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RESUMO

O fator neutralizante de Crotalus (CNF) € um inibidor de fosfolipase A, (FLA,), isolado do
plasma do sangue da cascavel Sul Americana, Crotalus durissus terrificus. Esse inibidor
neutraliza tanto a atividade letal quanto enzimdtica (FLA;) da crotoxina, a principal
neurotoxina do veneno de C. d. terrificus. No presente estudo, foram investigados os efeitos
do CNF sobre a funcionalidade de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e
neutrofilos humanos. As células foram obtidas de doadores sadios através do metodo de
gradiente de densidade. Foram avaliadas a viabilidade e proliferacdo, através da reducao do
MTT. A producdo de citocinas foi mensurada realizando-se ensaio imunoenzimatico.
Adicionalmente, a liberacdo de mieloperoxidase (MPO) foi mensurada pelo consumo de
peroxido, e a geracdo de anion superéxido foi avaliada através da reducdo do NBT. O CNF
nao apresentou toxicidade sobre PBMCs e neutr6filos humanos. Em concentracdo nao toxica,
0 CNF, em PBMCs, atua estimulando a liberagcdo de TNF-a, porém, ndo estimula a producéo
de IL-10 e IL-2 e ndo afeta a proliferacdo celular. Além disso, ndo induz liberacdo de anion
superoxido, mas inibe a producdo de anion superéxido quando estimulada pela crotoxina. Em
neutréfilos, o CNF nédo induz a liberacdo tanto de MPO quanto de anion superoxido, porém
induz a producdo de IL-8. Esses dados mostram a influéncia do CNF na funcdo de PBMCs,

por induzir a producdo de TNF-q, e de neutrofilos, por estimular a producédo de IL-8.

Palavras-chave: Inibidor FLA,, CNF, Neutrofilos, PBMCs.
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ABSTRACT

Crotalus neutralizing factor (CNF) is an inhibitor of phospholipase A, (PLAy), isolated from
blood plasma of the South American rattlesnake, Crotalus durissus terrificus. This inhibitor
neutralizes the lethal and the enzymatic activity (PLA;) of crotoxin, the main neurotoxin from
the venom of C. d. terrificus. In this study, we investigated the CNF effects on the
functionality of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and neutrophils. The
cells were obtained from healthy donors by density gradient method. Viability and
proliferation were evaluated through the reduction of MTT. Cytokine production was
measured by immunoenzymatic assay. Additionally, the release of myeloperoxidase (MPO)
was measured by the consumption of peroxide and superoxide anion generation was assessed
by the reduction of NBT. The CNF had no toxicity on human PBMCs and neutrophils. In
non-toxic concentration, the CNF, in PBMC, acts by stimulating the release of TNF-a, but do
not stimulate 1L-10 and IL-2 and does not affect cell proliferation. In addition, CNF does not
induce superoxide anion release, but inhibits the production of superoxide anion when
stimulated by crotoxin. In neutrophils, the CNF did not induce the release of both MPO and
superoxide anion, however induces the production of IL-8. These data show the influence of
the CNF on PBMCs function by inducing the production of TNF-a, and of neutrophils, by

stimulating the production of IL-8.

Key-words: PLA; inhibitor, CNF, Neutrophils, PBMC.
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1 Introducéo

Os acidentes ofidicos sd@o considerados como uma doenga ocupacional
recentemente, foi incorporada pela Organizagdo Mundial de Saude ao quadro das Doengas
Tropicais Negligenciadas (GUTIERREZ, et al., 2010; SOUZA, 2010). No Brasil a incidéncia
de acidentes ofidicos notificados entre os anos de 2000 a 2007, foi de 192.703 casos
(CARDOSO et al., 2009).

Na América Latina a maioria dos acidentes ofidicos é causada por serpentes do género
Bothrops (cerca de 90%). Os acidentes causados pelo género Crotalus aparecem em segundo
lugar, no entanto, € o género responsavel pelo maior indice de letalidade. Esse género é
responsavel por cerca de 8% (SINAN, 2008) do total de acidentes ofidicos ocorridos no Brasil
(BRASIL, 2001), sendo que, no estado de S&o Paulo esta porcentagem aumenta para 25%
(BARRAVIERA, 1990; CARDOSO et al., 2009).

O género Crotalus compreende as serpentes popularmente conhecidas como cascaveéis
(Figura 1), identificadas pela presenca de um chocalho ou guizo na extremidade da cauda.
Além disso, possuem uma estrutura robusta, sdo ageis e apresentam habitos terrestres
(MELGAREJO, 2003).

Figura 1. Serpente Crotalus durissus terrificus. Popularmente conhecida
como cascavel. Fonte: http://www.univap.br/cen/crotalus_serpentario.php

12
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As serpentes desse género possuem ampla distribuicdo geografica, habitando desde o
cerrado do Brasil, as regides semi-aridas do nordeste, até os campos e areas abertas do Sul,
Sudeste e Norte. Ha cinco subespécies incluidas nesse grupo, sendo elas Crotalus durissus
cascavella, Crotalus durissus collineatus, Crotalus durissus ruruima, Crotalus durissus
marajoensis e Crotalus durissus terrificus, esta Ultima predominante nas regibes Sul e
Sudeste (MELGAREJO, 2003).

O veneno de Crotalus durissus terrificus, ainda, possui grande quantidade de
polipeptideos e proteinas que podem interferir em varios processos fisioldgicos (AZEVEDO-
MARQUES et al., 2003). Sabe-se que ele ndo possui atividade inflamatdria significativa e, no
local da inoculagdo, desencadeia resposta inflamatéria com discreto acimulo de leucdcitos
polimorfonucleares e edema de baixa intensidade (SOUSA-E-SILVA et al., 1996). Além
disso, quando ocorre dor, que ndo é frequente, ela surge com baixa intensidade. A parestesia
local, também relatada apds o envenenamento, parece ser o resultado de a¢Ges antinociceptiva
e analgésica do veneno (PICOLO & CURY, 2004). Quanto aos efeitos sistémicos, o0 veneno
possui atividades miotdxica, coagulante e neurotoxica (NAHAS et al., 1964; ROSENFELD,
1971; AZEVEDO-MARQUES et al., 1987; CUPO et al., 1988). No geral, muitos
componentes do veneno das serpentes participam do envenenamento. Dentre eles destacam-se
as serinoproteases, responsaveis pela hemorragia; as metaloproteinases, que também
produzem hemorragia e as fosfolipases A, (FLA2), que agem na membrana celular e induzem
a miotoxicidade (TAMAROZZI, et al.; 2006). As FLA; sdo dotadas de funcGes importantes
em diversos processos bioldgicos, como a digestdo de lipidios, homeostasia de membranas
celulares, transducdo de sinal e producdo de mediadores lipidicos (VALENTIN &
LAMBEAU, 2000).

Dentre as toxinas presentes no veneno de Crotalus destacam-se a convulxina,
giroxina, crotamina, e a crotoxina, principal componente toxico, representando 60% do
veneno total (SLLOTA & FRAENKEL-CONRAT, 1938; MOURA-GONCALVES &
VIEIRA, 1950; PRADO-FRANCESCHI et al., 1981). A crotoxina é responsavel pelos efeitos
de miotoxicidade, juntamente com a crotamina, e de neurotoxicidade, levando a paralisacéo
dos musculos esqueléticos, ptose palpebral, diminui¢do da motricidade ocular e da acuidade
visual, além de insuficiéncia respiratéria (ROSENFELD, 1971; AMARAL et al.; 1991).

A crotoxina é uma [-neurotoxina heterodimérica composta de duas subunidades, uma
acida — o componente A (CA) e uma basica — 0 componente basico (CB) com atividade de
FLA; (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971). Cabe ressaltar que as fosfolipases dos

13
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venenos de serpentes da familia Viperidae estdo classificadas no grupo Il, que também
engloba as enzimas presentes no fluido sinovial humano e em plaquetas (MURAKAMI et al.,
1995). Assim, a crotoxina pertence ao grupo Il das FLA; secretorias.

No heterodimero natural, as subunidades CA e CB estdo unidas por interacdes
eletrostaticas ndo covalentes. O CA ndo apresenta atividade enzimatica ou farmacoldgica,
entretanto, atua como chaperonina e direciona o CB a seu alvo especifico em membranas. Ja,
a subunidade CB age causando blogueio de liberagdo de acetilcolina nas terminagcfes nervosas
das juncdes neuromusculares (BREITHAUPT, 1976; HABERMANN & BREITHAUPT,
1978; BON et al., 1989).

Quanto aos efeitos biolégicos, varios estudos tém mostrado que a crotoxina, CB e
crotamina de Crotalus durissus apresentam atividades bactericida, anti-HIV, analgésica e
anti-tumoral (SAMPAIO et al., 2010; CURA et al., 2002; VILLARRUBIA et al., 2004;
KERKIS et al., 2010).

Com relacdo ao papel do veneno de Crotalus sobre a funcionalidade de leucdcitos,
SAMPAIO et al. (2003), demonstraram o efeito do veneno de cascavel sobre os macréfagos.
Neste estudo foi observado que o veneno inibe o espraiamento e fagocitose, mas aumenta o
“burst” respiratorio. Corroborando esses resultados, a literatura documenta que a crotoxina e o
CB - a subunidade FLA, também inibem as func¢bes de espraiamento, mantendo a célula na
forma arredondada, e de fagocitose por macréfagos de maneira similar ao veneno total, sendo
assim considerada o fator responsavel por esses efeitos (SAMPAIO et al., 2003; SAMPAIO
et al., 2005; SAMPAIO et al., 20069).

1.1 Inibidores de toxinas

Os inibidores de toxinas presentes em serpentes foram primeiro identificados como
sendo responsaveis pela protecdo da serpente de um possivel extravasamento de veneno das
glandulas. Contudo, esses inibidores foram depois descritos também em serpentes nédo
venenosas como na Elaphe quadrivirgata e na Python reticulatus, sugerindo outros papéis
fisioldgicos como, por exemplo, regulacdo da atividade local de FLA, (OKUMURA et al.,
1999 e 2002; THWIN et al., 2000).

Varios inibidores de fosfolipases A, tdxicas, apresentando diversas origens
moleculares como proteinas, extratos de plantas, componentes fendlicos, flavondides e extrato
metandlico, ja foram isolados de mamiferos, serpentes venenosas, nao venenosas, e plantas
(LIZANO et al., 2003; KAMMOUN et al., 2011; SAMY et al., 2011).

14
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Os inibidores de FLA, isolados de mamiferos e serpentes venenosas sdo, em geral,
glicoproteinas oligoméricas, tendo massa molecular variando entre 75 a 180 kDa. Esses
inibidores, segundo a sequéncia de aminoacidos, classificam-se em trés grupos: PLIa, PLIB,
PLIy (OHKURA et al., 1997).

Os inibidores do grupo PLIa possuem uma sequéncia com dominio de reconhecimento
de carboidratos (CRD) de lectinas tipo C célcio-dependentes. Inibidores do tipo o atuam
preferencialmente em FLA, &cidas do grupo Il do seu proprio veneno. O primeiro inibidor do
tipo a descrito foi isolado a partir da serpente Agkistrodon blomhoffii siniticus. No entanto,
mais tarde também foram identificados inibidores desse tipo nas serpentes Trimeressurus
flavoviridis, Bothrops moojeni, Bothrops asper, e Cerrophidion godmani (OHKURA et al.,
1993; OKUMURA et al., 1999; FAURE, 2000; FORTES-DIAS, 2002).

Os inibidores do grupo PLIB compreendem o grupo que possuem como principal
caracteristica a presenca de nove repeticbes ricas em leucina (OHKURA et al., 1997;
OKUMURA et al., 1998). A primeira proteina desse grupo foi descrita como uma
glicoproteina globular &cida de 160 kDa, isolada do plasma de Agkistrodon blomhoffii
siniticus (OHKURA et al., 1997; OKUMURA et al., 1998). Além disso, foi isolado também
um inibidor da serpente ndo venenosa Elaphe quadrivirgata composto por duas subunidades
com grande homologia entre si (OKUMURA et al., 2002).

Os inibidores do grupo PLIly representam o maior dentre os trés grupos. S&o
caracterizados por possuirem uma estrutura altamente conservada de repeticbes de cisteinas
em sequéncia, conhecida como motivos de trés dedos (“three-finger motifs”) (OHKURA et
al., 1997). Tal caracteristica estrutural é encontrada em proteinas com fungdes biolégicas
distintas, como as da superfamilia Ly-6, do receptor ativador de plasminogénio tipo urokinase
(u-PAR) e Robo-1 (FORTES-DIAS, 2002; LIZANO et al., 2003). LIZANO et al., 2003
propuseram uma subdiviséo para esse grupo em PLIys da subclasse | e da PLIy da subclasse
Il, devido as diferencas entre seus membros. A classificagdo foi feita com base em analises
bioquimicas, de sequéncia e no perfil de inibicdo de FLA,, sendo que os inibidores da
subclasse | sdo heteroméricos, com duas subunidades chamadas a e 3 e com identidade menor
que 33% entre as mesmas, enquanto que, 0s da subclasse I, apresentam apenas uma
subunidade.

Em 1991, FORTES-DIAS et al. purificaram uma proteina, a partir do plasma da
serpente Crotalus durissus terrificus, de massa molecular calculada em 23,6 kDa a partir de
SDS-PAGE. Essa proteina foi denominada Fator Neutralizante de Crotalus (CNF). Trés
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etapas cromatograficas foram feitas, uma troca anidnica, uma troca catibnica e uma
cromatografia de fase reversa; essas etapas foram acompanhadas por SDS-PAGE e ensaios de
atividade fosfolipasica in vitro (FORTES-DIAS et al., 1991) O CNF foi entdo classificado
como um inibidor do tipo gama da classe |1 (OKHURA, et al., 1997; LIZANO, et al., 2003).

O CNF foi identificado como um peptideo de cadeia Unica, composto de 181 residuos
de aminoécidos, pl de 5,45, contendo 16 residuos de cisteina e um provavel sitio de ligacdo de
carboidrato no residuo Asn™’ (FORTES-DIAS et al., 1994). Na forma nativa, 0 CNF é
compativel com um oligdmero de 6 a 8 subunidades, ja que exibe massa molecular de 160
+10 kDa, a partir de cromatografia de filtragdo molecular e eletroforese em gel, sob condicoes
ndo desnaturantes (FORTES-DIAS et al., 1994).

O CNF é capaz de neutralizar tanto a atividade letal quanto a enzimatica (FLA;) do
veneno bruto de C. durissus terrificus e da crotoxina (FORTES-DIAS at al., 1990; 1991;
1994). O mecanismo envolvido na inibicdo da acdo toxica da crotoxina pelo CNF se da pelo
deslocamento e substituicdo do componente &cido (CA) no complexo crotoxina (CA/CB) por
CNF. Forma-se, entdo, um complexo composto por CNF e CB (CNF/CB) que ndo possui
toxicidade. Dessa forma, o CNF funciona como um receptor soltvel para CB (FORTES-DIAS
et al., 1994; PERALES et al., 1995). Além disso, 0 CNF é capaz ndo s6 de competir com o
receptor de membrana pela ligacdo a CB, como também consegue deslocar, parcialmente, a
toxina ja ligada ao receptor em modelos de sinaptossomas (dos SANTOS et al., 2005).

Embora os efeitos sisttmicos do veneno de Crotalus sejam neutralizados através da
aplicacdo do soro anticrotalico, devido a sua natureza heterdloga, por vezes o soro antiofidico
pode desencadear reagdes indesejadas, chegando a intensos efeitos colaterais (CHIPPAUX &
GOYFFON, 1998), de forma que inibidores de toxinas como o CNF, podem se tornar
possiveis ferramentas na resolugcdo do envenenamento, pois 0 CNF além de inibir a FLA,,
consegue até mesmo deslocar parcialmente a toxina ja ligada ao receptor na membrana (dos
SANTOS et al., 2005). Mesmo o CNF apresentando caracteristicas importantes que o coloca
como prototipo biotecnolégico, pelos efeitos fisioldgicos apresentados, ainda ndo é conhecida
a acao desse inibidor frente a ativagao celular, objetivo deste trabalho.

Ainda no ambito dos inibidores de toxinas, OLIVEIRA et al., 2011, demonstraram que
proteinas inibitérias isoladas do plasma da serpente Bothrops jararacussu (BjussuMIPS)
apresentaram propriedades inibitdrias sobre diferentes FLA; isoladas dos venenos de serpentes

Bothrops e Crotalus. Além disso, os BjussuMIPs do tipo a e vy, revelaram propriedades
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farmacolégicas como a inibicdo da atividade de FLA,, anticoagulante, miotdxica, inducdo de
edema, citotdxica, bactericida e letal.

Em relacdo ao espectro de inibicdo, FORTES-DIAS et al., 1999 demonstraram que o
CNF consegue inibir tanto a crotoxina, quanto uma fosfolipase A, basica e trés &cidas
purificadas a partir do veneno de Lachesis muta muta (FORTES-DIAS, et al., 1999). Além de
inibir FLA, do veneno aut6logo e de venenos de outras espécies, sabe-se que o0 CNF ndo atua
sobre a FLA, humana, corroborando, dessa forma, uma potencial utilizagdo do CNF como
ferramenta capaz de neutralizar, pelo menos em parte, além do envenenamento crotélico,
envenenamentos ocasionados também por outras serpentes. Dessa forma, estudos para
investigar de modo mais detalhado o papel do CNF sobre a funcionalidade celular, bem como
seu potencial na prospeccdo biotecnoldgica, tornam-se relevantes, uma vez que ainda sdo

€SCassos.

1.2 Consideracdes gerais sobre leucdcitos

A inflamacdo é uma resposta do organismo a agressdes de naturezas diversas, que
podem ser fisicas, quimicas e bioldgicas. Ela se caracteriza por sinais classicos descritos por
Cornelius Celsus por rubor, tumor, calor e dor. Esses sinais se devem a a¢do dos mediadores
quimicos que sdo liberados no local da lesdo. A reacdo inflamatoria envolve uma diversidade
de eventos vasculares e celulares caracteristicos que envolvem vasodilatacdo, aumento do
fluxo sanguineo, levando ao aumento da permeabilidade vascular e exsudacdo plasmatica e
conseqliente migracao leucocitéria, cuja finalidade é a eliminacéo dos agentes injuriosos pelos
fagocitos (RYAN & MAJINO, 1977; LENTSCH & WARD, 2000; KULINSKY, 2007).

As primeiras células a migrarem para o foco da lesdo séo os neutrofilos e, em seguida,
0s monacitos (SHERWOOD et al., 2004). Uma vez nos tecidos, 0s mondcitos diferenciam-se
em macrofagos, sdo ativados e desenvolvem suas funcfes. Durante o desempenho de suas
funcdes essas células liberam enzimas hidroliticas, agentes oxidantes e microbicidas, além de
diversos mediadores inflamatorios, como citocinas e mediadores lipidicos (MACMICKING et
al., 1997; POLIOUT et al., 1998; YU et al., 1998).

Os neutrdfilos sdo leucdcitos polimorfonucleares considerados a primeira linha de
defesa do organismo e auxiliam no combate as infec¢des, fagocitando e matando o agente
invasor. Apos serem estimulados, sofrem alteracdes morfologicas, bioquimicas e funcionais
(FUCHS et al., 2007), ocorrendo aumento da capacidade de produgdo e secregdo de
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mediadores inflamatdrios, bem como de agentes microbicidas e tumoricidas (CALDER et al.,
1995).

Para destruicdo dos agentes fagocitados, os neutrofilos utilizam as vias oxidativa, com
geracdo de espécies reativas do oxigénio e, a nao oxidativa, com acdo das enzimas
lisossomais. Sendo a mieloperoxidase (MPO) a enzima chave na via oxidativa
(CASSATELA, 1995).

A geracdo de agentes microbicidas, como as espécies reativas do oxigénio, se inicia
pela ativacdo da enzima NADPH oxidase, a qual € formada por cinco componentes (p67, p40,
p47, GTPase e Rac2) distribuidos entre a membrana do fagossoma e o citoplasma celular. A
ativacdo da NADPH oxidase catalisa a producdo de anion superéxido, que em seguida é
convertido em peroxido de hidrogénio (H,O,) pela superdxido dismutase. Grande parte do
peroxido formado leva a formacéo de um complexo a partir da reacdo com a mieloperoxidase,
presente nos granulos azurdfilos dos neutrofilos. Por sua vez, o complexo formado reage com
ions cloro e forma o &cido hipocloroso (De LEO & QUINN, 1996; BABIOR et al., 2002)
principal espécie reativa do oxigénio produzida por neutréfilos (KLEBANOFF, 2005),
entretanto, além da funcdo microbicida, é possivel que haja também uma participagcdo maior
da MPO na bioquimica de neutrofilos e mondcitos, como na imunomodulagdo (SCHRECK &
ALBERMANN, et al., 1992).

A resposta imune ao agente invasor, antigenos nao préprios, resulta em rapida
expansdo de linfocitos efetores com especificidade para o antigeno indutor. Os linfdcitos
podem ser divididos em duas subpopulagbes principais que apresentam grande
heterogeneidade de funcdes e especificidade antigénica: os linfécitos B, responsaveis pela
producdo de anticorpos e os linfécitos T que auxiliam as células B e outras células através de
interacdes celulares diretas e da secrecao de citocinas. (CLAMAN, 1987) .

Os linfocitos T sdo produtores de citocinas, dentre as quais a IL-2 funciona como fator
de crescimento e diferenciacdo para estas células. Simultaneamente, com a secrecéo de IL-2,
ocorre aumento da expressdo de receptores de membrana para esse fator de crescimento, 0
que possibilita a proliferacdo celular. Outras citocinas também sdo produzidas por linfdcitos
T, como IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13. De acordo com o padrdo de citocinas que 0s
linfocitos T produzem quando ativados é que ocorre a distingdo fenotipica entre essas células
em subpopulagdes TH1 e TH2 (KIDD, 2003).

Linfécitos TH1 produzem citocinas associadas a ativacdo de macr6fagos, bem como
de outros fagdcitos, onde se destaca o principalmente IFN-y, que aumenta a expressdo de
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moléculas do MHC de classe Il e a producédo de espécies reativas do oxigénio em macrofagos
(FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005). As ac¢oes do IFN-y s&o reguladas, positivamente, por
IL-12 e IL-18 (OKAMURA, 1998) e, negativamente, por IL-10 e IL-4 (SCHINDLER &
LUTZ, 2001). J4, os linfocitos com padrdo TH2 produzem citocinas como IL-4, IL-10 e IL-
13, sendo que IL-10 e IL-4 possuem efeitos inibidores sobre a producdo de citocinas em
células TH1.

A IL-10 é uma citocina produzida por células do sistema imunolégico tais como
mondcitos, macrofagos e subpopulages particulares de células T, incluindo Trl, Treg e
células TH1. Sua acdo se da através de um complexo receptor transmembrana, composto de
IL-10R1 e IL-10R2, regulando as fungBes de muitas e diferentes células do sistema
imunoldgico (SABAT et al., 2010). Adicionalmente, atua como um potente modulador das
funcBes monociticas e macrofagicas, uma vez que inibe a capacidade destas células de
apresentar antigenos (FRUCHT & FUKAO, 2001). Ainda, esta citocina inibe a producédo de
TNF-a e IL-1 e liberagdo de radicais livres do oxigénio (FRUCHT & FUKAO, 2001).

O TNF-a apresenta-se como citocina pleiotropica produzida por diferentes tipos
celulares, dentre eles, as células da linhagem monocitica, como macréfagos, células de
Kupffer e macrofagos alveolares, além de ser liberada também por linfocitos T e B ativados,
dentre outros tipos celulares (PFEFFER, et al., 1993; FLYNN, et al., 1995). Adicionalmente,
0 TNF-a aumenta a expressao de receptores para IL-2 e a resposta proliferativa a antigenos.
Em linfécitos B, induz sua diferenciacdo em plasmdcitos, com conseqliente producdo de
imunoglobulinas (VASSALLI, 1992). O TNF-a atua através de dois receptores de membrana, 0
receptor 1 de TNF (TNFR1) e o receptor 2 de TNF (TNFR2). Ambos contém quatro
repeticdes ricas em cisteina no dominio extracelular. O TNFR1 é constitutivamente expresso
em diversos tecidos de mamiferos enquanto que o TNFR2 é altamente regulado e tipicamente
expresso nas células do sistema imune. (BANNER, et al., 1993; TARTAGLIA, et al., 1993).

Cabe ressaltar que o TNF-a mostra-se como um excelente mediador da resposta
inflamatdria, ja que é capaz de produzir uma gama de efeitos e consegue ativar ou suprimir
varios genes responsaveis pela transcricdo de proteinas pro-inflamatérias, de outros
mediadores e de proteinas de fase aguda (PORTEU & NATHAN, 1990).

Uma vez que os leucocitos desempenham papel primordial na resolucdo da
inflamac&o, estando diretamente envolvidos nos processo de envenenamentos, e tomando o

CNF como possivel modelo para que sejam desenvolvidos antidotos para 0s envenenamentos,
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o conhecimento sobre a funcéo e estado de ativacdo dessas células na vigéncia do CNF torna-

se importante.
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2 Objetivos

2.1 Gerais
Avaliar o efeito do fator neutralizante de Crotalus (CNF), isolado do plasma da
serpente Crotalus durrisus terrificus, sobre a funcionalidade de células mononucleares do

sangue periférico (PBMCs) e neutrofilos humanos.

2.2 Especificos

Avaliar o efeito do CNF sobre os seguintes parametros em PBMCs.
Viabilidade celular
Proliferacéo celular
Producéo de citocinas (IL-2, IL-10, TNF-a)
Geracdo de anion Superoxido

Avaliar o efeito do CNF sobre os seguintes parametros em neutrofilos.
Viabilidade celular
Liberacdo de mieloperoxidase
Producéo de citocinas (IL-8)

Geracdo de anion superoxido
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3 Material e métodos

3.1 Toxina

O CNF foi fornecido pela Dra. Consuelo Latorre Fortes-Dias do Centro de Pesquisa
e Desenvolvimento, Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), Belo Horizonte - Minas Gerais. Até o
momento da sua utilizagdo, a toxina seca, foi mantida e condicionada a 4°C. As autorizagdes
para atividades com finalidade cientifica sdo: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA e Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade — ICMBIo. NUmeros: 11094-2, 11094-1, 10394-1 e 15484-1.

3.2 Comisséo de ética
O presente estudo foi submetido a analise da comissao de ética em pesquisa do Centro

de Pesquisas em Medicina Tropical - CEPEM e aprovado sob nimero 108/2010.

3.3 Obtencéo dos PBMCs

A obtencdo dos PBMCs foi feita através do método de gradiente de densidade por
Hystopaque 1077®. Para o isolamento dos PBMCs foram coletados 20 mL de sangue por
puncdo venosa de voluntarios sadios que assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Apds a coleta, feita em tubos heparinizados, o sangue foi diluido em tampéo
fosfato-salina (PBS) na proporcéo de 1:1. Em tubos conicos de 15 ml foram adicionados 7 mL
de Hystopaque 1077®e 7 mL do sangue diluido. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
400g por 30 minutos. A nuvem de PBMCs formada na interface do plasma sanguineo com o
Hystopaque foi coletada e transferida para outro tubo. A essas células foram adicionados 10
mL de PBS para lavagem. Em seguida, foram centrifugadas durante 5 minutos a 15009 e,
apods, o sobrenadante foi descartado. O processo de lavagem foi repetido trés vezes. Feita a
altima centrifugacdo, o PBS foi descartado e adicionou-se 1 mL de meio RPMI suplementado
com estreptomicina (100pg/mL), penicilina (100pg/mL) e 10% de soro fetal bovino (SFB).
Uma aliquota de 5 pL do volume foi retirada para contagem em camara de Neubauer e, apés a

contagem, o volume foi ajustado para a utilizagdo de 2x10° células.

3.4 Obtencdo dos neutroéfilos
Para isolamento dos neutréfilos, o sangue foi coletado e diluido como descrito no item

3.3. Apos a coleta da nuvem de PBMCs, o precipitado de hemacias e neutrofilos foi retirado e
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separado em outro tubo. Para o isolamento dos neutrofilos, foi adicionado tampdo de lise de
hemécias ao precipitado separado, na proporcéo de 1:2 e, em seguida, o tubo foi refrigerado a
-20°C por 5 minutos. Transcorrido o tempo determinado, o tubo foi centrifugado a 400g por 5
minutos e o sobrenadante descartado. Esse processo foi repetido por trés vezes. Os neutrdfilos
foram entdo lavados com PBS, adicionou-se 1 mL de Meio RPMI suplementado. Uma
aliquota de 5 pL do volume foi retirada para contagem em camara de Neubauer e, apds a

contagem, o volume foi ajustado para a utilizacéo de 2x10° células.

3.5 Viabilidade por excluséo do azul de Tripan

Para o0 ensaio de viabilidade por azul de Tripan, desenvolvido como descrito por
ZULIANI et al., 2005, foram adicionados 2x10° PBMCs suspensos em meio RPMI
suplementado e as células foram incubadas por 15 horas a 37°C e 5% de CO, em RPMI para
controle e, nas concentragdes de 12,5ug/mL, 25ug/mL e 50pg/mL de CNF para o grupo
experimental, num volume final de 100uL. Apds, o tempo determinado, foram adicionados
20pL de solucdo de azul de Tripan a 0,1%. O indice de viabilidade foi determinado pela
contagem de células vivas ou ndo, em camara de Neubauer, ao microscopio de luz, num total
de 100 células. Os resultados foram expressos em porcentagem de células vidveis em relagao

ao numero total de células.

3.6 Determinacéo da viabilidade celular por redugdo do MTT

A viabilidade foi determinada através do método de reducdo do MTT (3-[4-5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983). Assim, 0s
PBMCs (2x10°) foram cultivados em placas de 96 pocos com 250uL de RPMI suplementado e
incubados com CNF na concentragdo de 50pug/mL (grupo experimental), LPS (grupo controle
positivo) ou RPMI (grupo controle negativo), por 24 horas, a 37°C, em atmosfera Umida de
5% de CO,. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 400g e o
sobrenadante retirado. Em seguida, 10 pL de MTT (5mg/mL em PBS) e 90uL de RPMI/poco
foram adicionados, seguidos de incubacdo a 37°C e 5% de CO,, por 3 horas. Apos esse
periodo, as amostras foram novamente centrifugadas, o sobrenadante desprezado, e entdo
adicionados 200 pL de PBS para remocdo do MTT ndo internalizado. Em seguida, as células
foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e, posteriormente adicionados 100 pL de
DMSO para a solubilizagdo dos cristais de formazan. Decorridos 1 hora e 30 minutos para a

solubilizacdo, o grau de reducdo de MTT para formazan foi quantificado pela medida de
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densidade o6ptica a 570nm em espectrofotbmetro. Os resultados foram expressos em
absorbancia (D.O.).

3.7 Proliferacdo de PBMCs

A proliferagdo dos PBMCs foi avaliada através do método colorimétrico de MTT
segundo descrito por MOSMANN, 1983. Resumidamente, 2x10° células foram incubadas,
para um volume final de 250 pl, com CNF (50 pg/mL), RPMI (controle) ou Concanavalina A
(5 pg/mL - controle positivo), durante 96 horas em atmosfera Umida de 5% de CO-, a 37°C.
Apos a incubacdo, foram adicionados 10 pl de MTT (5mg/mL em PBS) e as células incubadas
por 4 horas. Decorrido o tempo, as células foram centrifugadas durante 5 minutos a 400g, o
sobrenadante foi descartado e adicionados 200 pL de PBS para remover o MTT nédo
internalizado. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas e o PBS descartado.
Adicionou-se, 100 pl de DMSO para solubilizagdo dos cristais de formazan. Decorridos 1 hora
e 30 minutos para a solubilizacdo, o grau de reducdo de MTT para formazan foi quantificado
pela medida de densidade Optica a 570nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram

expressos em absorbancia (D.O.).

3.8 Determinacéo da producdo do anion superéxido por densidade éptica

A geracdo de superoxido foi estimada através da redugdo do “nitroblue tetrazolium”
(NBT), um composto amarelo lipossolavel que se torna insoltvel e de cor azul no seu estado
reduzido (MADHAVI et al., 1994). Para este ensaio, ap6s o isolamento dos PBMCs e
neutréfilos, foram incubadas 2x10° células na presenca de 0,1% de NBT, com meio de cultura
RPMI (controle), PMA na concentracdo de 500 ng/mL (controle positivo) ou CNF na
concentragdo de 50 pg/mL, a 37°C e atmosfera Umida de 5% de CO,. Para o teste de duas
horas com PBMCs, ainda foram incubados crotoxina (6 pg/mL) e CNF (50 pg/mL) acrescido
de crotoxina (6 pg/mL). Apds o tempo de incubacdo, o sobrenadante foi retirado e as células
foram lavadas com PBS e centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm. Em seguida, o PBS foi
retirado e foram adicionados 100 pul de KOH/DMSO para solubilizagdo do NBT. Apos 1 hora
de solubilizagdo, foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 620nm. Os

resultados foram expressos em absorbancia (D.O.).
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3.9 Determinacao da producéo de citocinas por EIA

Para a dosagem de citocinas por ensaio imunoenziméatico (EIA), os PBMCs ou
neutrdfilos (2 x 10° células), obtidos como descrito anteriormente, foram incubados com o
CNF (50pg/mL) e RPMI (controle). Como controles positivos foram utilizados LPS (1
pg/mL) ou PMA (150 pg/mL) acrescido de lonomicina (Lug/mL). A seguir, as células foram
incubadas durante 15 horas a 37°C, em atmosfera imida de 5% de CO,. Placas de 96 pocos
(NUNC MaxiSorp) foram sensibilizadas com anticorpo de captura (anti I1L-2, 1L-10, TNF-q,
IL-8) dissolvidos em tampdo fosfato 0,1M, durante 12 horas, em temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram lavadas com PBS-Tween (PBS contendo 0,5% de Tween 20) por 3
vezes em lavadora de placas. Os sitios livres foram bloqueados com 100 ni de tampéo de
bloqueio, contendo 1% de BSA em PBS e, as placas, incubadas por 1 hora, em temperatura
ambiente. A seguir, as placas foram lavadas por trés vezes com PBS-Tween e adicionados
100pL de sobrenadante de cultura de PBMCs ou de neutréfilos ou de padrdes de cintocina
recombinante e, incubadas durante 2 horas, em temperatura ambiente. Decorridas esse
periodo, as placas foram lavadas com PBS-Tween e 100uL de solugdo de anticorpos
biotinilados anti-citocinas foram adicionados e incubados por 2 horas em temperatura
ambiente. Apés trés lavagens, a presenca de anticorpos biotinilados foi detectada com a
incubacédo, durante 20 minutos, de 100uL de streptavidina-peroxidase (1:200). As placas
foram novamente lavadas e adicionados 100pL de reagente cromogénico TMB (0,1mg/mL)
dissolvidos em tampédo fosfato-citrato 0,06M (pH 5,0), contendo 0,03% de peroxido de
hidrogénio. A reagdo foi interrompida ap6s 15 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, pela adicdo de 100uL de &cido sulfdrico 2N. A absorbancia foi determinada em
espectofotdmetro a 450 nm e os resultados confrontados a uma curva padréo efetuada com a
citocina recombinante correspondente para a determinacdo da concentracdo desta citocina

representada em pg/mL.

3.10 Dosagem da liberacao de MPO por neutroéfilos

Para dosagem da liberagdo de MPO, os neutrofilos foram isolados como descrito no
item 3.4. As células foram incubadas com CNF (50 pg/mL), RPMI (controle) ou LPS (1
pg/mL - controle positivo), em placas de cultura, por 24 horas em atmosfera Umida de 5% de
CO, e 37°C. Apo6s o tempo de incubagdo, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi
coletado para a dosagem de MPO. Em pocos de placas de cultura foram adicionados 90 pul da

solucdo preparada com os reagentes peréxido (A) e cromdgeno (B) na proporcdo 1:1. Em
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seguida adicionou-se 10 pl de amostra e incubou-se por 5 minutos, no escuro, em temperatura
ambiente. A reacgdo foi interrompida pela adicdo de 50 pl de HySOs a 2N. A leitura da
absorbéncia foi feita em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450nm. Os resultados

foram expressos em absorbancia (D.O.).

3.11 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando analise de variancia (ANOVA) com
pos teste de Bonferroni ou realizadas pelo Teste “t” Student, no programa Graph Pad Prism
5.0. As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05. Os resultados foram

expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
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4 Resultados

4.1 Efeito do fator neutralizante de Crotalus (CNF), isolado do plasma da serpente
Crotalus durissus terrificus, sobre a viabilidade de células mononucleares do sangue
periférico humano (PBMCs).

A viabilidade celular, realizada pelo método da exclusdo do azul de Tripan, mostrou
que o CNF, nas concentragfes de 12,5ug/mL, 25ug/mL e 50ug/mL, no periodo de 15 horas,
ndo alterou significativamente esse pardmetro se comparado ao controle. A taxa de
viabilidade dos PBMCs controle foi de 99%. N&o houve diferenca entre as diferentes

concentragdes de CNF utilizadas (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito do CNF sobre a viabilidade de PBMCs humanos. O sangue de voluntarios saudaveis foi
coletado, em seguida as células separadas por gradiente de densidade pelo Histopaque 1077. Os PBMCs isolados
foram incubados com diferentes concentragdes de CNF, descritas acima, ou RPMI (controle) por um periodo de
15 horas. A viabilidade dos PBMCs foi avaliada pelo método de Tripan. Os dados representam a média + EPM

de 4 doadores.
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4.2 Efeitos do CNF sobre a viabilidade por MTT em PBMCs.

A viabilidade celular, realizada através do método de redu¢do do MTT, mostrou que 0
CNF, na concentracdo de 50 pg/mL e no periodo de 24 horas de incubacéo, ndo alterou a
viabilidade dos PBMCs se comparado aos controles negativo (PBMCs incubados com meio
de cultura RPMI) e positivo (PBMCs incubados com LPS - 1 pg/mL) (Figura 3).

0.3
0.2+
o
(@)
0.1+
0.0-
T T T
\Q) ) <<
O R o3
"

Figura 3 - Efeito do CNF sobre a viabilidade por MTT em PBMCs humanos. O sangue de voluntarios
saudaveis foi coletado, em seguida as células separadas por gradiente de densidade pelo Histopaque 1077. Os
PBMCs isolados foram incubados com o CNF (50 pg/mL) ou RPMI (controle negativo) ou LPS (controle
positivo - 1ug/mL) por um periodo de 24 horas. A viabilidade dos PBMCs foi avaliada pelo método de reducao
do MTT. Os dados representam a média + EPM de 4 doadores.
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4.3 Efeitos do CNF sobre a proliferacdo de PBMCs.

A capacidade proliferativa dos PBMCs foi avaliada ap6s a incubagdo das células com
RPMI (controle) ou concanavalina A (5 pg/mL - controle positivo) ou CNF (50 pg/mL). A
figura 4 mostra que o CNF ndo estimulou a proliferacdo dos PBMCs se comparado aos

controles.
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Figura 4 - Efeito do CNF sobre a proliferacdo de PBMCs humanos. Os PBMCs (2X10°) foram incubados,
por 96 horas, com RPMI (controle negativo) ou concanavalina A (5 pg/mL - controle positivo) ou CNF (50
pg/mL), a 37°C e 5% de CO,. Os cristais de formazan formados foram solubilizados e a absorbancia do
sobrenadante foi determinada a 620nm em espectrofotdmetro. Os dados foram expressos em D.O. e representam
a média + EPM de 3-4 doadores. *p<0,05 em rela¢éo ao controle (ANOVA).
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4.4 Efeitos do CNF sobre a producéo de IL-2 a partir de PBMCs.

Para avaliar se o CNF era capaz de estimular a producéo de IL-2, os PBMCs foram
incubadas com RPMI (controle negativo), PMA adicionado de ionomicina (controle positivo)
e CNF, na concentragdo de 50 pg/mL. A figura 5 mostra que o0 CNF néo induziu produgéo de
IL-2 pelos PBMCs quando comparado aos controles. Os PBMCs incubados com PMA
adicionado de ionomicina (controle positivo) produziram, significativamente, IL-2 (2199 +
47,98 pg/mL) se comparados ao controle incubado apenas com RPMI, controle negativo,
(40,93 + 1,81 pg/mL).
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Figura 5 - Efeito do CNF sobre a producio de I1L-2 por PBMCs humanos. Os PBMCs (2X10°) foram
incubados com a concentragdo néo citotéxicas do CNF (50 pg/mL), por 15 horas ou RPMI (controle negativo)
ou PMA (150 pg/mL) + lonomicina (1 pg/mL), como controle positivo. Em seguida, o sobrenadante foi coletado
para a quantificacdo das concentragdes de I1L-2 por EIA. Os dados representam a média + EPM de 4 doadores.

*p< 0,05 em relacéo ao controle.
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4.5 Efeitos do CNF sobre a producéo de IL-10 a partir de PBMCs.

Para verificar a capacidade do CNF em induzir a producéo de I1L-10, os PBMCs foram
incubados durante 15 horas com RPMI (controle), CNF (50 pg/mL) ou LPS (1 pg/mL —
controle positivo). A figura 6 mostra que o CNF na concentracdo utilizada ndo afetou a
producdo dessa citocina quando comparado ao controle, entretanto, o controle positivo com

LPS produziu significativamente IL-10 (181,1 + 16,63 pg/mL) em relagdo ao controle apenas
com RPMI (76,22 £ 12,77 pg/mL).
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Figura 6 - Efeito do CNF sobre a producéo de IL-10 por PBMCs humanos. Os PBMCs (2X10°células)
foram incubados com a concentragdo ndo citotoxicas do CNF (50 pug/mL), durante 15 horas ou RPMI (controle
negativo) ou LPS (controle positivo). Em seguida, o sobrenadante foi coletado para a quantificacdo das

concentragdes de IL-10 por EIA. Os dados representam a média + EPM de 4 doadores. *p< 0,05 em relacdo ao
controle (ANOVA).
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4.6 Efeitos do CNF sobre a producéo de TNF-a a partir de PBMCs.

Para verificar a capacidade do CNF em induzir a produgdo de TNF-a, os PBMCs
foram incubados durante 15 horas com RPMI (controle), LPS (controle positivo) ou CNF, na
concentracdo de 50 pg/mL. A figura 7 mostra que o CNF mostrou-se capaz de induzir
significativamente a producdo de TNF-a, que foi de (509,2 £ 47,93 pg/mL), em relacdo ao
controle, que produziu (157,3 £ 10,07 pg/mL). Ja o controle positivo com LPS teve produc¢do
(503,1 + 98,08pg/mL).
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Figura 7 - Efeito do CNF sobre a producdo de TNF-a por PBMCs humanos. Os PBMCs (2X10° células)
foram incubados com a concentracdo ndo citotoxicas do CNF (50 pg/mL), por 15 horas ou RPMI (controle
negativo) ou LPS (controle positivo). Em seguida, o sobrenadante foi coletado para a quantificacdo das
concentragdes de TNF-a por EIA. Os dados representam a média + EPM de 4 doadores. *p< 0,05 em relagdo ao
controle (ANOVA).
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4.7 Efeitos do CNF sobre a producéo de superdxido a partir de PBMCs.

Com o intuito de investigar a interferéncia do CNF no “burst” respiratéorio, avaliou-se
a producdo de anion superdxido por PBMCs. Assim, as células foram incubadas por 2 horas
com RPMI (controle negativo), PMA (controle positivo), CNF (50 pg/mL), crotoxina (6
pg/mL) ou CNF, na concentracdo de 50 pg/mL acrescido de de 6 pg/mL de crotoxina. A
crotoxina foi utilizada para verificar a capacidade de inibicdo do CNF sobre a crotoxina na
producdo de superdxido.

A figura 8 mostra que o CNF ndo induziu aumento, em relacdo ao controle, da
producdo de superoxido. Por outro lado, a crotoxina estimulou significativamente, em relagéo
ao controle, a producdo de superoxido. Quando a crotoxina foi incubada juntamente com o
CNF houve uma reducao significativa da producdo de anion superoxido, induzida pela

crotoxina.
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Figura 8 - Efeito do CNF sobre a producéo de superdxido por PBMCs humanos. Os PBMCs (2X10°) foram
incubados com solucdo de 0,1% de NBT contendo RPMI (controle negativo) ou PMA (500 ng/mL - controle
positivo) ou CNF (50 pg/mL) ou crotoxina (6 pg/mL) ou CNF (50 pg/mL) acrescido de crotoxina (6 pg/mL),
por um periodo de 2 horas, a 37°C e 5% de CO, para a formagao dos cristais formazan, resultantes da reducéo do
NBT pelo superéxido. Os cristais foram solubilizados e a absorbancia do sobrenadante foi determinada a 620nm
em espectrofotdmetro. Os dados foram expressos em D.O. e representam a média + EPM de 3-4 doadores. *p<

0,05 em relagéo ao controle. e #p< 0,05 em relacdo a crotoxina (ANOVA).
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4.8 Efeitos do CNF sobre a viabilidade por MTT em neutréfilos humanos.

A viabilidade celular, realizada através do método de reducdo do MTT, mostrou que 0
0 CNF, na concentracdo de 50 pg/mL e no periodo de 15 horas de incubagdo, ndo alterou a
viabilidade dos neutrofilos se comparado ao controle negativo (neutréfilos incubados com
meio de cultura RPMI) (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do CNF sobre a viabilidade por MTT em neutro6filos humanos. O sangue de voluntarios
saudaveis foi coletado, em seguida as células separadas por gradiente de densidade pelo Histopaque 1077. Os
neutrdfilos isolados foram incubados com o CNF (50 pug/mL) ou RPMI (controle negativo) por um periodo de 24
horas. A viabilidade dos neutrofilos foi avaliada pelo método de reducdo do MTT. Os dados representam a

média £ EPM de 4 doadores. *p<0,05 em relagdo ao controle. Teste “t” Student.
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4.9 Efeitos do CNF sobre a liberacdo de mieloperoxidase (MPO) a partir de neutroéfilos
humanos.

Para avaliar a capacidade do CNF em estimular os neutréfilos a liberar MPO, 0s
neutrofilos foram incubados com RPMI (controle negativo), LPS (controle positivo) e CNF,
na concentragdo de 50 pg/mL, por um periodo de 24 horas. A figura 10 mostra que o CNF
nao induziu a liberacdo de MPO pelos neutrofilos se comparado aos controles. Os neutréfilos
incubados com LPS (controle positivo) liberaram, significativamente, MPO (0,243 + 0,012

pg/mL) se comparados ao controle incubado apenas com RPMI (controle negativo).
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Figura 10 - Efeito do CNF sobre a liberagdo de MPO por neutréfilos humanos. Os neutréfilos (2X10°)
foram incubados com a concentracdo ndo citotoxicas do CNF (50 pg/mL), por 24 horas ou RPMI (controle
negativo) ou LPS (1 pg/mL) (controle positivo). Em seguida, o sobrenadante foi coletado para a quantificacdo
das concentragdes de MPO por espectrofotdbmetro. Os dados representam a média + EPM de 4 doadores. *p<
0,05 em relacédo ao controle (ANOVA).
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4.10 Efeitos do CNF sobre a producéo de superéxido a partir de neutrofilos.

Com o intuito de se investigar se 0 CNF interferia no “burst” respiratorio, avaliou-se a
producdo de anion superoxido por neutrofilos. Assim, as células foram incubadas por 1 hora
com RPMI (controle negativo), PMA (controle positivo), CNF (50 pg/mL). A figura 11
mostra que o CNF ndo induziu aumento, em relacdo ao controle, da produgdo de superéxido.
Por outro lado, os neutrdfilos incubados com PMA (controle positivo) produziram,
significativamente, superoxido (0,3203 + 0,04 pg/mL) se comparados ao controle incubado

apenas com RPMI (controle negativo).
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Figura 11 - Efeito do CNF sobre a producdo de superdxido por neutrofilos humanos. Os neutrofilos
(2X10°) foram incubados com solucdo de 0,1% de NBT contendo RPMI (controle negativo) ou PMA (500
ng/mL - controle positivo) ou CNF (50 pg/mL), por um periodo de 1 hora, a 37°C e 5% de CO, para a formacdo
dos cristais formazan, resultantes da reducdo do NBT pelo superoxido. Os cristais foram solubilizados e a
absorbancia do sobrenadante foi determinada a 620nm em espectrofotdmetro. Os dados foram expressos em

D.O. e representam a média + EPM de 4 doadores. *p<0,05 em relacgdo ao controle (ANOVA).
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4.11 Efeitos do CNF sobre a producdo de IL-8 a partir de neutréfilos humanos.

Para avaliar a influéncia do CNF na capacidade de estimular os neutrdfilos a produzir
IL-8, os neutrdfilos foram incubados com RPMI (controle negativo), LPS (controle positivo)
e CNF, na concentracdo de 50 pg/mL, por um periodo de 15 horas. A figura 12 mostra que o
CNF induziu, significativamente, a producéo de IL-8 pelos neutrofilos (387,2 + 24,37 pg/mL)
se comparado ao controle com RPMI (45,24 + 0,36 pg/mL). Os neutréfilos incubados com
LPS (controle positivo) também produziram, significativamente, IL-8 se comparados ao

controle incubado apenas com RPMI (controle negativo).

500-
*
400 x —_—
- 3004 [
£
g 2004
100-
N |
T T T
e ) &
\«0\ Q O%

Figura 12 - Efeito do CNF sobre a producéo de IL-8 por neutrdfilos humanos. Os neutrdfilos (2X10°%) foram
incubados com a concentragdo néo citotdéxicas do CNF (50 pg/mL), por 15 horas ou RPMI (controle negativo)
ou LPS (1 pg/mL) (controle positivo). Em seguida, o sobrenadante foi coletado para a quantificacdo das
concentragdes de IL-8 por EIA. Os dados representam a média £+ EPM de 4 doadores. *p< 0,05 em relacdo ao
controle (ANOVA).

37



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

5 Discussao

O CNF é candidato para protétipo a ser estruturado biotecnologicamente para
alternativa no tratamento do envenenamento preferencialmente crotalico, podendo ser
estendido para outros envenenamentos da mesma ordem. No entanto, os efeitos do CNF em
células humanas ndo sdo conhecidos. Desse modo, no presente estudo, investigou-se a
toxicidade do CNF sobre células mononucleares humanas do sangue periférico (PBMCs). Os
resultados iniciais obtidos ndo mostraram toxicidade do CNF in vitro tanto no ensaio de azul
de tripan quanto no de MTT. As concentragdes de 12,5ug/mL, 25ug/mL e 50pg/mL foram
utilizadas e incubadas com os PBMCs. Como nenhuma das concentracGes acima afetou a
viabilidade celular dos PBMCs humanos, a concentracdo de 50 pg/mL foi utilizada para os
experimentos a seguir. Dados semelhantes foram obtidos por OLIVEIRA et al., 2011 que
mostraram que o BjussuMIP, um inibidor de FLA; isolada do plasma de Bothrops jararacussu,
ndo é toxico para células endoteliais de camundongos (tEnd). O fato do CNF ndo afetar a
viabilidade celular humana, possibilita seu uso para novas proposi¢des de intervencdo no
tratamento do envenenamento. Cabe ressaltar que ndo ha dados na literatura que mostrem o
efeito do CNF sobre a toxicidade celular em leucdcitos humanos, sendo esta a primeira
descricéo.

Uma das formas de se avaliar a ativagdo celular de PBMCs é através do ensaio de
proliferacdo celular, a qual é medida através da producdo de formazan, ou seja, MTT no
estado reduzido, que reflete a atividade de enzimas intracelulares (MOSMANN, 1983). Os
resultados obtidos mostraram que os PBMCs incubados com 5ug/mL de concanavalina A
proliferaram significativamente em relacdo ao controle. A estimulacdo de PBMCs por esse
mitdgeno envolve a ativagdo de uma complexa cascata de reacdes bioquimicas, promovendo a
entrada das células no ciclo celular (DORN et al, 2002). Porém, quando os PBMCs foram
incubados com 50 pg/mL de CNF, ndo houve aumento da proliferagéo celular, indicando que
0 CNF ndo interfere na resposta proliferativa. Ndo ha dados na literatura que mostrem o efeito
do CNF ou de inibidores semelhantes ao CNF sobre a proliferacdo de PBMCs. Por outro lado,
a literatura mostra que inibidores comerciais de FLA,, tais como o araquidonil
trifluorometilcetona e o bromoenol lactona, citosélica e independente de célcio, inibem o
efeito proliferativo de fibroblastos da linhagem 376 (SANCHEZ & MORENO, 2001) por

inibir a atividade enzimatica da enzima.
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Dentre as citocinas produzidas por linfécitos T, que funcionam como fator de
crescimento e diferenciacdo para estas células, estd a IL-2 (KIDD, 2003). Assim,
investigamos o efeito do CNF sobre a producéo de IL-2 por PBMCs isolados. Os resultados
obtidos mostraram que 0 CNF ndo interferiu na producédo de IL-2, por estas células, no tempo
estudado.

A literatura mostra que a IL-2 medeia a sobrevivéncia das células T e, isso parece ser
dependente da ativacdo de um pool de proteinas quinases C (PKC) associadas a membrana
que ocorre na auséncia detectavel de translocacdo da enzima do citosol para as membranas
(LU et al., 1999). Uma vez que as FLA,s induzem a ativacdo de PKC é possivel que o CNF
interfira na estimulagdo da PKC e desta forma ndo induza a producdo de IL-2. Estudos
voltados para esclarecer esse mecanismo serdo conduzidos para melhor elucidar esse aspecto.

Sabendo que a IL-10 é uma citocina com propriedades imunomodulatérias sobre as
funcdes monociticas e macrofagicas, interferindo na capacidade destas células de apresentar
antigenos, avaliou-se, neste estudo, o efeito do CNF sobre a producéo de I1L-10 por PBMCs.
Os resultados obtidos mostraram que na concentragdo utilizada de CNF, o inibidor nédo
exerceu efeito sobre a liberagdo de IL-10. O fato de o CNF n&o interferir na producéo de IL-2
e IL-10 em PBMCs, nem tampouco haver interferéncia na proliferacdo pelo CNF, parece
sugerir que o CNF ndo exerce efeitos sobre a funcionalidade de linfécitos. No entanto, €
possivel que esteja agindo preferencialmente sobre mondcitos. Assim, um possivel papel do
CNF sobre células apresentadoras de antigenos ndo pode ser descartado, ja que em mondcitos
e macréfagos, a IL-10 diminui a producéo de mediadores inflamatorios e inibe a apresentacéo
de antigenos. (SABAT et al., 2010).

O TNF-a é um excelente mediador da resposta inflamatoria, podendo ativar ou
suprimir varios genes responsaveis pela transcricdo de proteinas pré-inflamatorias, de outros
mediadores e de proteinas de fase aguda (PORTEU & NATHAN, 1990).

Nesse sentido, investigamos o efeito do CNF sobre a producéo de TNF-a por PBMCs
isolados. Os resultados obtidos mostraram que o CNF, em concentra¢do ndo citotdxica de 50
pg/mL, aumenta significativamente a producdo de TNF-a por PBMCs. Ndo ha dados na
literatura que mostrem o efeito do CNF ou de inibidores semelhantes ao CNF sobre a
producdo de TNF- a. Entretanto, sabe-se que a crotapotina, 0 componente acido da crotoxina,
é considerada o inibidor natural de FLA; e possui atividade anti-inflamatdria in vivo. Ainda,
em doses baixas, é capaz de inibir a producdo de TNF-a em PBMCs (LANDUCCI, et al.,

1995). No entanto, no presente trabalho, quando o CNF foi utilizado, verificou-se que ele é
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capaz de induzir a liberagcdo de TNF-a. Ainda que o mecanismo pelo qual o CNF induz a
producdo de TNF-a em PBMCs ndo esteja esclarecido, é possivel sugerir uma acdo
preferencial sobre mondcitos, células importantes na apresentacdo de antigenos aos linfocitos
T, e que séo fonte dessa citocina (BLUMENSTEIN, 1997).

Ainda em relacdo a producdo de TNF- a, estudos sobre a inducdo da expressdo génica
dessa citocina pelo CNF estdo em andamento em nosso laboratério. Dados preliminares
indicam que o CNF induz a expressdo génica do TNF- a em PBMCs humanos (dados ndo
mostrados). Além disso, estudos voltados para a fenotipagem celular sdo necessarios para
identificacdo do tipo celular responsavel pela producdo dessa citocina estimulado por CNF.

O alto consumo de O,, associado a rapida ativacdo da NADPH oxidase, desencadeia 0
“burst” respiratério, com a subsequente producdo de ions superoxido e peréxido de
hidrogénio (BABIOR, 1984). Desse modo, avaliou-se a acdo do CNF sobre a liberacdo de
anions superdxido por PBMCs. Os resultados mostraram que ndo houve aumento da produc¢éo
de superoxido induzida por CNF em PBMCs. No entanto, a crotoxina foi capaz de induzir a
producdo de anion superéxido, dado que esta de acordo com SAMPAIO et al., 2003, que
demonstraram que o veneno bruto de Crotalus durissus terrificus aumenta o “burst”
respiratdrio, papel que foi atribuido a crotoxina. Com o intuito de verificar a capacidade de
inibicdo do CNF sobre a crotoxina na producdo de superdxido, realizou-se a incubacdo da
crotoxina com o inibidor CNF. Os resultados obtidos mostraram que o CNF na concentracéo
utilizada, quando incubado junto a crotoxina, foi capaz de reduzir significativamente a
producdo de anion superoxido induzida por essa toxina. E possivel que o CNF esteja
competindo com o receptor alvo celular pela ligagdo a crotoxina, como proposto por
FORTES-DIAS, et al., 1994, o que impediu o efeito total na producéo de superéxido induzida
pela crotoxina.

Estudos para elucidar o mecanismo através do qual o CNF reduz o efeito da crotoxina
na producédo de superoxido em PBMCs ainda sdo necessarios, no entanto, o dado apresentado
é de notavel importancia, ja que espécies reativas do oxigénio como o superdxido, quando em
excesso sdo capazes de lesar o tecido envolvido. Dessa forma, a inibi¢cdo da crotoxina pelo
CNF, mostra-se como possivel estrat égia na resolucdo do envenenamento por serpentes, ja
que essa € a principal componente do veneno crotélico, representando 60% do veneno total
(MOURA-GONCALVES & VIEIRA, 1950). Além disso, o0 CNF torna-se uma alternativa ndo
somente para o tratamento do envenenamento por serpentes, mas também como potencial em

intervencgdes na atividade de FLA,, associada a processos inflamatérios humanos.
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Os neutrofilos, quando ativados exercem importantes funcdes de defesa no hospedeiro,
como a producdo e secrecdo de mediadores inflamatdrios, bem como de agentes microbicidas
e tumoricidas (CALDER et al., 1995). Dessa forma, investigou-se a toxicidade do CNF sobre
neutrdfilos humanos. Os resultados iniciais obtidos ndo mostraram toxicidade do CNF in vitro
em ensaio de MTT. Em relacéo a esse experimento, os resultados corroboram o papel do CNF
como um possivel farmaco, ja que ndo possui toxicidade sobre PBMCs, bem como sobre
neutrdfilos.

Para destruicdo dos agentes fagocitados, os neutréfilos utilizam as vias oxidativa, com
geracdo de espécies reativas do oxigénio e a ndo oxidativa, com agdo das enzimas
lisossomais, sendo a MPO a enzima chave na via oxidativa (CASSATELA, 1995). Nesse
sentido, avaliou-se o efeito do CNF sobre a liberacdo de mieloperoxidase por neutréfilos. Os
estudos mostraram que o CNF nédo alterou a producdo de MPO quando comparado ao
controle, enquanto que o LPS, utilizado como controle positivo, estimulou tal liberagdo. E
possivel sugerir que o CNF ndo induz fungbGes microbicidas em neutrofilos, ja& que nédo
estimula liberacdo de MPO, bem como ndo aumenta a geracdo de anion superoxido. Até o
momento, ndo hd dados na literatura que mostrem o efeito do CNF ou de inibidores
semelhantes a0 CNF sobre a liberacdo de MPO e geracdo de EROs em neutrofilos.

Além de liberar MPO, adicionalmente, os neutrdfilos, secretam citocinas como TNF-
a, IL-1 e IL-8, influenciando na resolucdo da inflamagéo (CASSATELA, 1995). Dessa forma,
avaliou-se a influéncia do CNF na producédo de IL-8 por neutrofilos humanos. Os resultados
mostraram que o CNF na concentragdo utilizada, aumentou significativamente a producdo de
IL-8 por neutréfilos quando comparado ao controle. O fato de o CNF estimular a producéo de
IL-8, em neutr6filos, sugere que este inibidor estimule neutréfilos. E possivel que o CNF
exerca certa atividade no recrutamento de neutréfilos, ja& que induz, ainda que por um
mecanismo ndo investigado, a producdo de IL-8, que é uma citocina quimiotatica (NIGGLI,
2003; KUMAR, et al., 2005).

Tomados em conjunto, os dados obtidos permitem concluir que o CNF age sobre a
funcdo de PBMCs e neutréfilos humanos, pois induz a producdo de TNF-a em PBMCs e de
IL-8 em neutrofilos. Sabendo que a populagdo de leucdcitos totais do sangue periférico €
composta por 60 a 70% de granuldcitos e polimorfonucleares, 55 a 65% de linfocitos, 4 a 8%
de mondcitos e de 4 a 1% de eosindfilos e baséfilos (BOYUM, 1968) e que a populacéo de
PBMCs é composta de mononucleares e nesta, uma parte é representada por células
apresentadoras de antigenos (mondcitos, células dendriticas), é possivel sugerir que o CNF
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por ndo interferir na producdo de IL-2 e I1L-10, assim como na proliferacdo de PBMCs, esteja
agindo preferencialmente sobre mondcitos, apontando para uma participagdo dos mondcitos

como células apresentadoras de antigenos.
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6 Conclusdes

U O CNF nao apresenta citotoxicidade sobre PBMCs ou neutréfilos humanos nas

concentragdes utilizadas.

U Na concentracdo de 50ug/mL o CNF néo interfere na producéo de 1L-10 e IL-

2, bem como na proliferacdo de PBMCs.

U O CNF induz a liberagdo de TNF-o em PBMCs humanos, por um mecanismo

ainda ndo esclarecido.

U O CNF, na concentracdo de 50pg/mL, ndo induziu produgdo de ions
superoxido em PBMCs. Quando incubado junto a crotoxina, o CNF foi capaz

de reduzir a producéo desse agente estimulado pela crotoxina.

U Em neutrofilos, o CNF induz a producdo de IL-8, mas ndo induz a liberacdo de

anion superoxido e de MPO.

Em resumo, o CNF age sobre a funcionalidade de PBMCs, induzindo a producgéo de TNF-a e

de neutrofilos, pela inducdo da liberagdo de IL-8.
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8 Anexos

8.1 Solucgdes Utilizadas

Solugéo de Azul de Tripan (0,1%) 10X

Azul de Tripan .....ccccevveevreeien e 0,19 (0,104mM)
Agua destilada............c.coccvevererrrrnnnn. 100 mL

Meio de cultura RPMI pH 7,2 ( Solucéo Estoque)

RPMI-1640 .....coocoiiiiee e 10449
HEPES .o 2,383 9 (9,9 mM)
Agua destilada ...........c.cocoveverevrrennnn. 1000 mL

Solucdo de RPMI pH 7,2 (Solugéo de Uso)

Meio RPMIL.....ooiiiiiiccc 90 mL
Soro Fetal BOVINO..........ccoccveniineniiinne, 10 mL
Gentamicina (100 pg/mL)......cccccovenenne. 100 pL
L-glutamina.........ccccceveveenenieieicsienins 1,0mL

Solugdo de Glutamina (2mM) 100X
L-glutamina.........ccocevvernnenienieiennen 0,292 g (1,998mM)

Tampa&o Fosfato-salina (PBS, pH 7,2) 10X

NAH2POAH20......ovovooeeeeeeeeeeeee 2,03 g (14,71mM)
NaZHPOAH20.......ovvoveeeeeeeeeorsn 11,49 g (80,94mM)
o) E 85 (1,454M)
Agua destilada............c.coccoeverennnnn, 1000 mL

o1
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Solugéo de Tris HCL 50mM (pH 7.4)
TS HCL .o 3.94¢g
Agua destilada............c.cocovevererrrrennnn. 500ml

Solucgdo de lise de hemacias

NALACL ..o, 8,299
KNCOB.oveeeeeereeeeee oo 3,09
NEZ =01 N 0,0372g
Agua destilada.............co.cocovevnnnee. 1000ml
PH 7.2

8.2 Drogas e reagentes

Acetato de forbol miristato - PMA (Sigma Chemical Company, EUA), Acido acético glacial
(Merck Germany), DMSO (Biotec, Brasil), Gentamicina (Hipolabor), (Newprov, Brasil),
Germany), Hepes (Sigma Chemical Company, EUA), L-glutamina (Sigma Chemical
Company, EUA), RPMI 1640 (Sigma Chemical Company, EUA), Soro Fetal Bovino
(Cultilab), O- fenilenodiamina —OPD (Sigma Chemical Company EUA), Hidréxido de
potéssio - KOH , Horseradish Peroxidase — HRP — (Pierce), Azul de nitrotetrazélio — NBT
(Sigma Chemical Company EUA), Brometo Tiazolil azul de Tetraz6lio — MTT (Sigma
Chemical Company EUA), Acido citrico (Merck),

Histopaque 1077 (Sigma Chemical Company EUA)
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8.3 Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

VOCE ESTA SENDO CONVIDADO (A) COMO VOLUNTARIO (A) A PARTICIPAR
DA PESQUISA:
“Papel dos leucdcitos na resposta inflamatoria induzida por proteinas e peptidios

provenientes de secrecdes de anuros e de venenos de serpentes™.

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS:

O motivo que nos leva a estudar a agdo dos venenos de cobras e de secrecGes da pele
de sapos e ras sobre as células sanguineas reside no fato de, além de se conhecer seus efeitos,
procurar dentre essas acdes possiveis efeitos farmacolégicos que poderiam aprimorar a busca
por novas moléculas para uso medicinal (farmacoldgico). A pesquisa se justifica, pois, 0
entendimento da inflamagdo que ocorre apds a mordida da cobra e o contato com a pele do
sapo/rd poderd nos dar a chance de estudar suas acBes e procurar medicamentos que
diminuam a inflamacg&o e diminuam o tamanho da lesdo. O objetivo desse projeto é o estudo

da inflamacédo ap6s a mordida da cobra e o contato com a pele do sapo/ra.

O(s) procedimento(s) de coleta de material e dados serdo da seguinte forma: Quando o
voluntério sadio aceitar a participar da pesquisa, este receberd o TCLE, e as explicagdes sobre
a pesquisa. A seguir sera coletado 10mL de sangue periférico sob condi¢Ges de assepsia e

anti-sepsia de rotina hospitalar.

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS:

Existe um desconforto minimo, o de leve sensacdo dolorosa no momento da coleta de
sangue por puncdo justificada para que se possa realizar a determinagéo da inflamacéo.
GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO:

Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. VVocé é
livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagéo a
qualquer momento. A sua participagdo € voluntéria e a recusa em participar ndo ira acarretar

qualquer penalidade ou perda de beneficios.
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O (s) pesquisador (es) ird (o) tratar a sua identidade com padrbes profissionais de
sigilo. Os resultados das determinagdes da inflamac&o que serdo realizadas dentro de
laboratério de pesquisa serdo guardados e poderdo ser enviados para VOcé e permanecerdo
confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a
sua permissdo. Vocé nao sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar
deste estudo. Uma cdpia deste consentimento informado sera arquivada no Instituto de
Pesquisas em Patologias Tropicais de Ronddnia e outra seré fornecida a voce.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS:

A participagdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel
nenhuma compensagéo financeira adicional.

DECLARACAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA
PARTICIPANTE:

Eu, fui informada (o) dos objetivos

da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em
qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e motivar minha deciséo se assim 0
desejar. O(a) professor(a) orientador(a) Juliana Pavan Zuliani certificou-me de que todos 0s

dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa. Em caso de ddvidas poderei chamar as estudantes Caroline, Sulamita
e Adriana ou o(a) professor(a) orientador(a) Juliana Pavan Zuliani no telefone (69) 3219-6009
OU e-mail zuliani.juliana@gmail.com. Declaro que concordo em participar desse estudo.
Recebi uma coOpia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a

oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Nome Assinatura do Participante ou Digital Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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