©O Pprocesso fagocltarlo € extremamente
influenciado por fatores como, temperatura, pH, osmolaridade, presenga
ou auséncia de determinados cations e anions divalentes. Nesta linha de
pesquisa a literatura tambem reconhece o calcio e o magnésio como
clementos iGnicos esséncials ao processo de fagocitose (Van Oss,1386).
Aqui devemos reforgar que tals dados obtidos em solugdes eletroliticas
com capacldade de conservagao a frlo sao orlginals.

Desta forma, observamos que a atividade fagocitaria fol
realmente afetada pelo tempo de conservacao. Primeiro porque a

conservagio durante 24 horas reduziu marcadamente o indice Fagocitéario
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das células de todos os grupos expejr‘imehtai?s e segundo que a andiise
morfolégica das células conservadas por este periodo revelou
caracteristicas nao exibidas pelos macréfagos do grupo Controle {Meio
RPMI-16840 + SFB a 37°C) ¢ dos grupos conservados por apenas uma hora.
Na descricdo morfoldgica destas células observamos que elas sédo
menores, com pouco humero de pseuddépodos, sugerindo certa inatividade
deste tipo celular, pois segundo Nathan (1887} macréfagos ativados

mostram-se maiores e com acentuadas ondulagdes na membrana celular.

Os dados também mostraram a importéncia da composigio
jénica na atividade fagocitdria dos macréfagoes, pois constatou-se
diferencas estatisticas significantes entre os varios grupos experimentais
tanto em uma quanto em 24 horas de conservagao.

Em uma hota de conservagao notamos fue os macréfagos
conservados em solucdo de Euro-Collins apresentaram o menor indice
Fagocitario, que o distinguiu estatisticamente dos grupos Controle (Meio
RPMI-1640 +SFB a 37°C), de Collins e de UW sem aditivos. Com 24 horas de
conservagao, embora todos 05 grupos apresentassem queda da atividade

- fagocitaria, os macrdéfagos mantidos em Collins foram os que mostraram o
malor indice Fagocitaric quando comparados aos demals grupos
experimentais a 8°C,

Cbservando os dados notamos ainda que existiram diferencas
significativas quanto a atividade fagocitaria entre os grupos de Collins e de

~ Euro-Collins, tanto em uma quanto em 24 horas de conservagdo. Devemos
ressaltar que a diferenga entre essas duas solugdes, em termos de
composi¢ao onica, é a presenca de 28mMi do sulfato de magnésio na
solugdo de Collins e sua auséncia em Euro-Collins, o que também pode

justificar quando se observa em material e métodos, uma peqguena
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diferenga na osmoiaridade entre essas duas sofugoes: Coilins com
320mOsm e Euro-Collins com osmolaridade de 300mOsm. Desta forma, os
nossos achados coincidem com os da literatura que revela a importéncia de
elementos idhicos, no caso o ion magnésio, na ativacio fagocitéria de
células como os macréfagos (Van Oss,1886). Conslderando que a atividade
fagocitaria pode expressar um estado de ativac@o dessas células do
Sistema Fagécito- Mononuclear, notamos que o magnésio é um importante
elemento na atividade funcional dos macréfagos e deve estar envolvido em
varios processos bioquimicos/fisiologicos dessas células.

Em outra fase dos hossos experimentos utilizamos a solughe
da Universidade de Wisconsin como solugdo preservadora, a qual sobre o
ponto de vista de conhecimentos de fisiologia celular esta melhor
elabprada. Assim, sua composicdo envolveu substinclas energéticas,
asméticas e sequestradores de radicais illvres, além da adigdo de alguns
aditivos, como a dexametasona e insulina {(Belzer & Southard, 1988).

O papel desses aditives alnda ndo esta ciaro (Coilins &
Wicomb,1992), mas parece que sdc Importantes no processo de
conservacao e regeneracao qa funcao do orgac apds o transplante. Yu et
‘al. {1990) discutem a respelto da dexametasona ser um componente
essencial na solugio de UW na conservacdo de figado de rato e sugere a
adigz‘xo_ desse corticolde em outras solugées conservadoras. Quanto a
ifsulina, o auter questiona sua fungdo e Utilizagdo na soiuclo de UW.
Trabalhos clinicos recentes com transplantes de rins sugeremn
modificacées na solugio de UW, ¢ ndo trazem mals a insulina e a
dexametasona como constituintes dessa solugéo {Baatard et al.,1883).

Os nossos resultados mostraram que macréfagos

conservados por 24 horas em UW com os aditivos insulina e



62

dexametasona, apresentaram enorme queda da atlvidade fagocitaria em
relacdo a UW sem aditivos e ao Controle (Melo RPMI-1640 + SFB a 37°C).
Quando as células foram conservadas apenas em UW com o aditivo
insulina pelo mesmo periodo, o indice se apresentou como o do grupo de
UW sem aditivos, o que nos Indica que a dexametasona foi o fator decisivo
na diminuigdo tdo brusca do indice Fagocitario de tais células. A fquantidade
de dexametasonra utilizada parece ser importante nos processos de
estabilizagdo de membranas, mas os resultados obtidos mostraram que -
16mg/l deste corticdide promoveu uma significante queda da atividade
fagocitaria dos macrdéfagos. As células desse grupo apresentaram
morfologia muito irregular e diferente do observado nos demals grupos
experimentais - pequenas com nucleo pichdtico e pouco citoplasma. As
catacteristicas morfolégicas revelaram desta forma, inativagBo dos
macréfagos. Enfim, a dexametasona mostrou-se efetiva na Inlbicdo morfo-
funcional desse tipo de célula em cultura,

Um outro aspecto interessante observado ho protocolo de
atividade fagocitaria fol o encontrado no grupo de UW sem aditivos,
conservados a 8°C durante 24 horas. Enﬁbara as cefulas apresentassem
redugdo do indice Fagocitario muitas das particulas de zymosan ndo
fagocitadas permaneceram aderidas as membranas dos macréfagos, o gue
talvez explique que a diminuicdo do Indice Fagocitario ndo foi devido a
alteragdo no processo de adesdo das particulas aos receptorss de
membrana e sim aos passos posteriores ao da adesio da particula.

De modo geral, 0s nossos achados com atividade fagocitaria

se correlacionaram com as caracteristicas morfolégicas gerals analisadas.
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Prosseguings o
radical livre superdxido também se mostrou afetado pela composigdo 1dnica
das solugdes, o tempo e a temperatura de conservagao.

O comportamento das céiutas dos vérlos  grupoes
experimentais, no que diz respeito a andlise da tiberag3o do radical ilvre foi
diferente do encontrado na analise do indice Fagocitario. Embora a
atividade fagocitarta e a liberagao de superéxido sejam marcadores de
ativagdo dos macréfagos (Tsunawaki & Nathan,1886) e a “queima
respiratéoria” possa ser uma forma indireta de se avallar a atividade
fagocitaria, devemos ressaltar que esta aflrmacéo apenas serd vallda se os
mecanismos pds fagocitarios estiverem Intactos, além diste, qualquer
perturbacdo na membrana pode afetar a atividade metabdlica com
consequente “explosdo resplratéria, sem necessarlamente promover a
fagocitose (ﬁbsciomﬁ%ﬁ) e desta forma a atlvidade fagocitaria nem
sempre estaria correlaclonada & producde de superdxido.

Nas nossas condicdes experimentais os resultados mostraram
que em uma horé.de conservacio os macrofagos dos grupos Controle a
frio (Mefo RPMI-1640 + SFB a 8°C) e de Eurc-Collins apresentaram pouca
liberacdo de superoxido quando comparados a0 Coﬁtrole (Meio RPMI-1640
+ SFB a 37°C) e aos demais grupos experimentais. As culturas de
macréfages conservados em Collins e em UW sem aditivos pelo mesmo
periodo de tempo liberaram éuanﬁﬁaa‘es de superdxide Iguals as do grupo
Controle {Meio RPMI-1640 + SFB a 37°C).

Como a andlise da atlvidade fagocitaria, a liberagdo de
superdxido das culturas conservadas por uma hora reveiou gue o grupo de
Euro-Collins ¢ estatisticamente diferente do Collins (p<0,008), tendo o

primeiro grupo o menor indice fagocitario e também a menor liberagdo do
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reagente de oxigénio . Estes achados nos sugerem que o sulfato de
magnésto deve ser importante nio apenas no processo fagocitario, mas
também nos mecanismos bloquimicos responséveis pela producdc de
espécies de oxigénio reativa.

Com os resultados obtidos, gostariamos de destacar alnda que
macréfagos do grupo Controle a frlo (Melo RPMI-1640 + SFB a 8°C}
aumentaram estatisticamente a Hiberagdo do radical livee com o aumento
do tempo de conservagdo para 24 horas, mas alnda a producdo de
superoxido apresentou-se haixa quando comparamos ests grupo com o
Controle (Meio RPMI-1840 + SFBa 37°C) e com o grupo da solucdo de UwW
sem aditivos. No grupo Controle a frio (Melo RPMI-1640 + SFB a 8eC)
parece que o tempo de. conservagao fol importante para aumentar a
atividade enzimatica responsivel pela producao de radicals livres. Os
macrofagos conservados em Euro-Collins também aumentaram a liberagao
do radical de oxigénio ¢com 24 horas de conservagdo e passaram a se
apresentar estatistiéamente diferentes do grupo Controle a frio (Melo RPMI-
1840 + SFE a 8°C).

Por outro lado, macréfagos conservados em solugae de
Collins durante 24 horas passaram a se apresentar diferentes do Controle
(Mefo RPMI-1640 + SFB a 37°C) e de UW sem aditivos. Embora, o método
estatistico aplicade ndo revelasse diferencas entre a liberagdo de
superoxido por macréfagos conservados em Coliins por uma e 24 horas, a
diminuigdo na producio do radical livre pelas células conservadas por 24
‘horas nesta solugdo foi suficiente para diferencia-ias do Controle {Meio
RPMI-1640 + SFB a 37°C) ¢ de UW sem aditives.

Um outro dado interessante ¢ que o grupo de Collins continua

a ser diferente de Euro-Collins. Mas ao contrarlo do observado no
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protocoido de atividade fagocitaria, 530 as céiuias mantidas em CToilins por
24 horas que apresentaram a menor liberacao de superodxido.

Desta forma, Independentemente do tempo de conservagao e
da variavel analisada, o grupo de Collins sempre se apresentou
estatisticamente diferente de Euro-Collins. Isto nos sugere que o sulfato de
- magnésio deve ter algum papel tan{o nos processos fagocitarios quanto
nos mecanismos produtores de radicais livres,

Figueiredo et al. (1886b) observou em fragmentos renals
conservados em varlas solugdes conservadoras a fric por pericdos até 96
horas em hipdxla, a atividade da enzima cHoplastmatica lactato
desidrogenase {LDH}, a qual é um bom marcador do metabolismo celular.
Em todos os grupos conservados até 24 horas verificou-se liberacdo
semelhante da enzima. No entanto, apds este periodo a LDH nos
fragmentos conservados em Collins aumentsu progressivamente no
decorrer do tempo de conservagdo. Esta constante liberagao até 24 horas

_ . Lk __

no Cotiing, como tambem nos outros grupos provaveimente indigue
metabolismo anaerdbio igual para os fragmentos de todas as solugdes, no
entanto, a producdo de superdxido ao gue nos parece depende da
composicdo i6nica das solugdes conservadoras.

Com os resuitados obtidos parece-nos tambeém que a auséncia
do magnésio limitou a fiberagéo de superdxido em um curto periodo de
conservacao.

A observacio dos dados de iiberagcao do agente oxidante nos
grupos de Euro-Collins e Collins tamhém nos sugere gue o magnésio além
de ser importante na producio do radical, pode esiar envolvido nos

mecanismos que promovem a formacdo de sequestradores de radicais

livres, o que tamponaria a producdo desses reagentes. Desta forma, a
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producdo de superdxido estarla sendo tamponada por mecanismos
funcionantes e integros do metabo{ismb celular, o que taivez justifigue o
nac aumento da producgdo desse radical no grupo de Collins, com o
aumento do tempo de conservacéo.

Prosseguindo a analise de liberacdo das moléculas de
oxigénio reativés, as células conservadas em UW sem aditivos por yma e
24 horas apresentaram fiberagdo de superéxido igual a0 do Controle
(RPMI-1640 + SFB a 37°C), o que pode caracterizar esta solucdo comeo
preservadora do metabotismo de macréfagos em cultura.

A solugdo de UW contém uma série de substincias gque
evitariam o ac&mulo de radicals livres, como a glutationa, a adenosina e o
alopurinol. Desta forma, a glutationa funcionaria como um sequestrador de
espéc_:ies de oxigénio reativas. A adenosina regularizarla os estoques de
ATP, o que permitiria o funcionamento de muitos processos blogquimicos e
transportadores, além de que poderia evitar a formacdo de hipoxantina, a
q_uali' pode servir como doadora de elétrons para o oxigénio com
cori:sequente 'formag:éo de superoxido. E o alopurinot seria a outra
substéncia com funcdo de evitar o acumulo de radicais tivres, pois
consegue inibir em diversas prepara¢des a xantlna oxidase, evitando assim
a producdo de superéxido e consequentemente de outros oxidantes
{Paller,1888; Belzer & Southard, 1888; Collins & Wicomb,1992).

Os nossos dados demonstraram que esses elementos, os
quals encarecem muito a solugio de UW parecem ndo serem eflcazes na
eliminagdo dos reagente de oxigénio. Baseado nestas evidéncias
experimentals, Colllns & Wicomb, 1992 discuterms em um frabalho
expetimental sobre a viabllidade e confiabilidade de tals substinelas na

sofugdo de UW e constataram que figado de rato ¢ rim de cio foram melhor
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conservados ¢om consequente aumenio na Sobrevivéncia dos animais
apos o transplante, quando utilizaram como solug&o conservadora, UW
modificado - sem adenosina, alopurinol, insulina e dexametasona. Em um
trahalho clinico recente também contatou-se que UW sem adenosina e
alopurinol propiciou melthores resuitadoes gue UW ndo modificado, além do
que reduziu significantemente o custo dessa solugdo conservadora
{Baatard et al.,1993). Desta forma, ainda se mantém controvérslas sbbre a
solugdo original de UW, embora o emprego clinico parece estar consagrado

até o momento.

Nas nossas condicles experimentais as cefulas em
conservagao permaneceram em hipotermia ¢ Isquemia por uma & 24 horas,
embora esta situagdo possa promover diminuigcdo do metabolismo celular, a
literatura relata que ndo ocorre parada completa da atividade metabdiica
{Beizer,1988). Assim, observamos que de um modo 'geral houve tendéncia
em aumentar a liberacdo de superdxido - exceto no grﬁpo de Coflins -,
comn o aumento do tempo de conservagao, confirmada estatisticamente no
grupo de células do grupo Controfe a frio ( Melo. RPMI-1640 + SFB a 8°C) 2
em Euro-Collins. Sabe-se que quanto malor o {empo de conservacdo maior
o tempo de Isquemia fria ¢ desta forma, em tecidos lsquémicos a enzima
xantina desidrogenase é faclimente convertlda em xantina oxidase, a gqual
com a reoxigenacdo sera capaz de transformar o oxigénio em superdxido e
dar infcie a uma cascata de reagdes , cujos produtos podéréo promover
sérias lesfes nos tecidos (Hammond et al. 1884; McCord,1985;
Langer,1986; Sussman & Bulkley,1990). Essas lesdes por reoxigenagdo
esta bem documentada na Hteratura e relatou-se que as células do

parénquima de érgdos, as endotelials e os neutréfilos clrculantes sdo

importantes fontes geradoras de radicals livres {Freeman & Crapo,1882;
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Ratyeh ef ai.,1987; Bennett et at.,1887). Desta forma, devemos !embr_ar gue
os macréfagos durante a conservagéo. a frio estdo em hipoxia e apds o
procedimento de conservagZo as células foram cofocadas em melos
nutritivos, em uma estufa hiperoxigenada, cuja natureza aumentou o
metabolismo [evando 4 atividade fagocitaria e liberagdo de superéxido.
Este fato pode simular exatamente a situagdo do rim conservado ao ser
reimplantado, embora a pressao parcial de oxigénic do receptor seja
mener.

Considerando que existem macréfagos nos espagos
justaglomeruiares e no intersticlo renal e gue o transplante do rim envolve
perfodos de isquemia quente e fria seria Interessante efeger uma solugio
conservadora gque permitisse uma boa conservagdo dos tubulos, intersticio
e da vasculatura, mas que proporclonasse pouca ifiberacio das molécufas
de oxigénio reativas, pois se sabe que s3o altamente deletérios pois,
promovem peroxidacao de lipideos polinsaturados, reagem com protefnas e
consequentemente durante a conservagdo poderiam interagir com varias
estruturas do rim levando a lesdes e moite celular ( Freeman & Crapo,wsi
Slater, 1984). Além disto, tals elementos podem também funclonar como
fatores quimiotaxicos o que resultaria em uma amplagie da reacdo
imunolégica apés o transplante renal. E conhecido que em linhagens
celutares renais e em endoteliais as moléculas de oxigénio reativa
provocam sérias lesdes com consequente destacamento 2 lise celular
-(Andreoli,1890). Conslderando que a liberagic de radicais livres se
constitul em um marcador da atlvidade funcional de macréfagos, o aumento
na liberagdo de tals reagentes pode slgnificar ativagdo dessas celulas. De
acordo com Nathan (1987) e Johnston Jr.(1988) esta ativagio envolve a

secregdo de varlas substanclas, com largo espectro de atuagao, tais como,
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prostagiandinas e enzimas iisossomais, as quais, segundo Sussmann &
Buikley, 1880 estdo envolvidas nos procéssos de lesdo tecidual.

Os nossos resultados praticamente mostraram que as
solugdes conservadoras a 8¢C com excec¢do de Eure-Collins uma hora e
Collins 24 horas que apresentaram pouca liberacio de superdxido em
relagdo ac Controle (Melo RPMI-1640 + SFB a 37°C) os demals grupos
mantiveram a produgio do radical livre comparavel ac Controle a 37°¢C.
Portanto, de uma forma geral as situagdes experimentalis analisadas nédo
evitaram a liberacdo de superdxido. Isto mostra gue as solucdes
conservadoras foram eficazes na pfeservar;éo da atividade funcional dos
macréfagos avaliada pela dosagem da espécle de oxigénio reativo. Por
outro lado o grupo Controle a frio (Melo RPMI-1840 + SFB a 8°C) parece
imitar o metabolismo dessas c_éiu!as; no qud diz respelfto a producdo de
radicais livres, demonstrande de certa forma gue este tipo de solugao a frio
tem propriedades conservadoras o que se deve esperar considerando ¢
fato que esta selugdo tem e__lémentos _semeiha‘ntes ao plasima e gue por
isso deve funcionar efetivame;xte apenas a 37°C.

Nesta fase da discuss@o a analise destes resultados sobre a
atividade funcional ds macréfagos poderia indicar gue talvez sgja
interessante tentar montar uma- solugdo com baixa capacidade de
preservagdo de celulas do Sistema Fagocite-Mononuctear, pois Isto
caria diminuicas da atividade fagocitdria, da Hberag@o de reagentes
de oxigénlo, como também de outros fatores que poderiam propiclar
reagdes Inflamatérlas.

Além dessas observagoes o nosso modelo expetimental podetia se
constituir em um método capaz de avaliar oufros processos

fisiopatologicos que poderiam interferir na homeostasla do érgdo. Cumpre
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sallentar ainda que a cultura de macréfagos peritonials é relativamente
simples e ndo envolve a adigdo de enzimas para a sua remogdo do técldo, 0
que poderia interferir nas caracteristicas da membrana e
consequentemente infuenciar nas respostas obtidas durante ¢ processo de
conservacao,

Finaimente acreditamos que o macréfago peritonial possa ser
utitizado como "screening” de éoiucaes conservadoras e nestas condicdes
poderiamos  também  estudar a agd3o de algumas  drogas
imunossupressoras, antiinflamatorias e hormonals, gque possam estar
presentes no transplante renal, sobre os seus "receptores" ¢ possiveis
mecanismos de agﬁo'qug de alguma forma poderiam alterar a resposta
inflamatéria dessas r;é!ulaé em diversas situag¢des experimentals ou clinicas

que ocorrem durante o transplante renal.
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SUMARIO E CONCLUSOES

Neste trabalho analisamos o efeito de sofugdes conservadoras
utllizadas no transptante renal, como Collins, Eure-Colllns ¢ Solugdc da
Universld.ade de Wisconsin a 8°C, durante uma e 24 horas, sobre a
atividade funcional de macréfagos peritoniais de camundongo, em culiura.

A ét_tiv!dade funcional das células fol verificada através da
Atlvidade Fagocltaria e liberagdo do radical superoxido.

A analise da atividade fagocitaria en nosso protocolo,

revelou 0s seguintes resultados:

1 - EM UMA HORA DE CONSERVACAQ:

1. O grupe de macréfagos conservados em solugao de Euro-
Collins mostraram-se diferentes do Controle (Meio RPMI-1848 + SFB a 37°C)
e exibiram o menor indice Fagoclitario;
2. A comparagio estatistica entre o Controle {Melo RPMi-1640
+ SFB a 37°C) & os grupos Controle a frio (Melo RPMI-1640 + SFB a 8°C},
Collins e UW sem aditivos ndo revelou diferengas significantes;
3. Nio existiram diferengas significantes enfre os grupos

Controle a frio {(Meio RPMI-1640 + SFB a §°C), Collins e UW sem aditivos;.
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4. A anélise morfoldgica dos grupos experimentals ndo revelou

diferencas do grupo Controle (Meio RPMI-1640 + SFB a 37°C).

{l - EM 24 HORAS DE CONSERVACAO

1. Em todos os grupos experiméntais houve queda da
atividade fagocitaria com o aumento do tempo de ccns_ervagéo;

2. Tedos os grupos experimentais se apresentaram
estatisticamente diferentes do Controle {Melo RPMI-1640 +.SFB a 37°CY);

3. Macrdéfagos conservados em solucdo de Collins mostraram
o malor indice Fagocitario quando comaparado ao Contrele a frlo {Meio
RPMI -840 + SFB a 82C), Euro-Coliing e UW sem aditives;

4. Controle a frio (Mefo RPMI-1640 + SFB a 80C}, Euro-Collins ¢
UW sem aditivos apresentaram-se estétistlcamente iguals entre si;

5. A adicdao de dexametasona e insullna ha selugdo da
Universidade de Wisconsin f:r:dmoveu gqueda da atividade fagocitaria dos
macrofagos desse grupo;

6. O indice Fagocitario de macréfagos conservadbs em UW
cotn apenas o aditive insulina foi igual ao do grupo de UW sem aditivos;

7. A morfologia das células do Controle a fric {(Melo RPMI-1640
+ SFB a 8oC), Euro-Collins ¢ UW sem. aditives mostrou-se um pouco
distinta do encontrado no grupo Controle {Melo RPMI-1640 + SFB a 37°C) e
nos grupos conservados apenas por uma hora;

8. Céiulas conservadas em UW apresentaram muitas particuias

de zymosanh aderidas ao citoplasma;
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8. Macrofagos do gtupo de com 08 aditives miostraram-se

muito pequenos, nlcleo plendtico e pouco citoplasma.

Por outro lado, a analise da liberacido do &nion

superéxide no nosso protecolo, mostrou o5 seguintes dados:

| - EM UMA HORA DE CONSERVACAO:

1. Celuias do grupo Conirole a frio {(Melo RPMI-1840 + SFB a
8°C) ¢ Euro-Collins produziram pouco superédxido quando comparados ao
Controle {Meio RPMI-1840 + SFB a 37°C), Collins e UW sem aditivos;

2. Macrofagos- qonservados em Collins ¢ UW sem adltivos
liberaram quantidades de radlcal livre iguais ao Controle (Melo RPMI-1640

SFB a 37°C).

Il - EM 24 HORAS DE CONSERVACAO:

i. O grupo Controie a frio {felo RPMi-1640 + SFB a 8°C} e
Euro-Collins aumentaram a liberagio de superdxide com ¢ aumento do
tempo de conservagio;

2. Auinentou a iiberag@o de radical livre do grupo Controie a

frio (Meio RPMI-1640 + SFB a 8°C), mas os valores quantificados ainda
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mostraram-se estatistlicamente menores gue oS encohfrados nos grupos
Controle (Meio RPMI-1640 + SGB a 27°C) ¢ UW sem adltivos; |

3. A produgdo de superdxido encontrado no grupo de Collins
fol estatisticamente menor que o Controle {Melo RPMI-{640 + SFB a 379C}),
UW sem aditlvos e Euro-Collins. Mas, essa queda ndo foi estatisticamente
diferente do grupe de células conservadas em Collins por uma hora;

4. Macrofagos mantidoé em UW sem aditivos sempre
produziram quantidades de superdxido iguais ao Controle (Melo RPMI-1640

+ SFB a 37°C).

-Os dados obtidos nos permitiram as seguintes

conclusdes :

- O tempo ¢ a temperatura de conservacio, assim como, a
composicio Idnica das solugdes conservadoras afetou a atividade
fagocitaria de macréfagos peritenials em cultura;

- O sulfato de magnésio é importante no processo fagocltario;

- A dexametasona (18mg/l) diminuiu a atividade fagocitarla dos
macrofagos em cultura;

- As substancias de UW com o objetlvo de eliminar radicais

fivres nao foram eficlentes em nossas condigdes experimentals;
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- Praticamente, nenhuma solugdo eletrolitica a frlo diminulu ou
evitou a producdo das moléculas de oxigénio reatlvas, Este dado nos Indica
gue as lesdes dependentes desses radicals continuam a existir, podendo
lesar néfron, intersticio e outros tecldos. Assim, acreditamos gue ndo
exista ainda uma solugdo protetora, do ponte de vista quimico, em
condigdes anaerdbicas a frio.

-0 magﬁésio também & importante nos processos geradores
de moléculas de oxigénio reativas;

- Os dados do trabatho podem indicar que a metodologia
utilizatda podera permitir “screching” de solugdes conservadoras que sdo

empregadas ne transplante renal;
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SUMMARY

This work was designed to study the effect of several cold -
preserved solutions on the phagocyﬁc activity and superoxide production
by mouse peritoneal macrophages, In culture. The phagocytes were
Incubatad In RPMI-1640 supp!ementéd with 10% fetal bovine serum at 37°C
{Control), in the same solution at 3°C {Cold Control) and in three preserved
solutions, Collins, Eljro~(.‘.o!lins and University of Wisconsin (UW)} at goC,
during 1 or 24 hours.

in phagocytic activity protocol, the resuits showed that in 1
hour of cold preservation only the Euro-Coliins group was different of
control and b;her experimental groups. Macrophages preserved In Furo-
Collins solution during 1 hour showed the smallest phagocytic index. The
preservation by 24 hours promoted drop ‘of phagocytic activity In
eXperimental groups. All groups presented statistlcal differesnces when
compared with Control. The phagocytes preserved in Collins by 24 hours
exXposed the biggest phagocytic index when compared with Cold Control,
Euro-Collins and UW solution.

in other protocol, free radical production, the resuits showed
that Euro-Collins group produced little superoxide when compared with

Control, Collins and UW group. By the other hand, durlng 24 hours of
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preservation, macrophages preserved in Euro-Coiiins sofution reieased
superoxide like Control and UW groups. The Collins group showed little
release of superoxide when compared with Control, Euro-Collins and UW
solution.

These resuits led us to say that: the time and temperature of
preservation, as well as, the lonic composition of preserved solution
affected the phagocytic activity and the production of superoxide; Collins
and Euro-Coflins group always were different, so the magnesium sulfate
should be important in the functional activity of these cells; the preservéd
solutions didmt aveld the release of free radicals; and the substances of
UW utilized to eliminate free radicals were not efficient in our experimefztaﬂ

conditions.
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