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Introducao

As espécies reativas de oxigénio (EROS), como o
radical hidroxil (OH") e o anion superoxido (O,), sao
liberadas no citoplasma celular quando os
mastdcitos sdo estimulados por antigenos. Tais
espécies aumentam o stress oxidativo intracelular,
gerando moléculas inflamatérias que acentuam a
cascata de reacdes bioguimicas da célula e
exacerbam os sintomas alérgicos. Recentemente,
tem sido sugerido que as fungdes antioxidantes
estdo associadas as propriedades anti-inflamat6rias
e/ou imunosupressorasl. Assim, como a injaria em
tecidos celulares e a inflamacdo causada por
reacOes alérgicas levam ao aumento do stress
oxidativo, parece logico que bons antioxidantes
podem reduzir os sintomas causados por doencas
alérgicas. Espera-se, portanto, que substancias
conhecidas por sua atividade antioxidante sejam
efetivas na inibicdo de processos alérgicos. Essa
expectativa nos levou ao estudo da otimizagdo do
ensaio biolégico para deteccdo de EROs em
mastdcitos da linhagem RBL-2H3, para fins de
aplicacdo futura em estudos de atividade
antioxidante/antialérgica.

Resultados e Discussao |

Os niveis de EROS intracelular foram monitorados
usando o método classico, para macréfagos e
neutrofilos, baseado na oxidacdo da sonda néo-
fluorescente, 2’,7’-diclorodihidrofluorescin-diacetato
(H,DCF-DA)’>, a qual é oxidada para 2,7-
diclorofluorescin (DCF) tornando-se fluorescente.
Inicialmente, as células foram sensibilizadas com o
anticorpo anti-DNP-IgE e incubadas durante a noite.
A placa foi, entdo, centrifugada (1000 rpm, 5 min)
seguida da adicdo de 100 pL da sonda fluorescente,
incubacdo por 20 min e nova centrifugacdo para
eliminacdo do excesso da sonda. As células foram
estimuladas pela adicdo de antigeno (DNP-BSA), ou
ionoforo de calcio (A23187), incubadas por 60 min,
centrifugadas, e lisadas com Triton-X-100 0,1%, ou
DMSO, para liberagdo do conteldo intracelular. Por
fim, a fluorescéncia, foi monitorada no leitor de
fluorescéncia para microplacas (Biotek) nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo

35% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

iguais a 485 e 520 nm, respectivamente. Os valores
de fluorescéncia foram normalizados para facilitar a
comparacdo dos resultados. Inicialmente, foi
investigada a melhor substancia para lisar as células
e, para isso, foram comparados Triton-X-100 e
DMSO. No primeiro caso, a resposta aumentou de 1
para 1,50+0,08 para células sem estimulo e
estimuladas, respectivamente. Para o DMSO, néo
houve mudanca significativa, uma vez que o
aumento foi de 1 para 1,008+0,004. Posteriormente,
foram estudadas as condicbes adequadas de
estimulo celular utilizando o antigeno (DNP-BSA —
0,01 e 0,1 pg/mL) e o iondforo de célcio (A23187 —
0,5 e 5 pM). O melhor estimulo foi observado para o
antigeno na concentracdo de 0,01 pg/mL sendo que
a resposta aumentou de 1 (sem estimulo) para
1,25+0,11 (com estimulo). Para o ionéforo de calcio
a melhor concentragcdo foi de 5 puM com um
aumento de 1 para 1,070+0,007. Foi investigada,
também, a melhor suspensdo celular entre os
valores de 1,5x10°, 2,5x10° e 5x10° céls/mL. A
melhor resposta, independente do estimulo, foi
obtida para a suspensdo de 5x10° céls/mL cujo
aumento de fluorescéncia, com estimulo antigénico,
foi de 1 para 1,230+0,009. Finalmente, determinou-
se a concentracao ideal da sonda fluorescente entre
os valores de 1, 10, 50, 100 e 200 uM, com estimulo
antigénico e ionéforo de célcio, e observou-se que a
concentracdo com a melhor resposta foi a de 200
UM, com variagdo de 1 para 1,39+0,06 e estimulo
antigénico.

Conclusodes

Os resultados descritos acima sugerem que as
melhores condigbes para o ensaio bioldégico de
deteccdo de EROS em mastdcito sdo:

Triton-X-100 0,1% para lisar as células, estimulo
antigénico na concentracdo de 0,01 pg/mL,
suspensdo celular igual a 5x10° céls/mL e
concentracdo de H,DCF-DA igual a 200 puM.
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