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1 RESUMO

Dados da literatura tém demonstrado que a Crotoxina (CTX), toxina majoritaria do veneno
de serpente Crotalus durissus terrificus (VCdt) apresenta efeitos imunomodulatério e anti-
inflamatorio. Apesar das ag@es inibitorias sobre a migracdo de neutrofilos, bem como sobre a
atividade fagocitica destas células, esta toxina ndo altera, diretamente, a atividade microbicida por
neutrdfilos ativados por PMA. Por outro lado, a CTX intensifica a geracdo dos reativos
intermedidrios do oxigénio e do nitrogénio por macréfagos, células fundamentais para 0s
mecanismos da defesa inata. Recentemente, nosso grupo constatou que neutréfilos, quando co-
cultivados na presenca de macrofagos previamente tratados com CTX ou incubados com o
sobrenadante da cultura destes macrofagos, apresentaram aumento da capacidade de burst
oxidativo, sobretudo ap6s o estimulo com PMA, evidenciando que macréfagos pré-tratados com
CTX atuam como indutores na ativagdo de neutrofilos, células que adquirem propriedades
funcionais e metabdlicas distintas, importantes para sua acdo microbicida em processos
fisiopatologicos. Apesar dessas evidéncias, 0s mecanismos envolvidos nesta acéo
imunomodulatéria de macrdfagos tratados com CTX sobre a atividade funcional e secretéria de
neutrofilos ndo foram ainda determinados. Baseados nestes fatos, nosso objetivo é investigar a
atividade funcional e os possiveis mediadores secretados por neutréfilos durante o ensaio de co-
cultura na presenca de macrofagos tratados com CTX. Para tanto, serdo avaliados os seguintes
objetivos especificos: 1) Determinar a capacidade fungicida de neutréfilos co-cultivados por 4
horas, 12 horas e 24 horas, com o sobrenadante de macréfagos previamente tratados com a CTX ou
apenas meio de cultura (controle), estimulados com LPS e 2) determinar a concentracdo TNF-a,
IL-1B, CINC-2 a/f e NO em: a) sobrenadantes das monoculturas de macrdéfagos e neutréfilos
tratados com a CTX, ap6s 4 horas, 12 horas e 24 horas; b) nas co-culturas entre neutrofilos e
macrofagos previamente tratados com a CTX, estimulados com LPS por 4 horas, 12horas e 24
horas; c) nos sobrenadantes de neutréfilos submetidos ao ensaio de atividade fungicida, apds o co-
cultivo por 4 horas, 12 horas e 24 horas na presenca de macrofagos, previamente tratados com a
CTX, estimulados com LPS. Os resultados obtidos demonstraram que neutréfilos co-cultivados na
presenca de sobrenadantes obtidos de cultura de macrofagos, previamente tratados com a CTX,
apresentam importante aumento da capacidade fungicida. Esta atividade esta associada apenas a
producdo de TNF-a, na fase inicial do co-cultivo (4 horas) e com a producéo significativa de NO,
mediador fundamental para potencializar a capacidade metabdlica de neutrofilos e,
consequentemente, a atividade microbicida destas células. Portanto, este estudo aponta que as
espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio e o TNF-a séo os principais mediadores envolvidos

nas agdes modulatdrias da CTX sobre a resposta inflamatéria associada a infecgao.

Palavras-chave: Crotoxina, Macréfagos, Neutréfilos, Inflamagdo, Oxido nitrico, Citocinas, Co-

Cultura.
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2 INTRODUCAO

2.1 Resposta Inflamatoria — Consideracdes Gerais

Doencas caracterizadas por inflamacéo sé&o ainda, nos dias de hoje, uma importante
causa de mobilidade e mortalidade nos humanos. A palavra inflamacdo, do grego
phlogosis, e do latim flamma, significa fogo, area em chamas. O processo inflamatorio ndo
é uma doenca, mas uma resposta sem especificidade, cuja doenga vinculada a inflamacgéo

estd no desequilibrio desta resposta (Rocha-e-Silva e Garcia Leme, 2006).

DescricBes dos sinais clinicos da inflamagdo sdo datados desde a antiguidade nos
papiros egipcios, aproximadamente 3000 a.C, porém o primeiro autor a identificar os sinais
cardinais da inflamacgdo foi Celsius, um escritor romano do século | d.C, que relatou as
primeiras descrices do processo inflamatério como o aumento do fluxo sanguineo,
dilatacdo de pequenos vasos, rubor, aumento da permeabilidade vascular, tumor, que
conduz um aumento na temperatura local, calor, a passagem de células circulantes e dor
local, dolor. A perda de funcéo, quinto sinal clinico foi adicionado por Virchow (Aller et

al., 2006; Rocha-e-Silva e Garcia Leme, 2006).

O processo inflamatorio é uma resposta do organismo a injuria que ocorre no tecido
conjuntivo vascularizado. Essa resposta independente da natureza do estimulo lesivo é
composta por eventos sensoriais (nervosos), vasculares, celulares e linfaticos que atuam de
maneira inter-relacionada com a finalidade de eliminar o agente lesivo restituir o tecido

lesado e recuperar a homeostasia do organismo (Kumar et al., 2005).

A fase imediata que se refere a fase nervosa, diz respeito a uma resposta motora,

sensitiva, onde ha o predominio de corticoides, nociceptores, provenientes do SNC e do
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sistema motor somatico, que sdo gerados imediatamente apds a lesdo, responsaveis pela

percepcéo da dor (Kuchel, O., 1991; Rosman, et al., 2005).

As manifestagdes uniformes que caracterizam a resposta inflamatoria séo
decorrentes da agdo de mediadores quimicos, liberados ap6s o estimulo lesivo que atuam
de maneira inter-relacionada em todos os eventos da resposta inflamatoria (Rocha e Silva
& Garcia-Leme, 1972; Ferreira & Vane, 1973; Majno & Joris, 2004). Esses mediadores
podem ser originados do plasma, tais como 0os componentes do sistema complemento, do
sistema de coagulacgdo e as cininas ou ainda originados de células e de tecidos, tais como a
histamina, a serotonina, os metabdlitos do acido araquidbnico, o fator de ativacdo
plaquetéria, o 6xido nitrico e as interleucinas (Rankin, 2004; Majno & Joris, 2004, Kumar

et al., 2005).

Imediatamente apds o estimulo lesivo, as acdes desses mediadores geram alteracGes
vasculares que compreendem em alteracGes hemodinadimicas, que culminam com o
extravasamento de proteinas plasmaticas para o tecido adjacente, onde ocorre uma
vasoconstricdo transitoria seguida de uma vasodilatacdo observada, principalmente, nas
vénulas pos-capilares. Essas alteraces sdo seguidas por mudancgas estruturais na parede do
vaso caracterizadas, principalmente, pela contracdo da célula endotelial e abertura de
juncoes entre essas células. Essas aberturas levam ao aumento da permeabilidade vascular
e conseguente extravasamento de proteinas plasmaticas para o tecido intersticial (Kowal-
Vern et al., 1997; Rankin, 2004), o que caracteriza 0 edema inflamatério (Janeway &
Travers, 1994; Vane, 1994; Blake & Ridker, 2001; Tedgui & Mallat, 2001). Ainda, em
consequéncia ao extravasamento plasmatico ocorre 0 aumento da viscosidade sanguinea e
a reducdo do fluxo sanguineo. Essas alteracdes hemodindmicas geram a estase sanguinea e
cooperam para a migracdo leucocitaria e marginacdo destas células para o tecido

extravascular (Kumar et al., 2005). Formando um complexo denominado interagdo
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leucdcito-endotélio, na qual, ocorre através das juncdes das células endoteliais adjacentes
(via para celular), ou ainda, em alguns casos, através do corpo celular (via transcelular) e,
subsequentemente a migracao destas células para o estimulo lesivo (Engelhard & Wolburg,

2004; Carman & Springer, 2004).

Além disso, esses mediadores promovem a destruicdo do agente lesivo e ativacdo
das células imunes, onde, a acumulacdo e subsequente ativacdo de leucdcitos sdo eventos
essenciais na patogenicidade da inflamacdo. Esses mediadores sdo sintetizados e
secretados biologicamente atraves dos metabdlitos do &cido araquidénico, que degradam
os fosfolipidios de membrana celular, e em seguida sdo liberados, sua degradacdo é dada

pela acdo das enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases (Crowley, 1996).

O recrutamento de células para o foco inflamatorio é um fenémeno fundamental na
resposta inflamatdria que envolve a interacdo especifica e a consequente sinalizacao
bidirecional entre as células endoteliais e os leucocitos. Essa interacdo € mediada por
moléculas de adesdo e pela liberacdo de mediadores inflamatdrios, tais como: citocinas
(IL-1; TNF-a, fator de necrose tumoral o), quimiocinas (MCP-1, macrophage

inflammatory protein-1), fragmentos do sistema complemento (C5a) e outros.

O processo de migracao transendotelial dos leucécitos ocorre em diferentes fases:
inicialmente, os leucdcitos rolam sobre o endotélio, em seguida se aderem firmemente a
superficie deste e, migram em direcdo ao foco inflamatdrio. Esses eventos sdo
denominados, respectivamente, de rolling, adesdo e migracdo e, envolvem a expresséo de
moléculas de adesdo, entre estas, as selectinas, as integrinas, as imunoglobulinas e 0s seus
ligantes (Springer et al., 1995; Rankin, 2004). A interacdo entre essas moléculas de adeséo
e seus respectivos ligantes, permite que os eventos de rolling, adesdo e migragéo

leucocitaria ocorram de forma dinamica no decorrer do processo inflamatério.
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As primeiras células a migrarem para o foco inflamatério sdo os leucdcitos
polimorfonucleares, particularmente os neutréfilos (Rankin, 2004; Kumar et al., 2005). O
exsudato celular é caracterizado, na fase inicial da resposta inflamatdria, pela presenca
predominante destas células e, posteriormente, pela predominancia de células
mononucleares, mondcitos e macréfagos. Uma vez no sitio inflamatdrio, essas células
iniciam o processo de fagocitose do agente lesivo e dos debris celulares (Auger & Ross,
1992). Sendo, os macrofagos e os neutrofilos componentes celulares centrais deste sistema

(Silva, 2010 a e b) (Figura 1).

tegrin activakion Mgiation
Ralling ey Statin v
Lbinyte — ShatLaws X-enocitod gyoopoten
—— Wtugrin fow-affirsty state)

e ey s e d e - ——— gt ——— —
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(THF, IL1) e U o

Lmer e @ Rottams & Cotran PeNoioge Baves of Divemse, Bth CObon
Copyrght £ 2000 by Ssuncers, an imgrint of Elsevier, Inc. AR nghts reserved

Figura 1. Processo inflamatério - (reacdo local do tecido vascularizado em resposta a injuria). Fonte:

www.studyblue.com

2.2 Caracteristicas e Func¢des dos Neutrofilos
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Os neutrofilos sdo células efetoras essenciais na resposta autoimune, ja que,
formam a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores, pois sao rapidamente
recrutados no sitio da infeccdo ou inflamacao, onde eles detectam patdgenos invasores por
meio de mecanismos microbicidas que incluem fagocitose, liberacdo de enzimas, espécies

reativas do oxigénio (EROs), entre outros (Sadik and Luster, 2012).

Uma das principais caracteristicas destas células é a sua habilidade em se direcionar
a compartimentos diferentes em resposta de diferentes injarias. Sob condigdes
homeostaticas a medula 6ssea funciona como o principal reservatorio para neutrofilos.
Durante a resposta inflamatdria aguda os neutréfilos sdo rapidamente recrutados da medula
Ossea em direcdo aos vasos sanguineos, gerando aumento dos niveis de neutréfilos

circulantes (Semerad et al., 2002).

Os neutrdfilos sdo produzidos na medula 6ssea a partir de uma célula precursora
hematopoiética denominada stem cell, por meio de uma série de precursores mieldides, 0s
neutrofilos passam por processos de diferenciacdo e maturacdo que ddo origem aos
metamieldcitos neutrofilicos, que se diferenciam em neutréfilo bastonete e, por fim, em
neutrofilos segmentados maturos tornando-os aptos a passagem para 0S vasos sanguineos

(Dale DC, 2003).

Durante sua maturacdo trés tipos de granulos neutrofilicos sdo formados e eles sdo
aumentados por proteinas pré-inflamatorias, que correspondem aos granulos azurdéfilos
(primérios) que contém mieloperoxidase (MPO), granulos especificos (secundarios), que
contém lactoferrina e gelatinase (terciarios), que contém metaloproteinase de matriz. Estes
granulos podem ser subdiferenciados em defensinas, e os granulos especificos podem ser
subdivididos em: lactoferrina, cisteina, gelatinase e ficolina, fundamentais para as

diferentes acOes destas células (Borregard, 2010).
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Assim, os neutrofilos mobilizam diversas vesiculas secretorias que rapidamente
transportam seu conteudo para a superficie celular, essas estruturas sd@o importantes para
adesdo e transmigracdo destas ceélulas, bem como, para suas acbes microbicidas

(Kolaczkowska & Kubes, 2013).

Ap0s chegada ao seu sitio alvo, os neutrofilos déo inicio a mecanismos efetores
importantes, uma vez que sdo habeis em secretar contetdos de seus granulos pré-formados,
que contém peptideos antibacterianos e enzimas. Além destes mecanismos, os neutréfilos
podem também liberar e gerar EROs (espécies reativas do oxigénio) através de NADPH
oxidase trasnmembrana, por meio de um mecanismo denominado “burst oxidativo”

(Nathan C, 2013).

Adicionalmente, neutréfilos sdo fagdcitos competentes e sdo habeis em migrar e
engolfar microorganismos, quando encapsulados nos seus fagolisossomos, essas células
degradam-os por enzimas, e por mecanismos dependentes de NADPH oxidase, e, por meio
de proteinas antibactericidas, eliminando entdo microorganismos invasores (Kolaczkowska

& Kuber, 2013).

Assim, os neutrdfilos sdo células que apresentam uma natureza dinamica, que tém a
habilidade de se direcionar em diferentes compartimentos do organismo participando como

celulas efetoras fundamentais no sistema imune inato (Liang Li et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Ativagdo da NADPH oxidase e geracdo de espécies reativas de oxigénio por neutrofilos,
anion superoxido, peréxido de hidrogénio e &cido hipocloroso. (Adaptado da Fonte: Physiology
Online).

2.3 Caracteristicas e Fun¢oes dos Macrofagos

O macrofago foi descrito por Metchnikoff no final do século dezenove, como uma
célula com capacidade fagocitaria. Somente a partir dos estudos de MaCkaness et al.

(1970), a atividade secretoria desta célula adquiriu importancia.

Ontogeneticamente, o macréfago deriva do saco vitelinico (Moore & Metcalf,
1970) e, no homem adulto, da medula 6ssea (van Furth, 1989), a partir da célula
precursora para macréfagos e polimorfonucleares, a CFU-GM (colony-forming unit,
granulocyte-macrophage) (Metcalf, 1971). A primeira celula da linhagem macrofagica na
medula 6ssea, morfologicamente, € o0 monoblasto, ainda pouco diferenciado e cuja divisao
da origem aos pré-mondcitos que, ao contrario do seu precursor, ja apresentam capacidade
de pinocitose e expressam receptores caracteristicos de macrdéfagos (van Furth &
Diesselhoff -Den Dulk, 1970; van Furth et al., 1980). O pro-mondcito, ao dividir-se, da
origem aos mondcitos, que permanecem na medula 6ssea por aproximadamente 24 horas,
encaminhando-se entdo, para a corrente sanguinea, na forma de mondcitos circulantes, que
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permanecem na circulacdo por cerca de 70 horas, no homem (Whitelaw, 1966) e 25 horas,
no camundongo (van Furth & Cohn, 1968). Juntas estas céelulas fazem parte do sistema
mononuclear fagocitico, que consiste de uma populacdo altamente versatil e heterogénea

(Halddar & Murphy, 2014).

Uma vez na circulagdo, o mondcito migra para diferentes tecidos e cavidades do
organismo (macréfago). Nestes tecidos e cavidades, 0 macrofago permanece como célula
residente, com pequena atividade funcional, onde nestas cavidades e tecidos estas células
apresentam a capacidade de disparar fenétipos locais especificos com diferentes perfis
génicos, onde a sua diferenciacdo e estado de ativagdo estéo relacionados de acordo com
seu microambiente, por meio de sinais reguladores gerados no seu ambiente tecidual,
contribuindo entdo na homeostasia do organismo (Halddar & Murphy, 2014). A baixa
capacidade de espraiamento, fagocitose e de secre¢é@o basal de determinados produtos tais
como lisozima, proteinases neutras e acidas e espécies reativas do oxigénio, confere a esta
célula fraca capacidade microbicida e fungicida (Cohn, 1978; Takemura & Werb, 1984). O
macréfago residente permanece no 6rgdo ou cavidade para o qual migrou por alguns meses
(van Furth & Cohn, 1968) e é considerado célula terminal, sem capacidade de proliferacao
(Gordon,1986), embora em algumas ocasides, tal fendmeno tenha sido observado, como

em macréfagos alveolares (Tarling et al., 1987).

Durante o processo inflamatério, ocorre aumento do numero de mondcitos
circulantes e da sua producdo na medula 6ssea (Metcalf, 1971), assim como redugdo no
tempo de permanéncia dos mesmos na circulacdo, uma vez que ha migracdo destas células
para o foco da lesdo (van Furth et al., 1973). No sitio inflamatdrio, o0 monécito, agora
denominado macréfago, passa por processo de diferentes estdgios de ativagdo (Cohn,
1978; Gordon, 1986; Werb et al., 1986; Nathan, 1987), definido como a aquisi¢do de

competéncia para executar uma tarefa complexa (Adams & Hamilton, 1984).
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Deste modo, os macréfagos atuam como células “sentinela” para a resposta
autoimune, no qual estas células expressam uma variedade de receptores que irdo facilitar a
remocao de debris celulares, tecidos necrdticos, e moléculas citotoxicas da circulacao.
Assim, estes receptores sinalizam aos macrofagos a produzirem uma variedade de
mediadores que recrutam células autoimunes como os neutréfilos, e juntos promoverem o

combate de diversas afec¢cdes (Lawrence & Natoli, 2011; Galli et al., 2011).

Além destas os macrofagos executam outras funcBes complexas tais como,
qguimiotaxia, fagocitose, processamento e apresentacdo de antigenos, lise de parasitas

intracelulares e capacidade de morte tumoral (Mantovani et al., 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Liberacdo de mediadores inflamatdrios por macréfagos. (Fonte: Robbins and Cotran Bases

Patoldgicas das Doengas - Kumar, Abbas e Fausto; Sétima Edigdo).

2.4. Cooperacao entre macrofago-neutrdfilo na atividade microbicida

Como citado anteriormente, os neutrofilos e os macréfagos originam-se de um
precursor comum, stem cell, o qual se diferencia em progenitores mieldides e a seguir em
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progenitores das linhagens granulocitica e monocitica (Bradley & Metcalf, 1966; Metcalf,
1989). Assim, neutrofilos e macrofagos compartilham varias caracteristicas, tais como
atividade fagocitica e microbicida. Entretanto, algumas modificacBes progressivas durante
a maturacao levaram a especializacdo desses fagocitos, os quais adquiriram propriedades
individuais distintas e complementares.

Em relacdo a atividade microbicida, embora exista variacdo entre os mamiferos, a
producdo de reativos do oxigénio € maior nos neutréfilos do que nos macrofagos. Varias
proteinas antimicrobicidas estdo presentes nos neutréfilos, porém sdo ausentes ou escassas
nos macrofagos, como por exemplo, a mieloperoxidase. Esta enzima esta presente nos
monacitos circulantes, porém desaparece quando estas células migram para os tecidos e se
transformam em macrofagos o que confere a estas células menor capacidade microbicida
em relacdo aos neutréfilos. Além disso, ambas as células possuem caracteristicas
especificas e complementares, essa complementaridade permite a participacdo cooperativa
dessas células como efetoras e moduladoras da imunidade inata.

O mecanismo de cooperac¢do macrdofago-neutréfilo se baseia no fato de que quando
um agente estranho invade o tecido do hospedeiro 0os macrofagos residentes detectam a
presenca desse agente e secretam quimiocinas e citocinas, tais como: IL-8 e CCL2, as
quais induzem o recrutamento e ativacdo dos neutrofilos, estes por sua vez, liberam
citocinas pré-inflamatérias como, por exemplo, IL-1p e TNF-o (Cassatela, 1995; Kasama
et al., 2005), as quais induzem a producéo de quimiocinas (Scapini et al., 2000), atraindo
mais neutrofilos e, posteriormente, mondcitos para o foco da lesdo, amplificando assim a
resposta inflamatoria (Figura 4).

O recrutamento reciproco dessas células no sitio inflamatério promove uma
fagocitose cooperativa que potencializa a atividade microbicida. Essa cooperagédo envolve

dois fatores que age concomitantemente: a ativacao reciproca de macrofagos e neutrofilos,
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ou seja, 0s macrofagos sao ativados diretamente por produtos de neutréfilos, enquanto que
os neutrofilos sdo ativados por citocinas e quimiocinas liberadas por macrofagos —
captacdo de moléculas microbicidas de neutréfilos pelos macrofagos, as quais aumentam

sua atividade microbicida (Silva, 2010 a e b).
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Figura 4. Cooperagdo entre macrdfago-neutrdfilo no sitio inflamatorio/infeccioso. Macrofagos residentes que
detectam a presenca de patdgenos invasores (1), e os fagocitam e secretam quimiocinas, recrutando 0s
neutrofilos (2). Neutrofilos recrutados sdo ativados e comegam a recrutar outros neutrofilos e macréfagos
inflamatérios para o sitio da lesdo. Os mecanismos efetores ativados por estes fagdcitos contra os patégenos
invasores incluem: fagocitose por macrofagos residentes (1), inflamatdrios (3) e neutrdfilos recrutados (2),
macrofagos infectados ingerindo neutréfilos (4), proteinas de granulos neutrofilicos liberados (5) e
intensificacdo da capacidade microbicida por neutréfilos (5). Adaptado de Silva, 2010 a.

Sendo assim, a resposta imune apresenta papel fundamental na defesa contra
agentes infecciosos, constituindo-se no principal impedimento para a ocorréncia de
doencas infecciosas disseminadas. Os neutrdfilos e macrofagos exercem sua agdo
microbicida de forma mais ampla contra varios agentes, sendo, células de grande

importancia para a defesa do hospedeiro (Machado et al., 2004).
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2.5 Geracao de espécies reativas do oxigénio por macrofagos e neutréfilos

O oxigénio molecular (O,) é um composto essencial para todas formas de vida
aerobicas, notavelmente para a célula obter energia, como forma de ATP.

Sob condigbes patologicas, o oxigénio frequentemente transmuta-se em formas
altamente reativas, denominadas espécies intermediarias reativas do oxigénio (EROs),
como anion superéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H.0,), e radical hidroxil (OH)
(Adler et al., 1999).

As EROs nas células se originam através de multiplas fontes como, a cadeia de
transporte de elétrons na mitocéndria, aminoacidos e também por enzimas que produzem
anion superoxido como as NADPH oxidases (NOX) fagociticas e ndo fagociticas e
também por enzimas como as lipoxigenases e ciclooxigenases, dentre outros. Também
podem ser originados por fontes exdgenas que sdo radiacdes ionizantes, fumo, poluentes.
(Haddad, J. 2003; Lambeth, J.D. 2004; Imlay, J.A. 2008; Jiang, et al., 2011 ).

A producdo e a regulacdo das EROs pelas NADPH oxidases ocorre nos dominios
citosélicos da membrana celular que transfere um elétron da NADPH a um co-fator redox
denominado FAD (flavin adenine dinucleotide), em seguida, o elétron é transferido a um
grupo heme que doa uma molécula de oxigénio (O,) ao sitio extracelular da membrana,
gerando anion superoxido (Yasdanpanah, et al., 2009). Outro nivel de regulacdo pode ser
dado por meio da sinalizacdo de Ca®*, por cascatas de fosforilacdo, e por ativacio de
pequenas proteinas G, que controlam o recrutamento de proteinas acessorias do citosol
como o flavocitocromo na membrana formando um complexo funcional de NOXs (Bae et

al., 2011).

24



Nas células as NADPH oxidases (NOXs), sdo ativadas ap0s a ativacdo de
receptores por seus ligantes como insulina, fatores de crescimento, quimiocinas que se
ligam a proteina G, TNF-a, GM-CSF, leucotrienos, componentes do sistema complemento,
também por atividades funcionais como adesao e fagocitose (Nathan C, 2012).

Assim, as EROs se originam das NADPH oxidases no plasma, por membranas
endossomais e fagossomais e da mitocondria no citosol, podendo influenciar a transcrigdo
por regular a fosforilacao de diversos fatores de transcricdo (Halliwell B, 2006).

Dentre as espécies oxidativas, existem duas que sao fisiologicamente importantes:
o acido hipocloroso (HOCI) produzido pela enzima MPO derivada do “burst” de
neutrofilos e o O, gerado apos fotosenssitizacdo e radiacdo UVA. Quando a producédo
celular de EROs aumenta ocorre um stress oxidativo que contribui na patogénese de
diversas doencas (Rhee et al., 2003).

Deste modo, dependendo do nivel de espécies reativas do oxigénio, diferentes
fatores de transcricdo redox sdo ativados para coordenar respostas bioldgicas distintas,
onde um baixo nivel de stress oxidativo induz a ativacdo de enzimas antioxidantes. Um
volume intermediario de EROs estimula uma resposta inflamatoria através da ativacdo do
fator de transcricdo NF-kB e AP-1 e, um alto nivel de stress oxidativo induz perturbagédo
do poro mitocondrial, disfuncdo no transporte de elétrons, que resulta em apoptose ou
necrose (Deora et al., 1998; Hensley et al., 2000; Aslan & Ozben, 2003; Tonks, 2005).

Onde, as espécies reativas do oxigénio reagem com certos atomos para modular
diversas funcdes celulares importantes que incluem inibicdo e ativacdo de proteinas,
mutagénese de DNA e ativacdo de genes de transcricdo. Promocdo ou supressao da
inflamacdo. Além de auxiliarem no combate de microorganismos pelo hospedeiro
principalmente por fagocitos envolvidos, portanto, na competigcdo intermicrobiana (Nathan

C, 2013).
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2.6 Geracdo de Espécies reativas do nitrogénio por macrdéfagos e neutrofilos

O oxido nitrico (NO) é uma espécie reativa do nitrogénio, sendo uma das menores
moléculas sinalizadoras com atividade bioldgica, sendo altamente reativa, apresentando
propriedades que facilitam sua difusdo através das membranas celulares sem o auxilio de
transportadores especificos no desempenho de varias fungdes fisioldgicas (Mayer &
Hemmens, 1997).

Durante muito tempo o NO foi ignorado como molécula bioldgica, sendo
conhecido somente por ser um gas altamente toxico, como um poluente ambiental devido a
presenca de um radical livre (elétron extra), que o torna um reagente quimico muito reativo
(Norman et al., 1965; Snyder & Bredt, 1992; Pires et al., 2000).

Contudo nos anos 80, dois pesquisadores Furchgott e Zawadski demonstraram que
0 NO, é um componente primordial na fisiologia do organismo, quando evidenciaram
aumento dos niveis de cGMP ciclico, produzido pela guanilato ciclase em aortas de coelho
“in vitro”, que promovia vasodilata¢do e aumentava o fluxo sanguineo (Furchgott &
Zawadski, 1980).

O NO ¢ um radical-livre levemente estavel, derivado do metabolismo de L-
arginina, NADPH e oxigénio, sendo esta reacédo catalisada por isoformas severas da NOS
(6xido nitrico sintetases). Este mediador é um mensageiro intracelular ubiquo, expresso em
uma variedade de tipos celulares, como os macrofagos e neutrofilos na mediacdo de
multiplos processos fisiologicos, que incluem neurotransmissdo, agregacdo plaquetaria,
resposta imune em processos inflamatorios agudos, apresentam, portanto, papel importante

em atividades microbicidas (Dickie et al., 2004). E, além disso, € um mediador que
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atravessa facilmente a membrana das células e difunde-se fora delas (Ignarro, 1989;

Moncada et al., 1999; Pacher et al.,2007).

E produzido em baixas quantidades e constitutivamente expressos pelas isoformas
NO sintetases como a endotelial (e-NOS) e a neuronal (n-NOS), no controle de processos
homeostaticos, como pressdo sanguinea. E a forma induzivel (i-NOS), que aparecem em
processos inflamatdrios infecciosos agudos, expressa em uma variedade de tipos celulares,
como os macrofagos e neutrofilos sdo induzidas ap6s a ativacdo de citocinas pro-
inflamatorias e também por LPS (lipopolissacarideo bacteriano) dentre outros. Devido a
esses fatores esta enzima apresenta um papel importante em atividades antimicrobicidas e
antineoplasicas (Beckman et al., 1990; Lundberg et al., 2008).

Atualmente, sabe-se que o NO é um mediador intracelular que apresenta funcéo
dual, ele pode atuar como mensageiro celular ou modulador e também, pode atuar como
molécula efetora antimicrobiana. Onipresente em diversos vertebrados modula, portanto,

diversas atividades fisiopatoldgicas do organismo (Pacher et al., 2007).

2.7 Producdo de citocinas por macréfagos e neutrofilos na resposta inflamatéria

Como citado anteriormente, inflamacdo é uma resposta de defesa dos tecidos vivos
para estimulos prejudiciais, que envolve a ativacao de células autoimunes como no caso, 0s
macrofagos e os neutrofilos que secretam uma série de mediadores pro-inflamatorios como
enzimas, citocinas e quimiocinas decorrentes de células e tecidos infectados (Piraino et al.,

2010).
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Os macrofagos e os neutrofilos sdo fonte importante de citocinas pré-inflamatorias,
como IL-1B, TNF-a, IL-6, e de quimiocinas como a IL-8. Por exercerem suas acdes
pleiotropicas de maneira autocrina, paracrina e enddcrina, estas moléculas sdo habeis em
orquestrar a resposta inflamatoria (Fieren, et al., 1991).

Ap0s a ativacdo de leucdcitos, por patdgenos microbianos, a liberacdo de citocinas
pré-inflamatorias sdo 0s primeiros passos para a ativacdo da resposta imune, pois, ativam
as células autoimunes a fagocitar e a liberar radicais livres do oxigénio e nitrogénio,
eliminando o patégeno invasor (Duque & Descoteaux, 2014, para revisao). Além disso,
induzem efeitos locais, tais como 0 aumento da permeabilidade vascular e o recrutamento
de células inflamatorias e efeitos sistémicos, como febre. Portanto, a resposta inflamatoria
é benéfica quando as citocinas sdo produzidas em amostras apropriadas (Griffin et al.,

2012).

2.8. Modelos experimentais para o estudo da interacao celular

Nos ensaios experimentais, utilizando os modelos in vitro é essencial mimetizar as
condigBes naturais possiveis envolvidas no ambiente celular. Neste sentido, ao escolher um
para a realizagdo de experimentos in vitro é imprescindivel os cuidados com a observacéo,
mensuracdo e a manipulacdo das células para que o sistema in vitro reproduza o
comportamento celular observado no ambiente in situ. No modelo de co-cultura, diferentes
tipos celulares sdo agregados em um mesmo ambiente, promovendo a comunicagdo
celular, importante para a regulacdo da fisiologia e diferenciacdo destas células. Esta
comunicagdo pode ocorrer de diferentes maneiras: via sinalizagéo paracrina ou autocrina
(sinais liberados por uma célula ligada a receptores de membrana de outras células, por
sinalizacéo justacrina (sinais expressos na membrana de uma célula que s&o reconhecidos

por receptores de membrana de outras células), ou por comunicacdo juncional (gap)
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(mudancas na sinalizacdo intracelular) (Hendriks et al., 2007). Quando diferentes tipos
celulares estdo co-cultivados as células podem interagir e se comunicarem por essas
diferentes vias, dependendo da proximidade e habilidade de interacdo ou comunicacéo.
Utilizando ensaios em co-cultura foi evidenciada a interacdo entre macrofagos e
neutrofilos e a importancia dessa intera¢do na atividade funcional e secretoria de ambas as

células no controle da resposta inflamatdria (Silva, 2010 a e b).

Assim, considerando os diferentes estudos relatados na literatura, 0 modelo de co-
cultura provou ser uma ferramenta in vitro fundamental para elucidar a importancia de
interacdes celulares na fisiologia, homeostasia, reparo e regeneragéo tecidual e a génese e
desenvolvimento de diversas doencas (Hendriks et al., 2007), tornando-se importante

modelo para o desenvolvimento de farmacos com potencial teraupético.

2.9 Serpente Crotalus durissus terrificus

O género Crotalus inclui as serpentes popularmente conhecidas como cascaveis,
causadoras de aproximadamente 7,6% dos acidentes ofidicos no Brasil, que podem ser
usualmente fatais, quando na auséncia de tratamentos adequados especificos (Sinan, 2011),
sendo estes acidentes causados principalmente pelas serpentes Crotalus durissus terrifcus

(SCdt).

De acordo com Cardoso et al., (2001), as serpentes deste género sdo terrestres,
robustas e pouco ageis. Sua caracteristica mais marcante é a presenca do chocalho ou guizo
no extremo caudal. O corpo com a linha vertebral bem pronunciada apresenta um colorido de
castanho claro, de tonalidades variaveis. Este género esta representado no Brasil por uma
Unica espécie Crotalus durissus que apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica, que séo

distinguidas de acordo com sua localizacdo territorial e coloracdo. Nesta espécie estdo
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incluidas cinco subespécies: Crotalus durissus cascavella, sendo a maior das cascavéis, que
habita a regido do Nordeste (caatinga); a Crotalus durissus collineatus, comum nas regides
Sudeste e Centro-oeste; a Crotalus durissus ruruima, que vive em regides de savanas como 0s
campos de Roraima; a Crotalus durissus marajoensis, tipica da llha de Marajé do estado do
Pard, e por fim, a Crotalus durissus terrificus a forma mais lendaria predominante nas regides
Sul e Sudeste. Os venenos produzidos por estas serpentes sao variaveis em relacdo a sua

composi¢do, bem como, seus efeitos bioldgicos (Melgarejo, 2003) (Figura 5).

Figura 5. Serpente Crotalus durissus terrificus

As manifestacfes clinicas do envenenamento por serpentes Crotalus durissus
terrificus sdo decorrentes particularmente, da atividade neurotoxica do veneno e
caracterizadas pelo aparecimento do chamado “facies miasténico” ou “facies neurotoxico”,
onde se distinguem ptose palpebral, diplopia, flacidez da musculatura facial e paralisia dos

nervos cranianos (Rosenfeld, 1971).

Apesar destes efeitos sisttmicos importantes, ndo sdo observados, nestes
envenenamentos, sinais inflamatérios significativos no local da picada (Brazil, 1934; Amorim

et al., 1951). S&o relatadas ainda, auséncia de dor ou dor de pequena intensidade, seguida de
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parestesia local (Rosenfeld, 1971). Vale ressaltar que, além de ndo causar dor, Brazil (1934,
1950, para revisdo) evidenciou que este veneno € capaz de causar analgesia em humanos,
sendo utilizado no inicio do século passado, no tratamento de algias, principalmente de

origem neoplasica.

2.9.1 Veneno de Crotalus durissus terrificus e sua composic¢ao

O veneno das serpentes Crotalus durissus terrificus, sdo formados por um complexo
de substancias biologicamente ativas que incluem toxinas, sendo as principais presentes neste
veneno a crotoxina, crotamina, convulxina e giroxina. Peptideos, enzimas (trombina,5
nucleotidase, phosphodiesterase, amino-oxidase e NAD-hidrolase), dentre estas destaca-se a
trombina, responsavel pelos disturbios da coagulagdo sanguinea (Raw et al., 1986).Tém sido
sugerido que a giroxina e a enzima tipo trombina sejam 0 mesmo componente, uma vez que
ambas apresentam as mesmas caracteristicas bioquimicas e bioldgicas (Alexander et al.,

1988).

A crotamina é uma proteina basica com peso molecular de 4,8 kDa e ponto isoelétrico
de 10,3 (Moura-Gongalves & Arantes, 1956) e representa cerca de 17% do peso do veneno
total. Experimentalmente, a crotamina, quando injetada por via intraperitoneal em
camundongos, causa paralisia associada a hiperextensdo da pata traseira (Barrio & Brazil,

1950; Laure, 1975).

A convulxina é uma glicoproteina que representa 5% do peso do veneno e esta
associada a crises convulsivas (Prado-Franceschi & Vital Brazil, 1981). E um complexo com
aproximadamente 72 kDa, cujos residuos de aminoacidos da por¢do N-terminal apresentam
alta similaridade com a botrocetina isolada do veneno de Bothrops jararaca (Francischetti et
al., 1997). Esse complexo formado por unidades globulares o e [, associadas por pontes

dissulfidicas, é capaz de agregar e lisar plaquetas através de mecanismo dependente de ions
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calcio, fibrinogénio, adenosina difosfato e independente da ativacdo da via das
ciclooxigenases (Sano-Martins & Daimon, 1992). A convulxina apresenta acdo letal,

dependente da via de inoculagdo, sendo muito toxica quando inoculada pela via intravenosa.

A giroxina é uma glicoproteina com peso molecular de 33 a 35 kDa, sendo um
componente tdxico e ndo letal do veneno crotalico. Este componente age sobre o sistema
nervoso central de camundongos, causando a sindrome da lesdo labirintica, provocando

movimentos giratorios ao longo do eixo longitudinal do corpo (Barrio, 1961).

A elevada toxicidade do veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt), € atribuida a
crotoxina, seu principal componente toxico, (Brazil, 1972), que corresponde a 60% do veneno
total (Slotta; Fraenkel-Conrat, 1938), contribuindo com cerca de 80% da letalidade induzida
pelo veneno total.

A crotoxina (CTX) foi isolada por Slotta e Fraenkel-Conrat (1938), e teve sua
estrutura descrita por Fraenkel-Conrat e Singer (1956), sendo uma [-neurotoxina
heterodimérica, formada pela associacdo ndo-covalente de duas diferentes subunidades: a
crotapotina (CA) e a fosfolipase A, (FLA;- CB). Seu peso molecular é de 24 a 26 kDa, ponto
isoelétrico de 4,7 e exibe atividades fosfolipasica, neurotéxica (blogueio da transmissdo
neuromuscular) e miotdxica (Gopalakrishnakone et al, 1984; Stoker, 1990; Brazil, 1972). A
subunidade CB ou FLA, apresenta cerca de 14 kDa, ponto isoelétrico 9,7, sendo constituida
por uma cadeia Unica polipeptidica contendo 123 residuos de aminodcidos, formando
estruturas globulares associadas por sete pontes dissulfidicas (Aird et al., 1986). A
subunidade CA (crotapotina) apresenta peso molecular de 8,9 kDa, com ponto isoelétrico de

3,4, caracteristicas acidas, sendo desprovida de atividade enzimatica e toxica (Figura 6).
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Crotoxin

‘ e— - .
Acidic Subunit Basic Subunit

Figura 6. Estrutura Tetramérica (3D) da Crotoxina isolada do veneno de
Crotalus durissus terrificus. Os mondmeros das isoformas CB1 e CB2 estdo
laranja e verde, respectivamente. Esta figura foi gerada utilizando o software
SPDB Viewer software (Gasanov et al., 2014).

Além disso, tem sido demonstrado, que a crotapotina, atua como uma molécula
carreadora para subunidade fosfolipase A;, que reduz a interagdo ndo especifica e ainda,
facilita a ligacdo da CTX com seu alvo, elevando a toxidade da molécula. Quando ocorre a
ligagdo forma-se um complexo ternario transiente, apos isso a crotapotina é liberada. Portanto,
a toxicidade da fracdo CTX é dependente dessa interacdo em que CA, atua sinergicamente
com CB, aumentando sua potencialidade, farmacoldgica e letal (Hendon & Fraenkel-Conrat,
1971; Bon, 1989).

Para a subunidade CB sdo atribuidas as atividades fosfolipasicas encontradas no

veneno crotélico ou na fracdo CTX. Quando associada & CA, esta FLA, apresenta atividade
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hidrolitica reduzida, porém as atividades neurotdxicas e miotdxicas sdo potencializadas
(Choumet et al., 1996).

A CTX exerce seu efeito por meio da associacdo da fracdo FLA, aos seus alvos nas
membranas, levando a dissociacdo do complexo, onde CA permanece em solugdo, enquanto
CB interage com seus aceptores. Foram realizados estudos no intuito de compreender a
ligacdo da CTX as membranas pré-sinapticas, e esclarecer a participacdo da subunidade CA.
Délot e Bon (1993) observaram que CA participa temporariamente da etapa na qual CB se
associa com seu aceptor na membrana, formando um complexo ternario transitério. A
subunidade CA s0 se dissocia de CB apds o acoplamento irreversivel deste componente ao

aceptor na membrana das terminagdes nervosas.

2.9.2 Estudos experimentais sobre os efeitos antitumoral, anti-inflamatorio e

imunorregulatorio da CTX

Vaérios estudos experimentais tém mostrado que o VCdt ou substancias isoladas
deste veneno, em particular, a CTX (Sampaio et al., 2010, Revisdo), sdo capazes de
induzir efeitos imunorregulatério (Cardoso & Mota, 1997; Cardoso et al., 2001; Landucci
et al., 1995, 2000; Zambelli et al., 2008), anti-inflamatorio (Nunes et al., 2007; Sampaio et
al., 2003; Souza-e-Silva,1996) e antitumoral (Corin et al., 1993; Donato et al., 1996;
Newman, 1993; Rudd et al., 1994, Costa et al., 2013).

Em relacdo a atividade antitumoral, ratos tratados pela via subcutdnea com CTX
apresentaram diminuicdo significativa do volume da pata causado pelo tumor de Walker
256, evidenciado por meio de pletismografia, acompanhado pela diminui¢do da formacao
de neovasos, sugerindo que esta toxina interfere com a neovasculariza¢do na vigéncia do

tumor (Brigatte et al., enviado para publicacdo). Ensaios in vitro evidenciaram a acéo
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direta desta toxina sobre as células tumorais LLC WRC 256, linhagem correspondente ao
tumor de Walker 256, inibindo a proliferacdo, adesdo da célula tumoral a fibronectina,
além de inibir a polimerizacao dos filamentos de actina e proteinas sinalizadoras da familia
das GTPases Rho, tais como a RhoA e a quinase FAK nestas células (Faiad et al., 2008).
Esta acdo direta também foi caracterizada sobre a funcao de células endoteliais (t.End.1),
inibindo a proliferacao, formacdo de tubos no matrigel 3-D, a migracao celular avaliada no
modelo de cicatrizacdo (wound healing) e quimiotaxia, tanto na presenca de meio de
cultura como no meio condicionado de célula tumoral. Além disso, CTX inibiu a adeséo
celular, o que pode ser decorrente da diminuicdo significativa da expressao e distribuicdo
de subunidades a2 e av de integrinas na superficie das células endoteliais e,
consequentemente, da inibicdo da expressdao da FAK e ERK, principalmente frente ao
estimulo tumoral (Kato et al., 2013).

Em relagdo a resposta inflamatdria, Nunes e colaboradores (2010) mostraram que a
acdo inibitéria da CTX sobre os componentes vascular e celular da resposta inflamatéria
induzida pela carragenina, persistem por até 14 dias da administracdo de uma Gnica dose.
Esse efeito anti-inflamatorio foi observado também em modelo de colite (Almeida et al.,
2013).

Dentre as agdes imunomoduladoras descritas para a CTX, foi demonstrado seu
efeito inibitorio sobre a secrecdo de citocinas por células dendriticas ativadas com LPS
(Freitas et al., 2013). Em modelo de inflamacédo intestinal aguda induzida por TNBS a
CTX modulou a diferenciacdo de macréfagos e linfécitos, resultando na diminui¢do do
processo inflamatério (Almeida et al., 2013). Ainda, neutréfilos obtidos no modelo de
peritonite induzido pela carragenina, tratados in vivo ou in vitro apresentam importante
inibicdo da atividade de fagocitose, via agdo inibitoria sobre a fosforilagdo de proteinas

sinalizadoras e a polimerizagdo de actina (Lima et al., 2012). Diferentemente dos
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neutrofilos, sobre macrdfagos € observado um efeito dual da CTX, uma vez que esta toxina
acarreta a drastica inibicao sobre a fosforilacdo de tirosina quinase, levando a inibicdo do
processo de fagocitose, no mesmo momento que se observa a ativagdo da producdo de vias
glicolitica e glutaminolitica, por até 14 dias da administracdo da dose Unica da toxina
(Faiad et al., 2011).

Para melhor compreensdo da acdo prolongada da CTX sobre os diferentes
processos fisiopatoldgicos, estudos foram direcionados ao efeito desta toxina sobre as
células do sistema imune. Neste sentido, foi demonstrado que macrofagos peritoneais de
animais portadores de tumor, obtidos 14 dias apds a administracdo subcutanea de uma
Unica injecdo de CTX apresentaram aumento da producdo de reativos do oxigénio e
nitrogénio, e de TNF-a. Da mesma forma, quando a toxina foi administrada apos o
surgimento da massa tumoral (5° dia da injecdo das células tumorais), foi observado o
restabelecimento da atividade secretdria dos macrdéfagos peritoneais, restaurando a
capacidade destas células em secretar mediadores pré-inflamatdrios, tais como NO, H,0; e
citocinas, e tornando-as funcionalmente semelhantes aos macréfagos M1 (inflamatorios).
Estas alteracdes foram acompanhadas do incremento do metabolismo, determinado pela
influéncia da CTX sobre a atividade maxima de enzimas-chave do metabolismo de glicose
e glutamina (hexoquinase, glicose-6-fosfato desidrogenase, citrato sintase e glutaminase
dependente de fosfato) e da oxidagdo destes substratos. Estas a¢des estimulatérias da CTX
sobre a fungdo e metabolismo de macréfagos sdo de longa duracédo, pois foram observadas
por até 14 dias ap6s a administracdo de uma Unica dose da toxina, acompanhadas de
significativa inibi¢do da progressdo do tumor (Faiad, 2012). Com o intuito de investigar se
essas alteracbes funcionais acarretadas pela CTX seriam importantes para a acao
tumoricida de macréfagos do microambiente tumoral, por meio de ensaios in vitro,

utilizando a técnica de co-cultura demonstrou-se que macréfagos tratados com a CTX e co-
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cultivados na presenca das células tumorais da linhagem LLC WRC 256 apresentam
aumento expressivo na sua producdo de reativos do oxigénio e do nitrogénio (H,O,e NO,
respectivamente), da IL-1 e dos mediadores lipidicos Lipoxina A, e analogo estavel 15-
epi-LXA,, e consequente decréscimo na proliferacdo das células tumorais (Costa et al.,
2013). Adicionalmente ao efeito inibitorio de macrofagos previamente tratados com a CTX
sobre a proliferacdo de celulas tumorais, macrofagos, apés a incubagdo na presenca da
toxina, inibem o0s eventos-chave envolvidos com a angiogénese (Pimenta et al., 2014),
reforgando a importancia da agdo imunomoduladora da CTX durante a progresséo tumoral.

Ainda, utilizando modelo de co-cultura, foi demonstrado que macréfagos pré-
tratados com a CTX atuam como indutores na ativacdo de neutrofilos, que adquirem
propriedades metabdlicas especificas, importantes para sua agcdo microbicida em processos
fisiopatologicos (Oliveira et al., 2012). As agdes estimulatorias dos macrofagos tratados
com CTX sobre o metabolismo de neutr6filos sdo observadas, principalmente apds o
estimulo dos macréfagos com o LPS, evidenciando, mais uma vez, a importante acdo
modulatéria da CTX na cooperacéo inter-celular, demonstrada pelo aumento da capacidade
de liberacdo de peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso por neutréfilos co-cultivados
com macrdéfagos previamente tratados com CTX (Oliveira et al., 2012).

Em conjunto, esses estudos evidenciam, mais uma vez, o potencial desta toxina
como uma importante ferramenta cientifica para os estudos dos mecanismos envolvidos

em diferentes processos fisiopatoldgicos.
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Portanto, considerando as agdes estimulatdrias dos macréfagos tratados com CTX
sobre os reativos do oxigénio de neutrofilos e a importdncia da cooperacdo entre
macrofagos e neutréfilos na defesa antimicrobiana adaptativa, é relevante ampliar os
conhecimentos dos mecanismos envolvidos nas acdes modulatérias de macrofagos
acarretadas pela CTX. Ainda, o melhor conhecimento da importancia dessa modulagéo
sobre o metabolismo e funcdo dos neutrdfilos, pode evidenciar, mais uma vez, o
potencial desta toxina como uma importante ferramenta cientifica para os estudos dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia da resposta inflamatéria, bem como, a acdo
cooperativa entre macrdéfagos e neutréfilos como células efetoras e moduladoras da

imunidade inata.
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3 OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Baseados nestes fatos, nosso objetivo é investigar a atividade funcional e os
possiveis mediadores secretados por neutréfilos durante e apos diferentes periodos de
ensaio de co-cultura na presenca de macrofagos tratados com CTX.

Para tanto, serdo avaliados 0s seguintes objetivos especificos:

1) Determinar a capacidade fungicida de neutréfilos co-cultivados por 4 horas, 12 horas
e 24 horas, com 0 sobrenadante de macrofagos previamente tratados com a CTX ou

apenas meio de cultura (controle), estimulados com LPS e
2) determinar a concentragdo TNF-a, IL-1p, CINC-2 o/p e NO em:

a) sobrenadantes das monoculturas de macréfagos e neutréfilos tratados com a
CTX, ap0s 4 horas, 12 horas e 24 horas;

b) nas co-culturas entre neutrofilos e macréfagos previamente tratados com a

CTX, estimulados com LPS por 4 horas, 12horas e 24 horas;

c) nos sobrenadantes de neutréfilos submetidos ao ensaio de atividade fungicida,
apos o co-cultivo por 4 horas, 12 horas e 24 horas na presenca de macrofagos,

previamente tratados com a CTX, estimulados com LPS.

Monoculturas de macréfagos e neutréfilos foram realizadas simultaneamente aos

ensaios de co-cultura.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a avaliacdo da acdo modulatéria de macréfagos inflamatorios, previamente
tratados com a CTX, sobre a atividade secretdria de neutréfilos, primeiramente os
macrofagos foram incubados na presenca de CTX, por 2 horas. Em seguida, as células
foram lavadas e incubadas na presenca de meio de cultura contendo LPS (5 pg/ml), por
24 horas. Apos este periodo, os sobrenadantes foram coletados e neutrofilos obtidos da
cavidade peritoneal de ratos, apds 4 horas da injecdo de carragenina, foram adicionados
aos sobrenadantes coletados destas monoculturas. Nos ensaios de co-cultura
(sobrenadante-célula), os periodos de incubagdes foram de 4 horas, 12 horas e 24 horas
respectivamente. Apos este periodo, a liberacdo de citocinas (TNF-a, IL-1B, CINC-2

a/B) e NO por neutrofilos foram determinadas.

Para a determinacdo da atividade fungicida de neutréfilos apds o ensaio de co-
cultura, os macréfagos inicialmente residentes peritoneais foram incubados na presenca
da CTX, ou em meio de cultura (controle), por duas horas e em seguida lavados e
incubados em meio de cultura RPMI, contendo LPS (Spg/mL), por 24 horas. Em
seguida, neutrofilos obtidos da cavidade peritoneal de ratos, 4 horas apés a injecdo de
carragenina, foram ressuspensos e incubados na presenca dos macréfagos inflamatoérios
ou nos sobrenadantes destes macrofagos, por um periodo de 24 horas. Apés este periodo
a capacidade fungicida e a liberacdo de NO e citocinas foram determinadas.

Monoculturas de macréfagos e neutréfilos foram mantidas como ensaios
controles para avaliar a agcdo da CTX sobre a liberagdo dos mediadores investigados,

bem como as atividades funcionais destas células.
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Protocolo Experimental: Liberagdo de NO e citocinas (TNF-a, IL-1p, CINC-
2 o/B) e determinacdo da atividade fungicida por neutrdéfilos co-cultivados com

macrdéfagos inflamatdrios pré-tratados com CTX. Para tanto:

¢ : 4 .»"‘-
< EE{ Macrofagos (4x10°) residentes

u Obtidos da cavidade peritoneal

m m 2 h de tratamento >

24 h de incubacao em meio de cultura na presenca de LPS
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Coleta dos sobrenadantes
de cultura de macrofagos

Co-cultivados no
sobrenadante

4h,12h e 24 h de
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=

' Liberagio de NO, TNF-g, IL-1B, CINC-2 o/

| Determinacdo da Atividades Fungicidas |

41



5 MATERIAL E METODOS

5.1 — Animais

Foram utilizados ratos Wistar (160-180g). Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central do Instituto Butantan e mantidos no Laboratdrio de Fisiopatologia com
livre acesso a racdo e agua, por um periodo minimo de dois a trés dias antes de serem
utilizados nos experimentos. Os protocolos experimentais realizados neste projeto

foram aprovados pela Comisséo de ética do Instituto Butantan (CEUAIB n° 1013/13).

5.2 — Obtencao de Macrofagos Peritoneais

Os animais foram submetidos a eutandsia em camara de CO,. Em seguida, a pele
da regido abdominal foi removida e 10 mL de PBS foram injetados na cavidade
peritoneal. Apos a massagem do abdémen, o fluido peritoneal foi colhido com o auxilio
de pipeta Pasteur de polietileno. A suspensdo de células peritoneais foi diluida na
proporcao de 1:80 (v:v), com liquido de Turk e a contagem total de células foi feita em

Hemocitdmetro de Neubauer.

5.3 — Obtencao dos Neutrdfilos (modelo de peritonite)

Com a finalidade de obter um exsudato peritoneal contendo 95% de neutrofilos,
foi utilizado o modelo de peritonite. Para tanto, os animais foram anestesiados com
solucdo composta por xilasina (Rumpum®) e quetamina (Ketalar®), em uma proporc¢édo
de 1:1. Os animais anestesiados foram injetados pela via intraperitoneal, com solucdo de
carragenina 4,5mg/kg em 1 mL de PBS estéril. Ap6s as 4 horas, 0s animais serdo
sacrificados em CO, A pele da regido abdominal foi removida, a cavidade foi lavada

com 10 mL de PBS estéril e o exsudato foi coletado com o auxilio de pipeta Pasteur de
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polietileno. A suspensdo de células peritoneais foi diluida na proporgdo de 1:80 (v:v),
com liquido de Azul de Tripan e a contagem total de células foi feita em

Hemocitdmetro de Neubauer.
5.4 — Obtencao da Crotoxina

A CTX foi purificada a partir de veneno da espécie Crotalus durissus terrificus,
liofilizado, extraido de varios exemplares de espécimes adultos, fornecido pelo
Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan e estocado a -20°C. A purificacdo da
fracdo CTX do veneno foi realizada segundo o método descrito por Rangel-Santos e
colaboradores (2004), pelo Prof. André Fonseca Alves, assistente técnico responsavel

do Laboratdrio de Fisiopatologia do Instituto Butantan.

5.5 — Tratamento com a CTX e ensaio de co-cultura

Os macrdéfagos peritoneais residentes foram obtidos conforme descrito no item
5.2. As células (4x10%/mL de meio de cultura RPMI) foram aderidos em placa de 24
poc¢os por 1 hora. Apds esse periodo, os pocos foram lavados e incubados com 1 mL de
meio de cultura RPMI (controle) ou meio de cultura RPMI na presenca de CTX
(0,3pug/mL), a 5% de CO,a 37°C, por um periodo de 2 horas. Em seguida, as células
foram lavadas e incubadas na presenca de meio de cultura fresco contendo LPS
(5pg/ml) por 24 horas. Neste mesmo periodo, neutréfilos (4x10° céls/ml) foram obtidos
conforme item 5.3 e incubados na presenca de meio de cultura por 24 horas. Apos esse
periodo, foram lavados e incubados com os sobrenadantes coletados das monoculturas
de macrofagos (contato célula-sobrenadante). As co-culturas foram realizadas por um
periodo de 4 horas, 12 horas e 24 horas respectivamente, para a quantificacdo da

producéo do NO pelos neutrofilos.
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Monoculturas de macréfagos e neutréfilos foram mantidas como ensaios
controles para avaliar a acdo da CTX sobre a liberacdo dos mediadores investigados.
Para a quantificacdo em monoculturas de neutréfilos (4x10° céls/ml), as células foram
obtidas conforme item 5.3, incubadas com meio de cultura RPMI (controle) ou meio de
cultura RPMI na presenga de CTX (0,3pg/mL), a 5% de CO,a 37°C, por um periodo de
1 hora. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas na presenca de meio de
cultura fresco contendo LPS (5ug/ml) por 24 horas. A concentracdo da CTX, bem como
0 tempo de incubacdo com a toxina foi baseada em estudos anteriores (Sampaio et al.,

2003; 2005; 2006, Costa et al., 2011, Oliveira et al., 2012).

5.6 Determinacéo da atividade fungicida

5.6.1 Obtencéo de Candida albicans

Candida albicans (ATCC 9002-8) foi fornecida pelo Dr. Sandro Rogerio de
Almeida do Departamento de Analises clinicas e Toxicologicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. O fungo Candida albicans foi
cultivado em meio Sabouraud dextrose 10%, a 37°C por 24 horas, para a obtencdo de
forma de levedura do fungo. Apds o cultivo o fungo foi coletado com uma alga de
platina e ressuspenso em PBS Dulbecos, pH 7,4. Uma suspensdo contendo 5 x 10°
leveduras foi centrifugada a 1500 rpm, por 5 minutos e ressuspenso em meio RPMI para

0 ensaio da capacidade fungicida.

5.6.2 Atividade fungicida

Neutréfilos (1x10°/mL), tratados conforme item 5.5, foram centrifugados por 10
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min, a 1000 rpm, 4°C e o pellet ressuspenso em 1,0 mL de meio de cultura RPMI 1640,
mantendo a proporgdo de 1 célula: 4 leveduras de Candida albicans, respectivamente.
Ap06s 40 minutos de incubacdo em atmosfera Umida contendo 5% de CO2a 37°C, foram
obtidos esfregacos utilizando uma citocentrifuga, na rotacdo de 800 rpm, por 5 minutos.
A atividade fungicida foi determinada por meio da técnica proposta por Herscowitz
(1981), modificada por Corazzini (1981) & Lima et al. (2012). Nesta técnica, apenas as
leveduras intracelulares vivas, coram-se em azul pelo corante May-Grunwald-Giemsa.
A atividade fungicida foi avaliada em microscopio de luz (objetiva de imersdo), em
neutréfilos que fagocitaram Candida albicans expressos através de “escore”, como

segue descrito abaixo:

Resultado “Escore”
N° de neutrofilos ¢/ nenhuma levedura de Candida albicans morta x0
N° de neutrofilos ¢/ uma levedura de Candida albicans morta x1
N° de neutrofilos ¢/ 2 leveduras de Candida albicans morta X2
N° de neutrofilos ¢/3 leveduras de Candida albicans morta x3
N° de neutrofilos ¢/ mais de 3 leveduras de Candida albicans morta x4

5.7 - Geracao de Espécies Reativas do Nitrogénio

5.7.1 — Determinac&o da producéo de Oxido Nitrico: A concentracdo de NO foi
medida por meio do método colorimétrico indireto pelo reagente de Griess (1%
sulfanilamida, 0,1% diicloreto de a-naftiletinodiamina, 2,5% de H3PQO,), que determina
indiretamente pela quantificacéo de nitrito (NO™,) produzido, no qual, reflete a producéo
de NO pelos neutréfilos. As células (4x10° céls/100uL) foram tratadas conforme itens

5.5, e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente com o reagente. O contetdo de
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nitrito foi determinado utilizando-se uma curva com diferentes concentragdes de Nitrito
de Sddio (NaNO,), como padréo e a leitura da absorbancia foi realizada a 540 nm. Os
resultados foram expressos em pumoles de NO™, por 4x10° neutr6filos/200pL (Stuehr &

Nathan, 1989).

5.8 Quantificacédo da producéo de Citocinas (TNF-a, IL-1p e CINC-2 a/p)

As citocinas presentes nos sobrenadantes das co-culturas e monoculturas
(100ul), foram mensuradas através do ensaio imunoenzimético de ELISA, conforme as
especificagbes do fabricante. Resumidamente, microplacas de ELISA (Immuno
Maxisorp, Nunc, NJ), foram sensibilizadas com anticorpos primérios monoclonais ou
policlonais, anti-IL-1B, TNF-a ¢ CINC-2 o/p, reativos para ratos (R&D Systens,
Minneapolis, MN), e incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. Ap6s incubacéao
as placas foram bloqueadas com PBS/Soro Albumina bovina 4%, por 1 hora em
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionadas as amostras e as diluigdes
seriadas da curva padrdo, as placas foram incubadas por duas horas a temperatura
ambiente e apds o término deste periodo, 0s respectivos anticorpos secundarios anti-
citocinas/anti-quimiocinas foram adicionados e incubados por 2 horas. A seguir, foi
adicionada streptoavidina-peroxidase conjugada do Kit e as placas foram incubadas por
20 minutos, sob protecdo da luz, para o desenvolvimento de cor. Apos incubagdo foi
adicionado o substrato 3,3°,5,5” tetrametilbenzedina (TMB, R&D) e a reacdo foi
interrompida pela adicdo de acido sulfarico 2N. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas de ELISA a 450 nm (Spectra Max, 190, Molecular Devices).

As concentragdes de citocinas foram determinadas por comparagdo com uma
curva padrdo preparada com as citocinas recombinantes de murideos (R&D Systens),

que podem ser detectados em pg/ml (15-4000 pg/ml). As concentracdes de citocinas

46



expressas como a quantidade de citocina induzida em picogramas por 4x10°
neutréfilos/ml.
5.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos sdo expressos como média +/- erro padrdo de media e
foram analisados estatisticamente por ANOVA e teste de Bonferroni (INSTAT —

GraphPad Software).
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito modulatorio dos sobrenadantes de macréfagos previamente tratados

com CTX sobre a capacidade fungicida por neutrofilos
6.1.1. Atividade fungicida por monoculturas de neutrofilos

Neutréfilos, incubados na presenca da CTX (0,3 pg/ml) por 1 hora e mantidos
em cultura por 24 horas, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa na

capacidade fungicida, quando comparado aos seus respectivos controles (Figura 7 A).

6.1.2. Atividade fungicida por neutréfilos apds co-cultura

Por outro lado, conforme demonstrado na Figura 7 B, neutréfilos co-cultivados
na presenga do sobrenadante de macrofagos inflamatorios tratados previamente com
CTX, apresentaram significativo aumento na capacidade fungicida (127%), quando
comparadas as células incubadas nos sobrenadantes obtidos de monoculturas de

macrofagos controles.
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Figura 7. Atividade funcional de neutrdéfilos co-cultivados no sobrenadante de

macrofagos inflamatdrios pré-tratados com CTX
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Os neutrofilos foram coletados do exsudato peritoneal de ratos, apds 4 horas a injecédo
de carragenina e incubados (4x10° células), tratados ou ndo previamente com CTX
(0.3ug/ml), por um periodo de 1 hora (A - monoculturas controles) ou incubados no
sobrenadante de monoculturas de macrofagos pré-tratados com a CTX (0,3ug/mL) ou
apenas na presenca de meio (controle), por um periodo de 2 h e estimulados com LPS
(5ug/mL), por 24 horas (B- co-culturas). Para a determinacdo da capacidade fungicida,
os neutrdfilos foram retirados da cultura ap6s 24 horas de incubacdo, centrifugados e
ressuspensos na presenca de 1 mL de meio de cultura contendo as particulas de Candida
albicans (1cel:3 particulas Ca), por 4 horas. A capacidade fungicida foi determinada por
teste de coloragdo de exclusdo, onde apenas as leveduras intracelulares vivas coram-se
em azul pela contagem de leveduras vivas e mortas, expressas em “escore”. A
porcentagem da atividade fungicida foi quantificada em cada amostra, pela contagem de
100 células em microscopia de luz. Os resultados sdo representativos de 3 ensaios
distintos e expressam a média + e.p.m de 3 animais para obtencdo dos macréfagos e 2
animais para obtencdo dos neutréfilos. *P<0,01, por comparacgao ao grupo controle.
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6.2 Efeito da CTX sobre a producéo de TNF-a por neutrofilos

6.2.1 — Producéo de TNF-a por monoculturas de neutréfilos

Em relagdo a producdo de TNF-a por monoculturas de neutrofilos tratados
previamente com CTX (0,3ug/ml) por 1 hora, ndo foram observadas diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, nos diferentes periodos investigados. Porem,
pode-se observar queda nos niveis do mediador investigado entre as 122 horas e 242 horas

(Figura 8 A).

6.2.2 — Producao de TNF-a por neutrdfilos apos co-cultura

Neutrofilos co-cultivados nos sobrenadantes de macréfagos inflamatorios, tratados
com CTX (0,3 pug/ml), ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa nos niveis de
TNF-a entre os grupos (controle/tratado), nos diferentes periodos de incubacdo 4, 12 e 24
horas, respectivamente. Novamente, observa-se queda nos niveis do mediador investigado

entre as 122 horas e 242 horas de co-cultura (Figura 8 B).

6.2.3 — Producdo de TNF-a por neutréfilos apds co-cultura e submetidos a

atividade fungicida

Conforme demonstrado na Figura 8 C, diferentemente ao observado nas situagdes
anteriores, pode-se observar que neutréfilos co-cultivados por 4 horas na presenca de
macrofagos inflamatérios tratados com CTX, submetidos a capacidade fungicida,
apresentaram aumento significativo nos niveis de TNF-a (4,25x), em relacdo ao grupo
controle. No entanto, ap6s a 122 hora e 242 hora, ndo é observada diferenca na producao de
TNF-a, entre os grupos tratados e controles. Diferentemente ao observado anteriormente,
observa-se aumento na producdo do mediador investigado ao longo das 24 horas de

incubagéo (Figura 8 C).
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Figura 8. Producao de TNF-a por neutrofilos
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Para a determinacdo de TNF-o. em monocultura de neutréfilos (A), os mesmos foram
coletados do exsudato de ratos ap6s 4 horas a injecdo de carragenina e incubados
(4x10°células), tratados ou ndo previamente com CTX (0,3pg/ml), por um periodo de 1
hora, lavados e mantidos em cultura por 4, 12 e 24 horas. Apds os diferentes periodos,
o0s sobrenadantes foram obtidos. Para a determinacdo do TNF-a ap0s a realizacéo da co-
cultura (B), os neutrofilos foram incubados com o sobrenadante obtido de cultura de
macrofagos inflamatérios pré-tratados com a CTX (0,3ug/mL) ou apenas na presenca
de meio de cultura (controle), por um periodo de 2 h, estimulados com LPS (5ug/mL),
por 24 horas. Ap0s esse periodo, os neutrdfilos foram co-cultivados nos sobrenadantes
dos macrofagos por 4, 12 e 24 horas. Apos os diferentes periodos, os sobrenadantes
foram obtidos. Para a determinacdo do TNF-a ap0s o ensaio da atividade fungicida (C),
os neutrdfilos submetidos & co-cultura com o sobrenadante de macréfagos, nos
diferentes periodos (4, 12 e 24 horas), foram coletados, centrifugados e submetidos a
atividade fungicida por um periodo de 4 horas. Para a determinacdo da producdo de
TNF-0 as placas foram sensibilizadas com anticorpos de ratos monoclonais ou
policlonais, anti-TNF-a ¢ incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. Em
seguida,os neutrofilos foram retirados da cultura, plaqueadas (100pL) em placas de 96
pocos e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Apos o término deste periodo,
0s respectivos anticorpos secundarios anti-citocinas foram adicionados. Os ensaios
foram realizados em quadruplicatas e, a absorbancia foi determinada em leitor de
ELISA, com filtro de 450 nm obtendo-se a densidade dptica (D.O.) e calculando-se 0s
resultados em picogramas de TNF-a por 4x10° neutréfilos/ml. Os resultados s&o
representativos de 3 ensaios distintos e expressam a média £ e.p.m de 3 animais para
obtencdo dos macrofagos e 2 animais para obtencdo dos neutréfilos. Na Figura 8C,
*P<0,0001, por comparacao ao respectivo grupo controle.
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6.3 Efeito da CTX sobre a producéo de IL-1p por neutrofilos

6.3.1 — Producéo de IL-18 por neutrdfilos

Neutrofilos, tratados com CTX (0,3 pg/ml) por 1 hora e mantidos em cultura por
4 horas apresentaram inibicdo significativa (76%) na producdo de IL-1B, quando
comparados com seus respectivos controles. Entretanto, na 122 hora e 242 hora pode-se
observar um decréscimo nos niveis de IL-1B ¢ demonstra que a adi¢cdo da CTX durante
estes periodos ndo afetou a liberacdo do mediador investigado em relacdo aos grupos

controles (Figura 9 A).

6.3.2 — Producéo de IL-1 S por neutrdfilos apos co-cultura

A Figura 9 B, demonstra que neutréfilos co-cultivados no sobrenadante de
macréfagos inflamatérios tratados com CTX, ndo apresentaram alteracdes

estatisticamente significativas na producéo do presente mediador investigado.

6.3.3 — Producéo de IL-1 f por neutrdfilos apos co-cultura e submetidos ao

ensaio da capacidade fungicida

Conforme demonstrado na Figura 9 C ndo sdo observadas diferengas
estatisticamente significativas dos niveis de IL-1B entre os grupos, nos diferentes

periodos de incubacdo, durante a atividade fungicida de neutréfilos.
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Figura 9. Producéo de IL-1p por neutrofilos
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Para a determinacdo da producdo de IL-1p em monocultura de neutrofilos (A), os
mesmos foram coletados do exsudato de ratos apds 4 horas a injecdo de carragenina e
incubados (4x10°élulas), tratados ou ndo previamente com CTX (0,3pg/ml), por um
periodo de 1 hora, lavados e mantidos em cultura por 4, 12 e 24 horas. ApGs 0s
diferentes periodos, os sobrenadantes foram obtidos. Para a determinacdo da IL-1p
apos a realizacdo da co-cultura (B), os neutréfilos foram incubados com o sobrenadante
obtido de cultura de macréfagos inflamatoérios pré-tratados com a CTX (0,3ug/mL) ou
apenas na presenca de meio de cultura (controle), por um periodo de 2 h, estimulados
com LPS (5pg/mL), por 24 horas. Apos esse periodo, os neutrofilos foram co-cultivados
nos sobrenadantes dos macrofagos por 4, 12 e 24 horas. Ap6s os diferentes periodos, 0s
sobrenadantes foram obtidos. Para a determinacgdo da IL-1§ apds o ensaio da atividade
fungicida (C), os neutrofilos submetidos a co-cultura com o sobrenadante de
macrofagos, nos diferentes periodos (4, 12 e 24 horas), foram coletados, centrifugados e
submetidos a atividade fungicida por um periodo de 4 horas. Para a determinacdo da
producgéo de IL-1B as placas foram sensibilizadas com anticorpos de ratos monoclonais
ou policlonais, anti-IL-1p e incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. Em
seguida,os neutréfilos foram retirados da cultura, plagueadas (100uL) em placas de 96
pocos e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Ap6s o término deste periodo,
0S respectivos anticorpos secundarios anti-citocinas foram adicionados. Os ensaios
foram realizados em quadruplicatas e, a absorbancia foi determinada em leitor de
ELISA, com filtro de 450 nm obtendo-se a densidade o6ptica (D.O.) e calculando-se os
resultados em picogramas de IL-1p por 4x10° neutréfilos/ml. Os resultados s&o
representativos de 3 ensaios distintos e expressam a média = e.p.m de 3 animais para
obtencdo dos macréfagos e 2 animais para obtencdo dos neutrofilos. Na Figura 9A,

*P<0,05, por comparacao ao respectivo grupo controle.
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6.4 Efeito da CTX sobre a producédo de Cinc-2 por neutrofilos

6.4.1 — Producéo de Cinc-2 por monoculturas de neutroéfilos

Neutrofilos, coletados do exsudato peritoneal de ratos, tratados com CTX (0,3
pg/ml) por 1 hora, ndo demonstraram diferenca significativa na liberacdo de Cinc-2,
apos 4, 12 e 24 horas de cultura, quando comparados as células incubadas apenas na

presenca de meio de cultura, no mesmo periodo (Figura 10 A).

6.4.2 — Producédo de Cinc-2 por neutrdéfilos apds co-cultura

A Figura 10 B, demonstra, que neutrofilos co-cultivados na presenca de
sobrenadantes de macrdfagos previamente tratados com CTX, ndo apresentam diferenca
na producdo de Cinc-2, quando comparados aos Seus respectivos controles,

independente do periodo avaliado.

6.4.3 — Producdo de Cinc-2 por neutrofilos apds co-cultura e submetidos a

capacidade fungicida

Neutrofilos co-cultivados por diferentes periodos na presenca de sobrenadante
obtidos de macréfagos inflamatérios, tratados previamente com CTX (0,3 pg/ml) e
submetidos ao ensaio da capacidade fungicida, ndo apresentaram diferenca significativa
na liberacdo de Cinc-2, quando comparado aos respectivos grupos controles (Figura 10

Q).
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Figura 10. Producéo de Cinc-2 por neutrofilos
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Para a determinacdo da Cinc-2 em monocultura de neutréfilos (A), os mesmos foram
coletados do exsudato de ratos ap6s 4 horas a injecdo de carragenina e incubados
(4x10°células), tratados ou ndo previamente com CTX (0,3pg/ml), por um periodo de 1
hora, lavados e mantidos em cultura por 4, 12 e 24 horas. Apos os diferentes periodos,
0s sobrenadantes foram obtidos. Para a determinacdo da Cinc-2 apos a realizacdo da co-
cultura (B), os neutréfilos foram incubados com o sobrenadante obtido de cultura de
macrofagos inflamatdrios pré-tratados com a CTX (0,3ug/mL) ou apenas na presenca
de meio de cultura (controle), por um periodo de 2 h, estimulados com LPS (5ug/mL),
por 24 horas. Ap0s esse periodo, os neutrdfilos foram co-cultivados nos sobrenadantes
dos macrdfagos por 4, 12 e 24 horas. Ap6s os diferentes periodos, os sobrenadantes
foram obtidos. Para a determinacdo da Cinc-2 apds o ensaio da atividade fungicida (C),
os neutrofilos submetidos a co-cultura com o sobrenadante de macrofagos, nos
diferentes periodos (4, 12 e 24 horas), foram coletados, centrifugados e submetidos a
atividade fungicida por um periodo de 4 horas. Para a determinagdo da producéo de
Cinc-2 as placas foram sensibilizadas com anticorpos de ratos monoclonais ou
policlonais, anti-Cinc-2 e incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. Em
seguida,os neutrofilos foram retirados da cultura, plaqueadas (100uL) em placas de 96
pocos e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Ap6s o término deste periodo,
0s respectivos anticorpos secundarios anti-citocinas foram adicionados. Os ensaios
foram realizados em quadruplicatas e, a absorbancia foi determinada em leitor de
ELISA, com filtro de 450 nm obtendo-se a densidade dptica (D.O.) e calculando-se 0s
resultados em picogramas de Cinc-2 por 4x10° neutréfilos/ml. Os resultados s&o
representativos de 3 ensaios distintos e expressam a média + e.p.m de 3 animais para

obtencdo dos macréfagos e 2 animais para obtencdo dos neutréfilos.
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6.5 Efeito da CTX sobre a producéo de NO por monoculturas de macréfagos

Os resultados apresentados na Figura 11 A, demonstram que macrofagos
residentes obtidos da cavidade de ratos, quando tratados com CTX (0.3ug/ml), por 2
horas apresentaram aumento significativo (50%) na producdo de éxdo nitrico, quando

comparados aos nacrdéfagos incubados apenas na presenca de meio de cultura.

6.6 Efeito da CTX sobre a producéo de NO por monoculturas de neutréfilos

Diferentemente ao observado para 0os macréfagos, os resultados demosntrados
na Figura 11 B, indicam que a CTX ndo afetou a producdo de éxido nitrico por
neutréfilos obtidos do exsudato peritoneal de ratos, tratados com CTX por 1 hora, onde

ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 11. Produc&o de Oxido Nitrico por macrofagos
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Determinagdo da producdo NO7, por macrofagos (A), as células foram coletadas da
cavidade peritoneal de ratos e aderidas (4x10° células por poco em placas de 96 pocos),
na presenga de meio de cultura RPMI 1640, com 10% SFB, por 1 hora. Apés este
periodo, as células foram tratadas com CTX (0,3ug/mL), por 2 horas. Em seguida, as
células foram lavadas e incubadas na presenca de meio de cultura fresco contendo LPS
(5ug/ml) por 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes dos macrofagos foram incubados
por 10 minutos & temperatura ambiente com o reagente de griess. Determinagdo da
producdo NO; por Neutrofilos (B), as células foram coletadas do exsudato peritoneal de
ratos, apos 4 horas a injecdo de carragenina e incubadas na presenca de CTX
(0,3pg/mL), ou apenas na presenca de meio de cultura (controle), por um periodo de 1
hora, e posteriormente, incubados na presenga de meio de cultura contendo LPS
(5pg/mL), por 24 horas. Em seguida, a placa foi centrifugada e os sobrenadantes foram
coletados e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente com o reagente de griess.
O contetdo de nitrito foi determinado utilizando-se uma curva com diferentes
concentracdes de Nitrito de Sédio (NaNO,), como padréo e a leitura da absorbancia foi
realizada a 540 nm. Os resultados foram expressos em pmoles de NO’, por 4x10°
neutrofilos/100uL. Os resultados sdo representativos de 3 ensaios distintos e expressam
a média = e.p.m de 3 animais para obtencdo dos macréfagos e 2 animais para obtencao

dos neutrdéfilos. *P<0,001, por comparagdo ao grupo controle.
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6.7 Efeito modulatorio da CTX sobre a liberacdo de NO por neutrofilos em modelo

de co-cultura e submetidos a capacidade fungicida

6.7.1 — Producdo de NO por neutrdfilos co-cultivados com macréfagos pre-

tratados e submetidos a atividade fungicida

Neutrofilos co-cultivados por 24 horas com macréfagos inflamatorios
previamente tratados com CTX, e incubados com particulas de Candida albicans
apresentaram aumento significativo (90%) na producdo de NO, quando comparadas as

celulas incubadas apenas na presenca de meio de cultura (Figura 13 A).

6.7.2 — Produgdo de NO por neutrdfilos co-cultivados com sobrenadantes de

macrofagos pré-tratados e submetidos a atividade fungicida

O mesmo comportamento estimulatério sobre a producdo de NO foi observado,
em neutréfilos submetidos a atividade fungicida (101%), ap6s o co-cultivo por 24 horas
no sobrenadante coletado de monoculturas de macrofagos inflamatorios previamente
tratados com CTX, quando comparadas as células incubadas nos sobrenadantes obtidos

de monoculturas de macr6fagos apenas com meio de cultura (Figura 13 B).
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Figura 13. Efeito modulatorio da CTX sobre a producéo de NO por neutroéfilos co-
cultivados com macrdéfagos (A) ou sobrenadante de macrofagos (B) pré-tratados

com a CTX, apo6s ensaio da capacidade fungicida.
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Para a determinacdo da producdo NO7, por neutrofilos co-cultivados com macrofagos
pré-tratados (A) ou co-cultivados com sobrenadantes de macrofagos pré-tratados (B),
inicialmente macrofagos foram coletados da cavidade peritoneal de ratos e aderidos
(4x10° células) na presenca de meio de cultura RPMI 1640, com 10% SFB, por 1 hora.
Apbs este periodo, as células foram tratadas com CTX (0,3ug/mL), por 2 horas. Em
seguida, as células foram lavadas e incubadas na presenca de meio de cultura fresco
contendo LPS (5ug/ml) por 24 horas. Os neutréfilos foram coletados do exsudato
peritoneal de ratos, apos 4 horas a injecdo de carragenina e incubados na presenca de
macrofagos ou de sobrenadantes obtidos desses macréfagos, por um periodo de 24
horas. Apds esse periodo, os neutrdfilos foram retirados das co-culturas, centrifugados e
ressuspensos na presenca de 1 mL de meio de cultura contendo as particulas de Candida
albicans (1cel:3 particulas Ca), por 4 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram
centrifugados e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente com o reagente de
griess. O conteudo de nitrito foi determinado utilizando-se uma curva com diferentes
concentracdes de Nitrito de Sédio (NaNO,), como padréo e a leitura da absorbancia foi
realizada a 540 nm. Os resultados foram expressos em pmoles de NO’, por 4x10°
neutrofilos/100uL. Os resultados sdo representativos de 3 ensaios distintos e expressam
a média = e.p.m de 3 animais para obtencdo dos macréfagos e 2 animais para obtencao
dos neutrdéfilos. *P<0,001, por comparagdo ao grupo controle.
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7 DISCUSSAO

Como citado na Introducdo, macrofagos tratados com CTX ou o sobrenadantes
obtidos desses macrofagos acarretam importante acéo estimulatoria sobre a liberagéo de
peroxido de hidrogénio e &cido hipocloroso por neutrdfilos, principalmente apds o
estimulo dos macréfagos com o LPS, em modelo de co-cultura, evidenciando a
importante acdo modulatoria da CTX na cooperacéo inter-celular (Oliveira et al., 2012).
Apesar dessas evidencias, os mediadores envolvidos nesta acao estimulatoria ndo foram
demonstrado na sua totalidade.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a atividade funcional e os
possiveis mediadores secretados por neutréfilos durante e apos diferentes periodos de
ensaio de co-cultura na presenca de macréfagos tratados com CTX.

Inicialmente, avaliou-se a capacidade fungicida de neutréfilos, ap6s incubagéo
dos mesmos nos sobrenadantes de macrofagos inflamatorios tratados previamente com
CTX. Como controle, foram realizadas culturas de neutrofilos tratadas diretamente na
presenca da CTX (0,3ug/mL). Os resultados obtidos evidenciam que em monoculturas
de neutréfilos inflamatdrios obtidos, apds 4 horas da injecdo da carragenina na cavidade
peritoneal de ratos, quando tratados com CTX, ndo apresentaram alteracdo na
capacidade fungicida em relacdo ao grupo controle (Figura 7 A). Entretanto, quando os
neutrofilos foram incubados em sobrenadantes de macrofagos previamente tratados com
a toxina e estimulados com LPS, foram capazes de aumentar significativamente a morte
de leveduras de Candida albicans (Figura 7 B). Esses resultados obtidos demonstram
que os macréfagos, na presenga da CTX, sdo importantes para a ativacao de neutrofilos.

Diversos trabalhos demonstram que o LPS acarreta estado de ativagdo dos
macrofagos ideais para responderem as injarias, sendo essa resposta orquestrada

principalmente por macréfagos M1 (Meffert & Baltimore, 2005), perfil caracterizado
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pelo aumento da liberacéo e producdo de espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio,
moléculas fundamentais para potencializar a capacidade secretoria de neutr6filos
(Marcinkinewiks, 1994; Sierra-Filardi et al., 2011; Muralidharan & Mandrekar, 2013).
Esta ativacdo culmina na transcricdo de varios genes para a producdo de citocinas, tais
como IL-1p, IL-8, TNF-a, amplificando o mecanismo de cooperacdo destas células no

processo inflamatdrio infeccioso (Silva, 2010 a e b).

Assim, com a finalidade de verificar se 0 aumento da liberacdo de reativos do
oxigénio, observado em estudo anterior (Oliveira et al., 2012), bem como da atividade
fungicida de neutrofilos co-cultivados no sobrenadante de macréfagos inflamatorios
tratados com CTX estariam associados a acdo de citocinas pro-inflamatérias, foram
avaliados os niveis de TNF-a, IL-1p, ¢ Cinc-2, nos sobrenadantes de neutrofilos, apds a

co-cultura de macréfagos tratados com CTX e apds a atividade fungicida.

Em relacdo ao efeito direto da CTX sobre a producdo de TNF-o por
monoculturas de neutrofilos, obtidos ap6s 4 horas de inje¢do da carragenina na cavidade
peritoneal de ratos, ndo foram observadas alteracdes nos niveis plasmaticos do presente
mediador investigado em relacdo as monoculturas mantidas apenas em meio de cultura,
entre a 4% hora e 122 hora de incubagdo. Na 24° hora, 0s niveis desse mediador ndo
foram detectados em ambas as culturas (tratada/controle) (Figura 8 A). Quando
investigado o nivel desse mediador em sobrenadantes de neutréfilos co-cultivados, em
diferentes periodos em sobrenadantes de macréfagos inflamatdrios, ndo foi observada,
novamente, diferencas na andlise quantitativa entre os grupos tratados e controles
(Figura 8 B). Entretanto, conforme demonstrado na Figura 8 C, observa-se aumento da
significativo da produgdo de TNF-a por neutréfilos co-cultivados por 4 horas no

sobrenadante de macréfagos pré-tratados com CTX e submetidos a atividade fungicida.
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Esse aumento, induzido pela atividade funcional desempenhada pelo neutréfilo, néo foi
observada nos demais periodos avaliados (122 e 242 horas), evidenciando a importancia
deste mediador, nas primeiras horas da atividade funcional dos neutréfilos estimulados

pela incubacéo previa com sobrenadantes de macrofagos tratados com a CTX.

Quanto a producdo de IL-1P, foi observada inibigdo significativa (76%), na
producdo do mediador por monoculturas de neutréfilos tratados com CTX, na 42 hora de
incubagdo (Figura 9 A). Estes dados corroboram aos dados demonstrados por nosso
grupo (Nunes et al., 2012), que sdo compativeis com o perfil anti-inflamatorio descrito
para esta toxina. Esta acdo inibitéria ndo foi detectada nos demais periodos avaliados.
Quando os neutréfilos foram co-cultivados no sobrenadante de macréfagos
inflamatorios, observa-se reducdo percentual nos niveis de IL-f entre 4 ¢ 12 horas de
incubacdo, porém essa reducdo ndo foi estatisticamente diferente (Figuras 9 B). Da
mesma forma, no sobrenadante de neutréfilos submetidos a atividade fungicida ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos, nos
diferentes periodos (Figura 9 C). Baseado nestes fatos podemos sugerir que a IL-1p,

ndo esta envolvida no aumento da capacidade fungicida de neutréfilos.

Outra citocina que apresenta-se aumentada em neutréfilos estimulados é a Cinc-
2. Assim, a producdo desta citocina foi avaliada. Os resultados obtidos demonstraram
gue ndo houve diferencas estatisticamente diferentes entre os grupos das monoculturas,
co-culturas e nos sobrenadantes de neutréfilos co-cultivados e submetidos a atividade
fungicida (Figuras 10 A, B e C, respectivamente). Porém, é interessante notar que na
122 hora, de todos os ensaios, é observado aumento percentual desta citocina, apesar de
ndo serem significativamente diferentes. Provavelmente, ensaio de migracdo de

neutréfilos permita comprovar o aumento da producdo de Cinc-2, por neutréfilos
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estimulados pela presenca de macrofagos inflamatorios ou seus sobrenadantes tratados
com CTX, ja que, esta citocina é amplamente produzida por estas células durante o

processo inflamatdrio (Knudsen et al.,2002).

Como citado anteriormente, diversos trabalhos da literatura demonstram que as
citocinas, apresentam ac¢des importantes na modulacdo de neutréfilos no processo
inflamatorio, principalmente gerados por macréfagos classicamente ativados, onde sdo
evidentes altas concentracfes de citocinas pro-inflamatérias como I1L-1B, TNF-a, IL-8,
que induzem a ativacao e migracao de neutrofilos ao local da injdria, como demonstrado
em modelos de endotoxemia e sepse (Cunha et al., 1986; Luster, 1998; Fine et al.,
2001; Kundsen et al., 2002). Mas, apesar dessas evidéncias, 0s resultados
presentemente obtidos ndo demonstram participacdo relevante das citocinas, durante a
ativacdo induzida pelo co-cultivo de neutrofilos por macréfagos tratados com CTX.
Entretanto, durante a atividade fungicida por neutréfilos, previamente incubados por 4
horas no sobrenadante de macréfagos tratados com CTX, observou-se aumento

marcante (4,25x) da produgéo de TNF-a.

O TNF-a ¢ uma citocina produzida em resposta a infec¢do fungica na fase
inicial da infeccdo estimulada por C. albicans (Vecchiarelli et al., 1991), por diferentes
células, incluindo macro6fagos e neutréfilos. Estudos in vitro demonstraram que 0 TNF-
a pode ativar macrofagos e neutrofilos, levando ao aumento do “burst oxidativo”, da
fagocitose e da atividade fungicida (Djeu et al., 1986; Ferrante, 1989; Jupin; Parant;

Chedids, 1989; Shalaby et al., 1985).

A liberagdo de TNF-a por macrofagos, durante a fase inicial da resposta
inflamatdria ao fungo, atrai e ativa neutrofilos para um estado efetor antifingicos

(Diamond; Lyman; Wysong, 1991). Esse fato pode explicar, pelo menos em parte, a
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producdo substancial de TNF-a pelos neutrofilos logo nas primeiras horas de incubagao

na presenca do sobrenadante de macrofagos.

Ainda, o TNF-alfa, por sua vez, ativa macrdéfagos e neutrofilos a fagocitar o
fungo e a liberar reativos do oxigénio e nitrogénio (NO), eliminando, entdo, o patdgeno

invasor (Kulberg et al., 1993).

Assim, além da determinacdo da producéo das citocinas, a producdo de NO por
neutrofilos foi determinada. Inicialmente, foi avaliada a capacidade da CTX, per se, em
induzir a producdo desse reativo por neutrofilos. Como controle positivo, foi realizada
cultura de macrdéfagos, células responsivas a acdo estimulatoria desta toxina sobre o
metabolismo. De fato, conforme demonstrado em estudos anteriores (Faiad et al., 2011;
Costa et al., 2013), a CTX (0,3pg/ml), foi capaz de acarretar aumento (50%), da
liberacdo de NO por macrofagos (Figura 11 B). Entretanto, diferentemente ao
observado para macréfagos, neutrofilos obtidos apds 4 horas da injecdo de carragenina,
na cavidade peritoneal de ratos, ndo apresentaram alteracdo nos niveis de NO (Figura
11 A). Esse efeito distinto da CTX sobre macréfagos e neutréfilos pode ser devido as
diferencas existentes entre as duas células no mecanismo de “burst oxidativo”. Apesar
dessas células originarem-se de um precursor comum “stem cell”, algumas
modificacdes progressivas durante a maturacdo levam a especializacdo desses fagocitos.
Nos macrofagos a geracdo de reativos esta associada a NAPH-oxidase internalizada na
membrana plasmatica durante a formacdo do fagossoma, em contraste nos neutrofilos,
além da ativacdo da NADPH-oxidase da membrana, essas células recrutam NADPH-
oxidase adicional para o fagossoma apds fusdo de granulos (Nordenfelt & Tapper,

2011).
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Assim, considerando a complementaridade funcional entre essas células, foi
avaliada a acdo modulatéria de macréfagos inflamatorios tratados com CTX sobre a
producdo de NO por neutrofilos, apds co-cultura e submetidos ao ensaio da capacidade
fungicida. Os resultados obtidos demonstraram que neutréfilos na presenga de
macrofagos tratados com CTX (0,3ug/ml) ou na presenca do sobrenadante dessas
células, apresentaram aumento significativo nos niveis de NO, quando comparados aos

respectivos grupos controle (Figura 13 A e B).

Dessa forma, podemos sugerir que o aumento da producdo de NO seja
fundamental para potencializar a capacidade metabolica de neutréfilos (Carballal et al.,
2013), e, consequentemente a atividade microbicida destas células (Galli et al., 2011).
Estes resultados corroboram com dados da literatura, que apontam que a sinalizagdo do
Oxido nitrico é importante na regulacdo de intermediarios reativos do oxigénio (Suzuki
et al., 2002). Principalmente em anion superédxido, pois quando, ambos NO e O, sdo
sintetizados dentro das células, onde eles se fundem espontaneamente, para gerar
peroxinitrito atraves de reacdo de difusdo controlada. Sendo assim, o peroxinitrito
(ONOO-), é um dos mais importantes agentes oxidantes, na resolucdo de diversos
processos fisiopatoldgicos (Huie &Padmaja, 1993; Szabo, 2007; Pacher et al., 2007;

Carballal et al., 2013).

Em conjunto, estes resultados obtidos permitem sugerir que a inducdo da
capacidade secretoria e funcional de neutrdfilos estd relacionada ao aumento do
metabolismo oxidativo de macrdfagos frente a acdo da CTX e que, através destes
mecanismos podem atuar como indutores na ativacdo de neutrofilos, onde adquirem

propriedades metabdlicas, tais como a capacidade da produgdo de TNF-a aumentada, na
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fase inicial da co-cultura, importante para a geragdo de espécies reativas do oxigénio e

do nitrogénio, cruciais para sua acdo microbicida (Silva, 2010 a e b).

Desta forma, este estudo contribui com a ampliagdo dos conhecimentos sobre as
acOes da CTX sobre a resposta inflamatoria e evidencia, mais uma vez, o potencial desta
toxina como uma importante ferramenta cientifica para os estudos dos mecanismos
envolvidos no controle da acdo cooperativa entre neutréfilos e macréfagos como células

efetoras e moduladoras da imunidade inata.
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8 CONCLUSAO

Neutréfilos co-cultivados na presenca de macréfagos inflamatérios previamente
tratados com CTX ou com o sobrenadante dessas células apresentam a capacidade
fungicida significativamente aumentada, acompanhada pelo aumento do TNF-a e

producdo de déxido nitrico.
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