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Efeito de Metabalito do Triptofano
Sobre a Capacidade Fagocitaria em
Neutrofilos de Ratos

Effect of Tryptophan Metabolite on
Phagocytic Capacity in Rat Neutrophil

RESUMO

A auxina acido indol-3-acético (AIA) pode ser encontrada nos animais
devido a sua sintese a partir do triptofano, pela absorcao intestinal via producéo
bacteriana e pela absorcdo intestinal via dieta rica em AIA. Em células com alta
atividade de peroxidase como os neutréfilos e macréfagos o AIA atua como
proxidante e naquelas em que a atividade desta enzima é baixa atua como um
antioxidante. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da administragao de
AlA sobre a funcionalidade de neutrdfilos e metabolismo oxidativo em figado de
ratos. Foram utilizados ratos Wistar controles (receberam apenas tampao fosfato
salina) e tratados com AIA via subcutanea e intragastrica a 1mg (T1), 2mg (T2) e 18
mg (T3) por kg de massa corpérea por dia. Foi avaliada a capacidade fagocitaria,
producao de perdxido de hidrogénio (H,0,) e a atividade de enzimas antioxidantes.
A acao do AIA no figado foi avaliado pela atividade da catalase e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDh). Utilizou-se o teste de Tukey para a andlise de significancia
estatistica entre controles e os tratamentos. A administracdo subcutanea de AIA
proporcionou aumento significativo de atividade fagocitaria dos neutréfilos em 51%
somente para T2 e T3. Entretanto, para a administracdo intragastrica T1, T2 e T3
conduziram ao aumento significativo da fagocitose em neutréfilos em 36%, 71% e
73% respectivamente. A geracdo de H,0O,, atividade da catalase e da superdxido
dismutase nos neutrdfilos ndo apresentou diferenga significativa sob ambas as vias
de administracdo. Apenas a atividade da catalase apresentou diminuicdo
significativa no figado, para o tratamento subcutdneo sob as doses T2 e T3 (19% e
30% respectivamente) e para o tratamento intragastrico sob a dose de T3 (19%).
Conclui-se que o AlA sob as diferentes vias de administracdo, subcutanea ou
intragastrica, apresentou potencialidade para o uso em animais, visto aumentar a
capacidade fagocitdria dos neutrdfilos e ndo apresentar acdo proxidante tanto para
0s neutrofilos quanto para o figado dos ratos.

SUMMARY

The auxin indole-3-acetic acid (IAA) can be found in animals by our
tryptophan synthesis, our production by intestinal bacteria and by a diet rich in IAA.
In cell with high peroxidase activity such as neutrophils and macrophages this
compound leads to marked proxidante effect and in cells with low peroxidase
activity this is an antioxidant. In this study was to investigate the effect of IAA in
neutrophil function available by phagocytic capacity, hydrogen peroxide (H,O,)
production and antioxidant enzymes. The IAA effect on liver was available by
activities of catalase and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDh). The Wistar
rats received IAA by subcutaneous or intragastric administration in a phosphate
buffer saline (the control group received only the phosphate buffer saline). The
other groups received IAA at concentrations of 1 mg (T1), 2 mg (T2), and 18mg (T3)
per kg of body mass per day. Comparison between control group and treatments
were analyzed by Tukey's test. The treatments imposed increased the phagocytic
capacity by subcutaneous (51%) for both T2 and T3, or by intragastric
administration (36%, 71% e 73%) respectively, at T1, T2 and T3. However, in both
source of administration the acid did not alter the H,O, production, catalase and
superoxide dismutase activities in neutrophils. Only catalase activity has shown a
significant decrease in liver by subcutaneous from T2 and T3 (19% and 30%,
respectively) and by intragastric from T3 (19%). Evidence present herein that IAA
increase of phagocytic capacity and did not have a proxidante effect in neutrophil
and liver. So, these effects of IAA were independent the way of administration. In
conclusion, the IAA administration has a good potential animal utilization for
increasing the phagocytic capacity with no prooxidant effect.
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1. INTRODUCAO

O 4acido indol-3-acético (AIA) é um metabdlito do
aminoacido triptofano produzido nas células vegetais, animais
e alguns microrganismos (GORDON et al., 1972; MILLS et al.,
1991). Por ser uma auxina, o AlA é largamente distribuido nos
brotos, folhas jovens, flores e frutos das plantas. Alimentos ricos
em triptofano como o leite e a uva quando processados na
presenca de microrganismos produzem compostos indodlicos
dentre eles o AIA. O triptofano e seus metabdlitos,
especialmente o AlA, sao considerados potentes precursores
da 2-aminoacetofenona em diferentes produtos alimenticios
causando diferentes “off-flavor”, sendo responsavel por um
atipico flavor de envelhecimento (untypical aging off-flavor,
UTA) principalmente em vinhos (DOLMANN et al., 1996;
CHRISTOPH et al., 1999; HOENICKE et al., 2001) e em queijos
tipo Cheddar (WEIMER et al., 1997, UMMADI & WEIMER,
2001). Assim, a presenca de AIA nos animais pode ser devida a
trés vias: a) sintese a partir do triptofano (GORDON et al.,
1972); b) absorcao intestinal via producdo bacteriana e ¢
absorcao intestinal via dieta rica em AIA (WEISSABACH et al.,
1959; MARTINEZ et al., 1993).

O AIA em células com baixa atividade de peroxidase
atua como antioxidante frente a preservacdao de sémen
(TONIOLLI et al., 1996) e como antiinflamatério tépico (JONES
et al., 1995). Entretanto, na presenca de peroxidase este
composto atua como um proxidante avaliado pelo aumento da
formacao das espécies reativas de oxigénio (EROS) (CANDEIAS
etal., 1995; CANDEIAS et al., 1997), pela sua citotoxicidade (DE
MELO et al., 2004 e 1997; FOLKES & WARDMAN, 2001),
inducdo da peroxidacao lipidica e lesbes em acidos nucléicos
(FOLKES et al., 1999). O estresse oxidativo causado pelo
sistema AlA-peroxidase compde a base dos estudos e emprego
deste sistema na terapia do cancer (“enzyme/produg”) (GRECO
et al., 2000), e da proposta de aumento da atividade
microbicida por neutrdfilos e macréfagos em cultura (DE MELO
etal., 1998).

As espécies reativas de oxigénio podem exercer papel
importante nos processos oxidantes microbicidas, bem como
mediadores da inflamacao e da lesao tecidual. A maior parte do
oxigénio consumido durante as atividades fagocitarias e
secretdrias dos neutrdfilos e macrofagos é convertida
diretamente em anion superoxido pela NADPH-oxidase, que é
rapidamente convertido em perdxido de hidrogénio e radical
hidroxil. Os neutrdfilos (leucdcitos polimorfonucleares)
apresentam uma importante fun¢ao eferente (fagocitose e
degranulagao) e aferente (liberacéo de citocinas imunoldgicas)
ligadas as respostas imunoldgicas. A fagocitose e a
degranulagao sao as fungbes primarias dessas células, em que
0s microrganismos e/ou particulas séo fagocitados e digeridos
por uma combinacdo de enzimas e/ou espécies reativas de
oxigénio (TERR et al., 2001). Essas células possuem um eficiente
sistema antioxidante enzimatico para autoprotecdo contra as
espécies reativas de oxigénio, pela acao da catalase e do ciclo da
glutationa peroxidase-glutationa redutase o peroxido de
hidrogénio e outros hidroperdxidos, respectivamente, sio
conduzidos a compostos com baixos poderes oxidantes.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia da administracao de AIA sobre a funcionalidade de
neutrdfilos de ratos. Para tal, foram realizados experimentos
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com ratos controles e tratados com AlA via subcutdnea e
intragastrica em trés doses diferentes. Foram avaliadas a
capacidade fagocitaria, producdo de perdxido de hidrogénio e
a atividade de enzimas antioxidantes nestas células. Para avaliar
o efeito do AIA no figado foram determinadas a atividade da
catalase e glicose-6-fosfato desidrogenase. A glicose-6-fosfato
estd ligada a geragao de NAPDH pela via das pentoses, um co-
substrato importante para a manutencdo do estado redox da
célula.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e tratamentos

Ratos machos Wistar (150-200 g) foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada e ciclo claro/escuro de
12 horas. Os ratos foram criados e tratados no biotério do
Departamento de Ciéncias Basicas -ZAB da FZEA -USP em
Pirassununga, SP

Os ratos foram divididos aleatoriamente formando
quatro grupos (quatro animais/grupo): 1) grupo controle (C)
que recebeu 1ml de tampao fosfato salina, 10 mM e pH 7,4
(phosphate-buffered saline, PBS); 2) grupo tratado (T1) que
recebeu solucdo de AIA em PBS (1mg/Kg de massa corporea); 3)
grupo tratado (T2) que recebeu solucao de AIA em PBS (2mg/Kg
de massa corpdrea) e 4) grupo tratado (T3) que recebeu solugao
de AIA em PBS (18mg/Kg de massa corpérea). Os animais
receberam as doses de AlA, via subcutanea ou via intragastrica,
diariamente durante 14 dias e no 15° dia foram sacrificados
numa guilhotina. Estes procedimentos experimentais foram
aprovados pelo comité de Etica-Animal local.

2.2 Obtencao das células

Os neutrdéfilos foram obtidos da cavidade
intraperitoneal (ip) apds 4 horas da injecao ip de glicogénio 1%
em PBS, 10mM e pH 7,4. As células foram centrifugadas a 800 x
g durante 10 minutos (CIENTEC, modelo CT 5000, Brasil) e
ressuspendidas em PBS, 10 mM e pH 7,4. As células viaveis (>
98%) foram determinadas por exclusao em azul de tripan
(0,4%) em PBS e contadas numa camara de Neubauer usando
microscopio de luz (QUIMIS, modelo Q-106-1, Brasil).

2.3 Atividade enzimatica

O meio de extracdo da superdxido dismutase (SOD) e
da catalase (CAT), consistiu de tampao fosfato de sédio (10 mM)
e pH 7,5. A atividade maxima da SOD foi determinada de
acordo com a taxa de redugdo do citocromo c pelo dnion
superoéxido a 25°C acompanhada espectrofotometricamente a
550nm (BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971). O sistema xantina-
xantina oxidase foi utilizado como fonte de anion superéxido. A
SOD da amostra competiu pelo anion superéxido, inibindo a
taxa de reducao do citocromo c. O meio de ensaio foi composto
pelo citocromo c (1M), xantina (50M), EDTA (100M) e tampao
fosfato de sédio (50mM, pH 7,8). Neste ensaio o primeiro passo
foi adequar a quantidade de xantina oxidase necessaria para a
reducdo do citocromo ¢ em 0,03 unidades de absorbancia por
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minuto, 1 unidade de atividade de SOD corresponde a 50%
deste valor. A atividade médxima da CAT foi avaliada pelo
consumo de perdéxido de hidrogénio
espectrofotometricamente a 240nm e 25°C (BECKMAN, DU-
70, Alemanha). O meio de ensaio foi composto por tampao
fosfato de potassio (50 mM) e perdxido de hidrogénio (10 mM).

O meio de extracao da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDh) consistiu de Tris-Cl (50mM) e EDTA (1
mM) e pH 7,4 e 8,0, respectivamente. A atividade maxima da
G6PDh foi determinada com base na formacao de NADPH
monitorado espectrofotometricamente a 340nm (BERGMAYER
etal., 1974).

2.4 ProducaodeH,O,

A produgéo de H,O, foi avaliada pelo método de
vermelho de fenol (PICK & MIZEL, 1981). Este método é
baseado na conversao de vermelho de fenol, pela acdo de
peroxidase e H,0, produzido pelas células (2 x 10° células/ml),
em um composto colorido, que foi quantificado no
espectrofotdmetro a 620 nm apds 45 min de ensaio.

2.5 Capacidade fagocitaria

A capacidade fagocitaria dos neutrdfilos foi avaliada
de acordo com a porcentagem de células que englobaram 3 ou
mais particulas de zimozan opsonizado. As particulas de
zimozan (Sacharimyces cerevisae) (14mg/ml de PBS) foram
opsonizadas com 1ml de soro de ratos normais (0 processo
levou 30 minutos a 37°C). As células (2 x 10°cel/ml) em 1ml de
PBS contendo (2%, v/v) soro albumina livre de acidos graxos,
em presenca de glicose (5mM) e zimozan opsonizado a 37°C
durante 30 minutos. O numero de células que englobaram 3
ou mais particulas foi determinado numa camara de Neubauer
através de microscépio de luz, utilizando como corante solugao
de cristal de violeta 1% em acido acético (SALMON et al., 1987).

2.6 Determinacao de proteinas

O conteulido de proteinas dos extratos de células ou
de figado foi determinado espectrofotometricamente pelo
método descrito por BRADFORD (1976), usando soro albumina
bovina para construcao da curva padrao.
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2.7 Analise dos dados

Os resultados foram expressos como a média erro
padrao da média. A analise de significancia estatistica entre um
grupo e outro foi realizada pelas médias do teste t de Student 's
e para a analise comparativa entre tratamentos (varios grupos)
utilizou-se o teste de Tukey. Todas as determinacdes foram
realizadas em triplicata em trés experimentos diferentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 encontram-se os dados referentes a
capacidade fagocitaria e producado de perdxido de hidrogénio
pelos neutrdfilos dos animais controles e dos que receberam
administracao subcutanea e intragastrica de AIA em trés doses
diferentes. A administracao subcutanea de AIA proporcionou
aumento significativo de atividade fagocitaria dos neutréfilos
em 51% para as doses de T2 e T3, analise realizada entre os
controles e os tratamentos, sendo que a administracao deste
acido sob a dose T1 nao apresentou alteracao significativa.
Entretanto, todas as doses T1, T2 e T3 para a administracao
intragastrica conduziram ao aumento significativo da
fagocitose dos neutréfilos em 36%, 71% e 73%
respectivamente, andlise realizada entre o controle e os
tratamentos. A geracdo de perdxido de hidrogénio nao
apresentou diferenga significativa entre os neutrdfilos dos
animais controles e dos tratados.

Durante a fagocitose de um microrganismo ou de
fragmentos de tecidos, ocorrem inUmeros processos celulares
incluindo diapedese, endocitose, explosao oxidativa e secrecao
de enzimas e compostos imunomodulatérios (UNDERHILLE
OZINSKY, 2002). A combinacao destes processos resulta na lise
e a digestao bacteriana e/ou de particulas. Com o aumento da
explosao oxidativa durante a fagocitose, inerente ao
metabolismo nao-mitocondrial, ocorre a geracao de espécies
reativas de oxigénio inclusive o perdxido de hidrogénio
(KARLSSON & MARKLUND, 1988; ROSEN et. al., 1995). O acido
indol-3-acético aumenta a capacidade fagocitaria e producéo
de perdxido de hidrogénio de neutréfilos em cultura (DE MELO
etal., 1998). Entretanto, este aumento da geracdo peréxido de
hidrogénio esta associado a citotoxicidade e desenvolvimento
do processo de morte celular denominado de apoptose em
neutrdfilos (DE MELO et al., 2004). No presente trabalho

Tabela 1 Efeito da administracdo subcutanea e intragastrica de acido indol-3-acético (AlA) sob a capacidade fagocitaria (%) e producao
relativa de H,O, (% relativa ao controle) em neutrdfilos de ratos controles (C) e tratados com AlA nas doses de 1mg (T1), 2mg (T2) e 18mg

(T3) porKgde massa corporea.

Fagocitose (%)

Producao de H,0, (% relativa)

Tratamentos - — — —
Subcutaneo Intragastrico Subcutaneo Intragastrico
C 45,9 2,6 100 100
T1 57.8 3,2 60,5 3,3* 108,3 34,0 104,0 9.6
T2 69,2 3,9* 75,9 4,8* 113,9 47,3 93,2 15,5
T3 69,3 5,3* 76,9 4,6* 88,0 17,6 113,7 15,9

*p < 0,05 para controles em relacdo aos tratamentos.

Os resultados estdo expressos como a média erro padrao da média para trés experimentos realizados em triplicata.
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observamos o aumento da capacidade fagocitaria sem
alteracdo da producédo de perdxido de hidrogénio.

Apesar da fagocitose in vivo representar um complexo
processo em que requer uma coordenada ativagao de enzimas,
producdo de moléculas sinalizadoras e de mediadores da
resposta imune (UNDERHILL et al., 2004), os resultados
apresentados no presente trabalho sugere que a administracao
de AIA poderd aumentar a capacidade fagocitdria dos
neutréfilos nos animais.

Por outro lado, a atividade das enzimas antioxidantes
catalase e superdxido dismutase em neutrdfilos nao sofreram
alteracao perante o tratamento com o AlA (Figura 1) em ambas
as vias de administragao. Estes resultados sdo condizentes com
a inalterada producao de perdxido de hidrogénio pelas células
dos animais que receberam este acido. Conclui-se que o AIA
nao agiu como um proxidante para os neutrofilos.

A figura 2 apresenta os resultados obtidos da
atividade de catalase e glicose-6-fosfato desidrogenase em
figados dos animais controles e dos tratados vias subcutanea e
intragastrica. A atividade da enzima antioxidante catalase
diminuiu significativamente em 19% e 30% nos grupos T2 e T3
em relagdo ao controle, respectivamente; sendo que a dose
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oferecida ao grupo T1 ndo mostrou alteragao significativa.
Entretanto, o AIA administrado por via intragastrica sob a dose
T3 diminuiu significativamente em 19% e nenhuma alteracao
foi detectada na atividade desta enzima hepatica para as doses
de T1 e T2, todas as andlises realizadas em relacdo ao grupo
controle. A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase,
enzima chave da via das pentoses, também nao foi alterada
pela administracdo de AIA. Estes resultados nos mostram que o
AlA nao atua como um proxidante deduzido pela diminuicao
da atividade da catalase e pelo inalterado estado redox dado
pela atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o AIA sob ambas as vias de
administracdo, subcutanea ou intragastrica, apresenta
potencialidade para o uso em animais, visto aumentar a
capacidade fagocitaria dos neutrdfilos e por ndo apresentar
agao proxidante tanto para os neutréfilos quanto para o figado
dos ratos.

304 B [ Subcutédneo
25 I Intragastrico
20 4
15
10

5 4

SOD pmol/min/mg de proteina

Cc ™ T2 T3

Figura 1 Atividade da catalase (CAT, 1A) e superoxido dismutase (SOD, 1B) em neutrdfilos dos animais controles (C) e tratados sob as
doses Tmg (T1), 2mg (T2) e 18 mg (T3) de AIA por Kg de massa corpdrea do animal, vias subcutanea e intragastrica. Os resultados estao
expressos como a média erro padrdo da média para trés experimentos realizados em triplicata. As atividades das enzimas estdo em
mol/min por mg de proteina.
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Figura 2 Efeito da administracao de AIA sobre a atividade da catalase (CAT, 2A) e da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDh, 2B) em figado de ratos controles (C) e tratados sob as doses 1mg (T1), 2mg (T2)
e 18 mg (T3) de AlA por Kg de massa corpérea do animal, via subcutanea e intragastrica. *p > 0,05 em
relacao ao controle. Os resultados estao expressos como a média + erro padrao da média para trés
experimentos realizados em triplicata. As atividades das enzimas estao em umol por g de tecido Umido.
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