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COMUNICACAO

[Communication]

Técnica de citometria de fluxo para avaliacao da producio de espécies
reativas de oxigénio pelas células do liquido sinovial de eqiiinos

[Cytometry flow techniques for evaluation of reactive oxygen species produced by equine synovial cells fluid]
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A citometria de fluxo tem sido amplamente
utilizada para se estudar as atividades fagociticas
de macrofagos e neutrofilos em humanos e
animais (Bassoe et al., 1983; Johannisson et al.,
1995). E considerada conveniente e mais pratica
que outras técnicas bioquimicas, para estudar a
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
produzidas por células durante o processo
inflamatoério. A metodologia citométrica elimina
a necessidade de separagdo prévia dos leucocitos,
que, além de consumir tempo, também ativa per
se a explosdo oxidativa celular. A produgdo de
ERO expressa na geragdo de peroxido de
hidrogénio dos macréfagos e dos neutrofilos
estimulados pode ser monitorada
quantitativamente por citometria de fluxo usando
o reagente 2’7’diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA) (Hasui et al., 1989). Também foi
demonstrado que a oxidacdo do DCFH-DA ¢
quantitativamente proporcional a concentragdo
de peroxido de hidrogénio gerado (Hirabayashi
etal., 1985).

A degeneracdo da cartilagem articular em
eqiinos tem sido atribuida a liberagdo de radicais
livres os quais degradam seus componentes, tais
como o colageno, os proteoglicanos e o
hialuronato (Monboisse ¢ Braquet et al., 1984),
além de prejudicar o metabolismo energético dos
condrdcitos (Kvam et al, 1995). O exame
convencional do liquido sinovial que leva em
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consideracdo aspecto, quantidade de proteina
total, viscosidade, contagem total de células
nucleadas e citologia indica a presenca ou nio de
um estado inflamatério intra-articular, mas ndo
permite uma avaliagdo mais pormenorizada da
atividade celular durante o processo inflamatério.

Este trabalho teve por objetivo verificar a
viabilidade da técnica de citometria de fluxo em
quantificar a producdo de ERO proveniente das
células do liquido sinovial de articulagdes
higidas e acometidas por artrite em eqiiinos.

Utilizaram-se sete amostras de liquido sinovial
de diferentes animais, colhidas de duas
articulagdes tibio-tarsicas (ArTT) e duas
metacarpo-falangeanas (ArMF) higidas, e de
duas articulagdes tibio-tarsicas (ArTT) e uma
metacarpo-falangeana (ArMF) inflamadas. O
liquido sinovial foi analisado segundo Hasui et
al. (1985). Para a obtencao do nimero necessario
de células para o ensaio realizaram-se
centrifugacdo e posterior ressuspensdo das
amostras em solugdo tampdo de fosfato. A
magnitude da produgdo de ERO foi verificada
pela técnica de citometria de fluxo utilizando-se
um citémetro de fluxo' em que a produgio de
ERO basal ¢ induzida pela Staphylococcus
aureus foi quantificada pela intensidade média
de fluorescéncia/célula emitida pelo DCFH
analisada pelo software Cell Quest Pro. As
populacdes celulares, tais como linfocitos,
neutréfilos, macréfagos e sinovidcitos nao
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puderam ser fenotipicamente reconhecidas
devido a ndo utilizagdo de marcadores
especificos para cada populagdo. Contudo,
baseando-se nas propriedades de tamanho e
granulosidade de amostras de sangue periférico
de eqiiinos (Raidal et al., 1998), as quais sdo
representadas em citogramas padrdes, foi
possivel diferenciar populagdes mononucleares
(MN) das polimorfonucleares (PMN). Além
disso, fez-se a analise morfoldgica convencional
por microscopia optica.

Na Fig. 1A, B, C e D sdo apresentadas quatro
citogramas tipicos dos leucocitos do liquido
sinovial, representando o perfil de uma ArTT
higida, uma ArTT inflamada, uma ArMF higida
e uma ArMF inflamada, respectivamente. As
células MN e as PMN correspondem, nos
citogramas, as regides ou gates Rl e R2,
respectivamente. Observou-se maior densidade
de PMN apenas nas articulagdes inflamadas,
confirmado pela analise morfologica das células
dos liquidos sinoviais ao microscopio optico. A
intensidade média de fluorescéncia emitida pelas
células das respectivas amostras de liquido
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sinovial ¢ apresentada na Tab. 1. A produgdo
basal (sem estimulo) de ERO das células
presentes nas articulacdes higidas e inflamadas,
tanto da ArTT como na ArMF, apresentaram
valores homogéneos. No entanto, quando as
células das articulagbes inflamadas foram
incubadas com a S. aureus (estimulo), foi
verificado um incremento no valor de
fluorescéncia média emitida por estas células
quando comparado com valores das células
provenientes das articulagdes higidas apoés a
estimulacdo. Esse fato sugere que as vias de
ativagdo para o desencadeamento da produgéo de
ERO induzida por bactérias podem estar
facilitadas nas células previamente ativadas pela
injuria local. Estes resultados demonstraram que
a técnica de citometria de fluxo foi capaz de:
avaliar a produgdo de ERO das diferentes
populagdes celulares do liquido sinovial de
eqiinos; identificar mudangas nas caracteristicas
morfologicas das células presentes nas
articulagbes inflamadas; e identificar uma
diferenca na densidade de células do liquido
sinovial quando comparadas duas articulagdes.
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Figura 1. Citogramas representando as populagdes celulares presentes. A: ArTT higida. B: ArTT
inflamada. C: ArMF higida. D: ArMF inflamada. As regides R1 e R2 correspondem as células
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN), respectivamente. Dentre as células MN estdo os
linfocitos, mondcitos e sinovidcitos e dentre os PMN, os neutréfilos e eosinofilos.
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Tabela 1. Valores da intensidade média de fluorescéncia (unidades arbitrarias), emitida pelas células
provenientes de articula¢des higidas e inflamadas de eqiiinos
Articulag@o tibio-tarsica

Articulagdo metacarpofalangeana

Tubo Higida Inflamada Higida Inflamada
MN PMN MN PMN MN PMN MN PMN
PBS 2,2 32 2,7 1,3 2,8 2,9 2,1 3,1
DCFH 34,0 26,1 37,0 30,1 54,2 23,4 35,6 33,2
S.aureus 145,2 55,0 370,44 152,3 121,0 47,8 330,2 143,2

MN= células mononucleares; PMN= células polimorfonucleares; PBS= solugdo de tampao fosfato; DCFH=2"7"diclorofluoresceina.
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ABSTRACT

Using the cytometry flow analysis and adapting the method proposed by Hasui et al. (1985), it was
possible to quantify the reactive oxygen species (ROE) produced by distinct cell populations of the
synovial fluid from rigid and inflamed joints in horses, and to identify an increase in the
polymorphonuclear cells population densities in the inflamed joints. These data strengthen the premise
that cytometry flow techniques can contribute for future researches on the articular cartilage
degeneration in horses.
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