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RESUMO

As fosfolipases A, (FLA;) sdo enzimas que catalisam a hidrolise da
ligacdo acil-éster de fosfolipidios de membranas celulares na posi¢éo sn-2,
liberando &cidos graxos e lisofosfolipidios. Os produtos desta reacdo podem,
subsequentemente, serem utilizados para a sintese de eicosandides com
funcBes importantes em reacles inflamatorias. No presente estudo
investigamos os efeitos in vitro de duas miotoxinas béasicas, BaTX-I, uma
Asp-49 cataliticamente ativa e BaTX-Il, uma Lys-49 homologa inativa, e de
uma miotoxina &cida, BaFLA,, também uma Asp-49 ativa cataliticamente,
isoladas do veneno da serpente Bothrops atrox, sobre a ativacdo de
macrdfagos J774 A.1. Em concentracdes nao citotoxicas, as trés toxinas nao
afetaram a capacidade de adesdo e descolamento dos macrofagos. Apenas a
BaTX-Il, enzimaticamente inativa, aumentou a fagocitose mediada pelo
receptor de complemento. Entretanto, as trés toxinas, BaTX-l, BaTX-Il e
BaFLA,, induziram aumento na producdo de anion superéxido em
macréfagos. Somente a BaTX-II aumentou o volume lisossomal dos
macréfagos ap6s 15 minutos de incubagdo. Aos 30 minutos, as trés
fosfolipases aumentaram este parametro, o que nao foi observado no periodo
de 60 minutos. Além disso, as trés miotoxinas, BaTX-1, BaTX-Il e BaFLA,,
induziram a formag&o de corpusculos lipidicos em macréfagos submetidos e
ndo submetidos & fagocitose. Este resultado pode sugerir a funcdo dos
corpusculos lipidicos como um reservatorio de mediadores inflamatérios.
Ainda, as toxinas BaTX-1 e BaFLA,, foram capazes de aumentar a producédo
de TNF-a pelos macréfagos no periodo de 4 horas. A BaTX-1l ndo exerceu
este efeito no tempo estudado. Tomados em conjunto, os dados mostraram
que, a despeito das diferencas na atividade catalitica, as trés toxinas
induziram eventos inflamatorios e o carater acido ou béasico destas enzimas

ndo parece contribuir para estes efeitos.

Palavras-chave: Bothrops atrox, FLA,, macrofagos, inflamacéo.



ABSTRACT

Phospholipases A; (PLA;) enzymes catalyze the hydrolysis of the Sn-
2 ester bonds of phospholipids, releasing free fatty acid and
lysophospholipids. The products of this reaction may subsequently be utilized
for the synthesis of eicosanoids with important functions in inflammatory
reactions. In the present study, we investigated the in vitro effects of two
basic myotoxins, BaTX-I, an Asp-49 catalytically-active and BaTX-Il, a Lys-
49 variant, catalytically-inactive and one acidic myotoxin, BaPLA;, an Asp-
49 catalytically-active, isolated from Bothrops atrox snake venom, on J774
Al macrophages activation. At non-cytotoxic concentrations, the three toxins
did not affect the adhesion and detachment of macrophages. The obtained
data showed that BaTX-1l only stimulated complement receptors-mediated
phagocytosis. However, BaTX-1, BaTX-Il and BaPLA; induced the release of
superoxide anion by J774 Al macrophages. Just BaTX-Il increased the
lysossomal volume of macrophages after 15 min incubation. This parameter
was increased by all the phospholipases after 30 min incubation which was
not observed for 60 min incubation. Moreover, BaTX-l, BaTX-Il and
BaPLA; increased the number of the lipid bodies on macrophages submitted
or not to phagocytosis. This result may suggest the function of lipid bodies as
reservoirs of inflammatory mediators. In addition, the toxins BaTX-l and
BaPLA,, were able to increase production of TNF-a by macrophages in the
period of 4 hours. The toxin BaTX-Il did not exert this effect during the
studied period. Taken together, the data showed that, despite differences in
enzymatic activity, the three toxins induced inflammatory events and acid or
basic characteristics of these enzymes does not appear to contribute to these

effects.

Key-words: Bothrops atrox, PLA;, macrophages, inflammation.
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1-INTRODUCAO

1.1- Fosfolipases A, (FLA.S)

As fosfolipases A, (FLA,s) ou fosfatidilcolina-2-acil-hidrolases representam
diferentes grupos de enzimas lipoliticas caracterizadas pela sua capacidade de catalisar
especificamente a hidrélise de ligacGes acil-éster, na posicdo sn-2 de glicerofosfolipidios
de membrana (BURKE & DENNIS, 2009).

R1 e R2 — cadeias de &cidos graxos

Fosfolipase A,

@)
I
HCH—O —C—R1
@)
[ |
R2—C — O —CH @)

HCH —0O —P —0—X

|
O_

Figura 1. Sitio de ligacdo das fosfolipases A,. (Adapatado de KINI, R. M. Venom phospholipase A,
enzymes: Structure, function and mechamism, p.1, 1997).

A reacdo de hidrolise das ligagdes acil-éster de fosfolipidios é dependente de ions
calcio. Os residuos que participam da alca de ligagdo para os ions célcio nas FLA; sdo a
Tyr 28, Gly 30, Gly 32 e Asp 49 (FREMONT et al, 1993). A unidade catalitica é composta
por uma molécula de agua e também pelos aminoacidos His 48 e Asp 99. Os produtos

gerados a partir desta reacdo sdo &cidos graxos livres e lisofosfolipidios. Ambos os



produtos representam 0 primeiro passo para a geragdo de importantes segundos
mensageiros com diversas funcdes fisiologicas. O &cido araquiddnico (AA), principal
acido graxo liberado desta reacdo, pode ser convertido em eicosandides através da acao de
uma variedade de enzimas. Estes eicosanoides exercem efeitos fisiologicos e patoldgicos,
sendo potentes mediadores inflamatdrios e auxiliando na transducéo de sinais (DENNIS,
1994; 1997; KINI, 1997; MURAKAMI et al., 1995). A atividade catalitica de FLA; leva,
adicionalmente, a producdo do lisofosfolipidio liso-PAF, também importante para a
sinalizacdo celular, remodelamento de fosfolipidios e perturbagcdes de membrana (SIX &
DENNIS, 2000). Este pode ser convertido em &cido liso-fosfatidico ou em fator ativador
de plaquetas (PAF), um mediador inflamatério importante, que induz a agregacdo
plaquetaria (QUIN et al., al 1998). Os derivados do acido araquiddnico e o PAF sdo
mediadores de diversos fendmenos fisioldgicos e fisiopatologicos (LENNHARTZ, 1999;
MURAKAMI et al., 1995; VISHWANATH et al., 1987). Por catalisarem essas reacoes, as
fosfolipases possuem importantes funcGes em varios processos bioldgicos incluindo
homeostasia de membranas celulares, digestdo de lipidios, defesa do hospedeiro,
transducdo de sinais e producdo de mediadores lipidicos (VALENTIN & LAMBEAU,
2000).

Quanto a classificagdo, estas enzimas foram, inicialmente, divididas em dois
grupos: as FLA,s extracelulares ou de baixo peso molecular (14-18 kDa), também
denominadas de FLA,s pancreaticas ou secretadas (SFLAS) e as FLA; intracelulares, de
alto peso molecular (31-110 kDa), de origem citosélica (cCFLA, e iFLA,). Em seguida, estas
enzimas foram divididas em cinco grupos: as FLA, secretorias (SFLAS), com baixo peso
molecular e dependentes de calcio, as FLA,s intracelulares citosolicas (CFLA,)
dependentes de célcio, as FLAs independentes de céalcio (iFLA;), as acetil-hidrolases do
fator ativador de plaquetas (PAF-AH) (DENNIS, 1994; MURAKAMI, et al., 1997) e as
FLA; lisossomais (ABE & SHAYMAN, 1998).

Levando-se em consideracdo caracteristicas bioquimicas, tais como localizacéo
celular, sequéncia de aminodcidos, especificidade de substrato, peso molecular, presenca
de pontes dissulfeto intramoleculares e dependéncia de calcio para a atividade enzimética
(SIX & DENNIS, 2000), estas FLAs estdo, atualmente, subdivididas em 15 grupos (I1-XV)
(BROWN et al., 2003; BALSINDE et al. 2002; BURKE & DENNIS, 2009).



As fosfolipases secretdrias possuem baixo peso molecular (12 KDa a 55 KDa),
contém 6 ligacOes dissulfeto conservadas, com uma ou duas ligacGes dissulfeto variaveis
adicionais, possuem residuos de histidina no sitio ativo e dependéncia do calcio para o
processo de catélise (DENNIS, 1994). Estas enzimas estéo classificadas nos grupos I, 1l,
1, V, IX, X, XI, X1, X1l e XIV, como demonstrado pela tabela 1. O grupo | compreende
enzimas secretadas que sdo encontradas em venenos de serpentes das Familias Elapidae e
Hidrofiidae, além de serem altamente expressas em suinos, bovinos, no suco pancreatico
de humanos e em outros tecidos de mamiferos. O grupo II, também conhecido como grupo
das FLA,s inflamatorias, compreende as fosfolipases originalmente encontradas nos
venenos de serpentes, principalmente da familia Viperidae. Estas enzimas também estéo
presentes em altas concentracdes nas plaquetas e no fluido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide, sendo consideradas proteinas de fase aguda. Ainda, este grupo tem sido
altamente implicado na sintese de eicosandides em mamiferos (R1ZZO et al., 2000;
MURAKAMI et al., 1995; VALENTIN et al., 1999). O grupo Il compreende as SFLA,S
encontradas em aguas vivas e em venenos de abelhas, de escorpifes e de lagartos do
género Heloderma, apresentando algumas caracteristicas bioquimicas similares aos grupos
I e Il. O grupo V, por sua vez, contém as FLA,S expressas em tecidos como coragdo e
pulmdo de mamiferos, principalmente humanos e camundongos, em resposta a estimulos
inflamatdrios (SAWADA et al., 1999). O grupo 1X é constituido pela sFLA, denominada
conodipina M, que foi purificada e caracterizada do veneno do caracol marinho Conus
magus. Este grupo de sFLA; requer baixas concentragdes de calcio para sua atividade,
sendo um grupo bastante distinto (McINTOSH, 1995). O grupo X compreende FLA;S
encontradas em leucocitos, células endoteliais alveolares e no timo e no ba¢o de humanos
(HANASAKI, 1999). Ja o grupo XI é constituido por FLAs presentes em plantas como o
arroz e o cravo (SIX & DENNIS, 2000). As sFLA; do grupo XII s&o localizadas nos
musculos cardiaco e esquelético, nos rins e pancreas de mamiferos (MURAKAMI &
KUDO, 2002). As sFLA, do grupo XIII sdo encontradas em virus e as SFLA,s do grupo
XIV estdo presentes em fungos simbioticos e bactérias (SIX & DENNIS, 2009).



Tabela 1. Classificagdo das FLA, secretdrias (SIX & DENNIS, 2000).

GRUPO FONTE TAMANHO
(KDa)
1A Venenos ofidicos- Elapidae e Hidrophidae 13-15
IB Pancreas de mamiferos 13-15
1A Fluido sinovial humano, plaquetas, venenos ofidicos: Viperidae 13-15
11B Venenos ofidicos- Viperinae 13-15
1[® Testiculos de ratos e camundongos 15
11D Pancreas e figado de rato/humano 14-15
IE Utero, coracao, cérebro de rato/humano 16-17
IF Embrido e testiculos de rato 14
Il Venenos de abelhas, vespas e escorpido e em humanos 15-18
Vv Pulm&o, cora¢do de mamiferos, macréfagos 14
IX Molusco marinho Conus Magno (Conodipina-M) 14
X Bago, timo, leucdcitos humanos, testiculos e estdmago de ratos 14
XIA Vegetal (arroz verde-FLA,l) 124
XIB Vegetal (arroz verde-FLA;II) 12.9
Xl Coracdo, rins e pancreas 18.7
Xl Parvovirus <10
XV Fungos 13-19




As FLA,s intracelulares citosélicas (CFLA,S), por sua vez, sdo maiores que as secretorias
(61-114 KDa) e ndo possuem nenhuma ponte dissulfeto. As primeiras cFLA,s foram
isoladas de neutrofilos e plaquetas em 1986 (BURKE & DENNIS, 2000). Estas enzimas
sdo encontradas em mamiferos e estdo classificadas no grupo IV, como mostra a tabela 1.2
(DENNIS, 1994). As cFLAs sdo ativadas por concentracdes submicromolares de ions
calcio e também por fosforilacdo (LIN et al., 1993). As enzimas deste grupo tém sido
implicadas em uma variedade de modelos de doencas inflamatorias, tais como
encefalomielite autoimune, injdria aguda do pulmé&o e artrite induzida por coldgeno. Além
disso, a liberacdo do acido araquidbnico, apesar de ter a participacdo de FLA,s do grupo I,
¢ primariamente associada ao grupo IV das FLAjs citosélicas (GOSH et al., 2006;
NAGASE et al., 2000).

Tabela 2. Classificacdo das FLA; citosolicas (SIX & DENNIS, 2000).

GRUPO FONTE Tamanho
(KDa)
IVA Células U937 humanas, plaquetas, Rim de rato (cFLA; 85
IVB Pancreas, figado, corac;éo(,X)cérebro humano (cFLA; ) 114
IVC Coracéo, musculo esquelético humano (cFLA;y) 61

O grupo VI é o das FLA,s independentes de calcio (iFLA,S) e inclui seis
diferentes tipos (GVIA a GVIF). Todas as enzimas deste grupo ndo necessitam do célcio
para sua atividade e possuem o aminoacido serina em seu sito catalitico (DENNIS, 1994).
Além disso, a familia das iFLA,s possui um papel importante no remodelamento dos
fosfolipidios de membrana e estdo envolvidas no processo de fagocitose (BALSINDE et

al., 1995). A tabela abaixo exemplifica as enzimas deste grupo.



Tabela 3. Classificacdo das FLA; independentes de Calcio (SIX & DENNIS, 2000).

GRUPO FONTE Tamanho
(KDa)
VIA Macrofagos P388D1, CHO, Linfdcitos B, testiculos 84-90
(iIFLA2 )
VIB Coracdo, musculo esquelético humano (iFLA, y) 88

As acetil-hidrolases do fator ativador de plaquetas (PAF-AH), sdo compostas por
dois grupos de enzimas (VI e VIII) que hidrolisam o grupo acetil da posicdo sn-2 do fator
ativador de plaquetas, como estd demonstrado na tabela 1.4. A funcdo dessa classe de
enzimas é altamente interessante devido as importantes funcGes do PAF no organismo, tais
como aumento da permeabilidade vascular, agregacdo plaquetéria e quimiotaxia. Ambos 0s
grupos de PAF-AH ndo necessitam do célcio para desempenhar sua funcdo (SIX &
DENNIS, 2000; BALSINDE et. al., 1999).

Tabela 4. Classificagdo das PAF-AH (SIX & DENNIS, 2000).

GRUPO FONTE Tamanho
(KDa)
VIIA Plasma bovino, porcino, murino e humano (PAF-AH) 45
VIIB Rins, figado humano/bovino (PAF-AH (11)) 40
VIIA Cérebro humano (PAF-AHIbal) 26
VIIIB Cérebro humano (PAF-AHIbo.2) 26

O ultimo grupo (XV) é o das FLAs lisossomais (tabela 1.5). Estas enzimas estdo
presentes nos lisossomos, e foram purificadas a partir do cérebro de bovinos, sendo

caracterizadas como glicoproteinas solUveis em agua. Estas enzimas também sdo altamente



expressas em macrdfagos alveolares e também sdo independentes de célcio (ABE &
SHAYMAN, 1998; 2006).

Tabela 5. Classificacdo das FLA; lisossomais (SIX & DENNIS, 2000).

GRUPO FONTE Tamanho
(KDa)
XV Humanos, murinos e bovinos 45

Por causa da sua capacidade de liberar AA e lisofosfolipidios, tem sido
demonstrado que as FLA,s participam de uma grande variedade de doencas, como
aterosclerose e cancer, nas quais os mediadores lipidicos apresentam funcdes essenciais
(UOZUMI et al., 1997). O papel das FLA,s na génese de diversas patologias de origem
inflamatdria tem sido amplamente demonstrado. Estudos realizados deixaram evidente a
participacdo destas enzimas no choque séptico. Este efeito foi observado em experimentos
com animais, nos quais camundongos deficientes em receptor de FLA, demonstraram
maior resisténcia ao choque do que camundongos selvagens (HANASAKI et al.,1997). Em
outro estudo, pacientes com doenca inflamatoria de Bowel (IBD) tiveram indices
aumentados de sintese de prostaglandinas e leucotrieno B, na mucosa intestinal. Isto
sugere, mesmo que indiretamente, a participacdo de FLAs no processo inflamatério desta
doenga. Estudos experimentais com colite induzida em ratos também sugerem a
participacdo de FLA,s na inflamagc&o intestinal (FABIA et a.,1993). Estas enzimas também
participam de desordens imunoldgicas como a artrite reumatoide e doenca de Crohn
(HAAPAMAKI et al.,1998; 1999; LIN et al., 1996), além da asma bronquica e da rinite
alérgica (CHILTON et al., 1996; STADEL et al., 1994). A atividade de FLAs também
aparece aumentada no lavado broncoalveolar de pacientes com sindrome do desconforto
respiratorio do adulto (ARDS) e pneumonia brénquica, indicando que estas enzimas
constituem um fator importante em doencas pulmonares com caracteristicas inflamatorias
(VADAS & PRUZANSK, 1986; KIM et al., 1995). O envolvimento das sFLA;S no

processo inflamatorio da artrite reumatoide e da asma, estd bem estabelecido. Esses



estudos foram realizados, em grande parte, em modelos animais, pela administracédo de
FLAs purificadas (VADAS & PRUZANSK, 1986). Nesses estudos foram detectadas altas
concentracbes de FLA,s no liquido sinovial de pacientes com artrite reumatdide e no
plasma de pacientes com sindrome toracica aguda (BOWTON et al., 1997; KUNDU et al.,
1997). Niveis circulantes destas enzimas também estdo drasticamente aumentados nos
fluidos corporais de individuos com pancreatite aguda (HIETARANTA et al.,1999;
MAKELA et al., 1990). O fluido de pseudocistos pancreaticos humanos, que evoluiram
pouco depois de um ataque de pancreatite aguda, apresentou alta atividade de FLA;
dependente de célcio, levando a ativacdo de tripsina (GOKE et al., 1989). Em pacientes
com pancreatite aguda necrotizante, niveis elevados de FLA,s foram encontrados no
liquido ascitico (HIEFINGER-SCHINDLBECK, et al.,1993). A participacdo de FLA,S na
inflamacdo associada a liberacdo de mediadores lipidicos foi demonstrada em estudos
relacionados & peritonite induzida por zimosan (SATAKE et al.,2004), hipersensibilidade
de vias aéreas induzida por metacolina (MUNOZ et al., 2007), resposta asmatica baseada
em TH, (FUJIOKA et al.,2008) e isquemia de reperfusdo induzida por dano miocéardico
(HENDERSON et al., 2007). Qutros estudos demonstraram que sFLA, do grupo IIA
protegem o hospedeiro contra a invasdo de microorganismos atraves da degradacdo das
membranas bacterianas que apresentam fosfatidil-glicerol e fosfatidil-etanol-amina como
seus principais componentes. Neste caso, a enzima destréi principalmente bactérias Gram-
positivas (in vitro). Também foi evidenciado que camundongos transgénicos que
expressam altos niveis de sSFLA; do grupo A, sobrevivem mais a infecgdes causadas por
Staphylococcus aureus do que camundongos selvagens (LAINE et al.,1999; QU &
LEHRER, 1998; WEINRAUCH et al.,1996). Adicionalmente foi demonstrado que as
FLA; estdo envolvidas na maturagdo das células dendriticas, contribuindo para a regulacéo
das respostas imunoldgicas (RAMONER et al., 2005) e na fungdo da células T regulatérias
(Tregs), suprimindo a proliferacdo de células T CD4+ e CD8+ (Von ALLMEN et al.,
2009). Essas observagdes implicam que tanto a inflamacéo local quanto a sistémica estao
associadas a liberagdo de sFLA;s in vivo, emergindo, assim, a questdo, ndo esclarecida do
papel dessas enzimas em reacdes inflamatdrias. A expressdo de sFLA,s é marcadamente
induzida por estimulos proinflamatérios e regulada negativamente por citocinas
antiinflamatdrias e glicocorticoides (OKA & ARITA, 1991). SCHALKWIJK et al (1991) e



BECK et al (2003) demonstraram que citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1, IL-6 e o
TNF-0, induzem a transcrigdo génica de fosfolipases e 0 subsequiente aumento da secrecdo
dessas enzimas, 0 que reforca a participacdo das mesmas em processos inflamatérios.
Ainda, evidéncias clinicas indicam a participacdo das FLA,s na resposta do hospedeiro ao
trauma tanto em niveis locais quanto em niveis sistémicos. O nivel sérico destas enzimas
pode ser utilizado como marcador de severidade da resposta inflamatoria sistémica e até
mesmo prevenir a faléncia mdaltipla de 6rgdos em pacientes com multiplos traumas
(TAKAKUWA et al., 1997). Assim, o papel central da FLA; durante a inflamacdo faz
desta enzima um potencial alvo para o desenvolvimento de drogas que visem reduzir
efeitos proinflamatdrios.

No que se refere ao mecanismo catalitico e de ativacdo das SFLA;s, é conhecido
que essas enzimas sdo semelhantes as serino-proteases, porém possuem uma molécula de
agua em seu sitio nucledfilo. Os aminoacidos importantes para a atividade catalitica sdo a
His 48, que atua como agente catalisador acido-béasico, sendo estabilizada por pontes de
hidrogénio associadas ao Asp 99, além da Gly 30 e do Asp 49, que participam da alca de
ligacdo ao calcio (SCOTT et al., 1990; 1991; KUIPERS et al., 1990; THUNNISSEN et al.,
1990; WERY et al., 1991).

Atualmente, sdo descritos dois tipos de sFLA,s isoladas a partir de venenos
botropicos. O primeiro tipo € composto pelas sFLAs que contém um aminoacido aspartato
na posi¢do 49, denominadas de sSFLA,s-Asp49, também conhecidas como classicas. O
segundo tipo compreende as sFLA,s descritas como variantes que contém uma lisina na
mesma posicao 49, sendo denominadas de sFLA,s-Lys49. As sFLA,s-Asp49 catalisam, de
maneira dependente de célcio, a hidrolise da ligacdo acil-éster, na posicdo sn-2 de
glicerofosfolipideos. Ja as sSFLA,-Lys49 possuem pouca ou nenhuma capacidade catalitica
(SOARES et al., 2004; OWNBY et al., 1999). A presenca de um residuo de aspartato na
posicdo 49 e crucial para a ligacdo destas enzimas ao calcio, favorecendo sua atividade
catalitica (OWNBY et al., 1999). A substituicdo do aminoacido Asp por Lys, na posi¢do
49, afeta drasticamente a capacidade de ligacdo destas sFLA,s ao ion célcio, cofator
essencial para a estabilizacdo do intermediario tetraédrico, no mecanismo catalitico (VAN
DEN BERGH et al., 1988; SCOTT et al., 1990). Apesar de sua baixa atividade catalitica,

as sSFLA,-Lys49 sdo capazes de afetar a integridade das membranas celulares e provocar
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acentuada liberacéo dos lipossomos (DIAZ, et al., 1991; OLIVEIRA, et al., 2001). Estudos
tém demonstrado que uma regido molecular contendo aminoacidos hidrofobicos e
catibnicos na regido C-terminal destas fosfolipases € essencial para suas atividades
miotdxica, bactericida e sobre lipossomos (LOMONTE et al., 2003; AMBROSIO et al.,
2005).

De um modo geral, a ativacdo das fosfolipases depende das suas interacfes com
grandes agregados lipidicos, em interfaces lipidio/agua, o que permite a difusdo do
substrato para o sitio ativo. Essas interacdes tém sido investigadas através da utilizagdo de
fosfolipases pancreaticas e de venenos, visto que estas enzimas podem ser encontradas em
fluidos e tecidos de mamiferos e também em altas concentracGes em venenos de serpentes,
abelhas e vespas (HARRIS, 1991).

As sFLA,s tém sido amplamente estudadas devido & sua capacidade de hidrolisar
fosfolipidios de membrana, levando a formacéo de derivados do AA e do PAF. Dados da
literatura mostram que estes mediadores lipidicos, derivados do acido araquidénico, estéo
envolvidos na resposta inflamatoria local induzida por venenos de serpentes do género
Bothrops (BURIGO et al., 1996; CHAVES et al., 1995; FARSKY et al., 1997; TREBIEN
& CALIXTO, 1989; BARBOSA, 2003). Mediante & grande quantidade de isoformas de
FLA,s encontradas nesses venenos (LOMONTE & CARMONA, 1992; VALIENTE et al.,
1992), sugere-se a participacdo das mesmas nos efeitos inflamatorios locais por eles
induzidos (LANDUCCI et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2005). A literatura mostra ainda
que as SFLA;s de venenos apresentam uma grande variedade de atividades
fisiopatologicas, que incluem agdo hemolitica indireta, neurotoxica, cardiotoxica,
agregadora de plaguetas, anticoagulante, edematogénica, miotoxica, bactericida e pro-
inflamatoria, reforcando a importancia destas enzimas nos envenenamentos botrépicos
(KINI & EVANS, 1989). A necrose muscular € uma séria consequéncia dos
envenenamentos botrépicos que pode levar a perda de tecido, frequentemente culminando
com a amputacdo do membro afetado. A mionecrose pode ser atribuida a uma acao direta
de FLA,s sobre a membrana plasmatica de células musculares (GUTIERRES &
LOMONTE, 1997; GUTIERRES, 2002; SOARES et al., 2004a). Dessa forma, estudos
voltados para a avaliacdo dos efeitos proinflamatdrios destas enzimas revestem-se de

importancia. Como demonstrado por ZULIANI et al. (2005a), duas miotoxinas com



11

estrutura de FLA; , a MT-II (Lys-49) e a MT-III (Asp-49), isoladas a partir do veneno da
serpente Bothrops asper, induziram a liberacdo de eicosanodides (leucotrieno B, e
tromboxana A,) e citocinas (fator de necrose tumoral alfa, interleucina-1 e interleucina-6)
no foco inflamatdrio induzido em modelos experimentais in vivo. Outro estudo verificou
que a MT-11, em baixas concentragdes, induz proliferacdo e, em altas concentracdes, causa
apoptose em linhagem de células B linfoblastoides (MORA et al., 2005). Esta mesma
miotoxina também foi capaz de ativar a fagocitose efetuada via receptores de complemento
e de Fc de IgG (ZULIANI et al., 2005b). Ainda, estas fosfolipases induziram edema e
infiltrado leucocitario, além de apresentarem efeitos miotdxicos de modo independente da
atividade catalitica (CHAVES et al., 1998; GUTIERREZ et al., 1986; LOMONTE &
GUTIERREZ, 1989; LOMONTE et al., 1993). Em relacdo ao veneno da serpente Bothrops
atrox, LOMONTE et al. (1990), isolaram uma miotoxina bésica (13.5 Kd) com atividade
fosfolipasica e anticoagulante. KANASHIRO et al. (2002), demonstraram que duas
fosfolipases A, denominadas BaFLA;I (Lys-49) e Ba FLA,III (Asp-49), também isoladas
da serpente B. atrox, apresentaram forte atividade mionecrotica e edematogénica,
induzindo ainda, a desgranulacdo de mastdcitos e a liberacdo de creatina-quinase (CK). De
acordo com este estudo, a atividade catalitica ndo parece contribuir para estes efeitos.
Ainda, duas toxinas com estrutura de FLA, isoladas do veneno da serpente Bothrops
jararacussu, Botropstoxina-1 (Asp-49) e Botropstoxina-I1 (Lys-49), e uma terceira
fosfolipase isolada a partir de Bothrops pirajai, denominada Piratoxina-l1 (Lys-49),
induziram aumento da permeabilidade vascular e da desgranulacdo de mastécitos em ratos
e promoveram a migracdo de neutrofilos humanos in vitro, levando & liberacdo de
mediadores quimioatraentes como o LTB4 e 0 PAF (MANCUSO et al., 1995; LANDUCCI
et al., 1998; 2000; CASTRO et al., 2000; GAMBERO et al., 2001). Em outros estudos
realizados, as Botropstoxina-l1 e -II demonstraram também efeitos miotoxicos e
anticoagulantes (ANDRIAO-ESCARSO, et al., 2000), sendo que a Botropstoxina-I1 exibiu
ainda atividade agregadora de plaquetas (FULY et al., 2004). Além disso, duas FLA;S
miotdxicas isoladas de Bothrops moojeni (MjTX-I e —II, ambas Lys-49), tém sido bem
caracterizadas, sendo que a MjTX-Il foi capaz de induzir edema e mionecrose em
camundongos (SOARES et al., 2000a; 2004a; STABELI et al., 2006). Adicionalmente, a

partir do veneno da serpente Lachesis muta muta, da Amazoénia, foi isolada uma FLA;
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acida, com atividade enzimatica, a LM-PLA,-l, que demonstrou ser miotdxica e
hemolitica, além de inibir a agregacdo plaquetaria (FULY et al., 2000) e modular a
atividade de linfocitos natural killer (FULY et al., 2007).

A maioria das FLA; isoladas a partir de venenos botrépicos sdo proteinas bésicas
com ponto isoelétrico variando entre 7-10. As FLA; acidas ainda estdo sendo estudadas e
dados da literatura mostram que estas enzimas podem induzir efeitos farmacolégicos como
agregacdo plaquetaria e hipotensdo arterial (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; DE
ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006). As fosfolipases &cidas, em geral, ndo séo
miotoxicas, entretanto, quando este efeito aparece, pode ser baixo, se comparado as
fosfolipases basicas, extremamente miotdxicas. Por outro lado, as fosfolipases acidas
possuem maior atividade catalitica (ROSEMBERG, 1983). Estudos complementares com
estas enzimas devem ser realizados para que se possa ampliar o conhecimento de seus
mecanismos enzimaticos, favorecendo assim, uma possivel correlagdo entre os efeitos
toxicos e o potencial farmacol6gico destas enzimas.

Como demonstrado pela literatura, as FLA,s desempenham papéis importantes em
processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, além de participarem da reacdo inflamatoria local
induzida por envenenamentos ofidicos, sendo de grande interesse médico-cientifico.

Apesar de estas enzimas estarem sendo amplamente estudadas, ainda se faz
necessario investigar de maneira mais detalhada os mecanismos de acdo das FLAs de
venenos, o que podera favorecer o melhor entendimento dos efeitos fisiopatoldgicos dos
envenenamentos, além de contribuir para o uso destas enzimas como ferramentas

biotecnoldgicas.

1.2- Resposta inflamatdria aguda: consideracdes gerais

A inflamacdo pode ser definida como a resposta do tecido conjuntivo
vascularizado a um estimulo nocivo, como infec¢do ou injuria tecidual, cujo o objetivo
principal é remover o agente etioldgico lesivo e reparar o tecido afetado (MAJNO &
JORIS, 2004).
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As alteragdes decorrentes se traduzem nos sinais cléssicos da inflamagéo,
descritos como rubor, tumor, calor e dor. Tais sinais sdo de natureza sensivelmente
padronizada, e expressam fenbmenos estruturais e funcionais que ocorrem na
microcirculacdo e no tecido intersticial adjacente, com a participacdo da inervagao
sensitiva local (GARCIA LEME, 1989; BUCKLEY & BRAIN, 1994). Esses fendmenos
envolvem a liberacdo coordenada de componentes do sangue (plasma e leucdcitos) para o
sitio da injaria, desencadeando a producédo de uma variedade de mediadores inflamatdrios,
tais como quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosandides e produtos da cascata
proteolitica. Estes mediadores promovem a formacdo de um exsudato inflamatorio local:
proteinas plasmaticas e leucdcitos que antes estavam restritos aos vasos sanguineos, agora
conseguem acessar o sitio da inflamacdo através das vénulas pds-capilares (POBER &
SESSA, 2007; KULINSKY, 2007). Esta resposta vasomotora € desencadeada pela
liberacdo de aminas vasoativas, e leva & formacgdo de edema, devido ao fluxo de plasma e
proteinas para 0 compartimento intravascular dentro do intersticio, como resultado da acdo
de histaminas, bradicininas, substancia P, fator ativador de plaquetas (PAF), leucotrieno e
componentes do complemento. A funcdo fundamental desta mudanca na permeabilidade
vascular é facilitar a liberacdo de mediadores inflamatdrios e a migragéo de leucécitos para
0 sitio da inflamacdo (SHERWOOD et al., 2004; MONACO & LAWRENCE, 2003).

A interacdo dos leucdcitos circulantes com o endotélio vascular é o primeiro passo
para o recrutamento destas células para o local da injuria (SHERWOOD et al., 2004;
MONACO & LAWRENCE, 2003). A ativacdo das células endoteliais promove um
extravasamento seletivo de leucdcitos, impedindo a saida de eritrécitos dos vasos
sanguineos. Esta seletividade decorre da interacdo entre selectinas presentes na superficie
das células endoteliais com integrinas e receptores de quimiocinas localizados na
superficie dos leucdcitos, proporcionando um movimento de rolamento e adesdo firme
destas células (POLIOUT et al., 1998; POBER & SESSA, 2007). Estes eventos levam a
migracdo de leucdcitos, primeiramente neutrofilos e, em seguida, monadcitos, através dos
espacos intercelulares, entre as células endoteliais, em direcdo ao gradiente de mediadores
quimiotaticos, presente no tecido lesado (HUBBARD & ROTHLEIN, 2000). Os
monocitos, ao chegarem ao foco da inflamacgéo, diferenciam-se em macréfagos. Estes

promovem a eliminacdo de eventuais microorganismos ou outros agentes injuriosos através
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do processo de fagocitose e da geracdo de substancias microbicidas, um fendmeno central

do processo de inflamacao.

1.3- Papel do macrofago na reacdo inflamatoria

O macrofago é o principal componente celular do sistema monocitico fagocitario.
Esta célula é formada a partir das células tronco hematopoiéticas na medula déssea e entra
na circulagdo como mondcito. Em condi¢cbes normais, uma pequena quantidade de
mondcitos é recrutada para os tecidos, originando populacfes de macrdfagos residentes.
Apds a ocorréncia de qualquer injaria, como infeccdo ou inflamacéo, ha maior producéo e
recrutamento destas células, levando a um aumento do nimero de mondcitos que chegam
ao tecido lesado. Este evento é mediado pela produgdo de citocinas no local da leséo
(GORDON et al., 1992). No sitio inflamat6rio, 0 macréfago passa por um processo de
ativagdo, por meio de seus receptores, que o capacita a desenvolver quimiotaxia,
fagocitose, processamento e apresentacdo de antigenos, lise de parasitas intracelulares e
atividade anti-tumoral. Por ser um fagocito profissional, assim como o neutréfilo, o
macrdfago possui um papel importante na resposta imune inata contra patdgenos invasores,
na resolucdo da inflamacdo e na manutencdo da homeostasia dos tecidos, através da
captacdo de células senescentes (WITKO-SARSAT et al., 2000; ADEREM &
UNDERHILL, 1999).

O principal mecanismo efetor do macréfago, a fagocitose, consiste em um evento
extremamente complexo devido a diversidade de receptores capazes de desencadea-lo. O
pesquisador russo ELIE METCHNIKOFF foi o primeiro a descrever o processo, o que lhe
rendeu o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1908 (KERRIGAN & BROWN,
2009). Neste processo, dependente de actina, os fagocitos ingerem particulas grandes,
geralmente maiores que 0,5 um (ADEREM & UNDERHILL, 1999).

A fagocitose inicia-se com o esparaiamento da célula e redistribuicao das organelas
citoplasmaticas, com aumento da area de contato da membrana celular com o substrato a
ser fagocitado (RABINOVITCH, 1975). Na superficie dos fagdcitos hd uma grande
variedade de receptores habeis em reconhecer e interagir com seus ligantes cognatos

expressos na superficie de agentes infecciosos e de células apoptoticas (STUART &
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EZEKOWITZ, 2005). Essa interacdo leva & polimerizagdo dos filamentos de actina no sitio
onde ocorrera a ingestdo, desencadeando o englobamento da particula (ADEREM &
UNDERHILL, 1999).

Em macréfagos, ha diversos receptores ja identificados. Dentre eles, podemos citar
0s receptores para os produtos de clivagem do sistema complemento (CR1, CR2 e CR3),
para a por¢do Fc da imunoglobulina G (FcyR), para os residuos de manose e fucose (MR) e
receptores para B-glucano (Dectin-1), componente presente na parede celular de fungos
(ADEREM & UNDERHILL, 1999; GANTNER et al., 2003; ROGERS et al., 2005). Ha
ainda receptores que reconhecem estruturas microbianas bem conservadas como o0
lipopolissacaridio (LPS) dentre outros componentes conhecidos como PAMPs (padrbes
moleculares associados ao patdgeno). Estes receptores sdo denominados receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002). Os receptores
FcyR e CR3 sdo especializados no reconhecimento e captacdo de particulas opsonizadas
por IgG e por proteinas do complemento C3b/C3bi, respectivamente. Quando o anticorpo e
0 sistema complemento opsonizam o patégeno, a fagocitose é grandemente favorecida.

Dependendo do receptor acionado, o processo de englobamento de particulas pode
ser diferenciado, levando & mecanismos distintos de reorganizacdo do citoesqueleto de
actina. A ativagdo dos receptores FcyR leva a formagdo de ondulagbes na membrana e
extensdo de peseudopodes de modo semelhante a um ziper enquanto a ativacdo de
receptores para o sistema complemento faz com que a particula seja internalizada por
endocitose, com pouca ou nenhuma protrusédo na membrana (ALLEN & ADEREM, 1996;
CARON & HALL, 1998). A ligagdo das particulas ao receptor Fcy ocorre por uma via de
sinalizacdo mediada pelo imunoreceptor com motivos de ativacdo baseado em tirosina, 0s
ITAMs (SANCHEZ-MEJORADA & ROSALES, 1998). Os ITAMs recrutam kinases da
familia Syk e Src, levando a uma subsequente ativacdo de PI3 Kinase e Rho da familia
GTPases (principalmente Rac 1 e Cdc 42) conduzindo a polimerizagdo da actina e
extensdo da membrana (VIDARSSON & VAN DE WINKEL, 1998; COX et al., 1999).
Em comparagdo, o receptor 3 do complemento (CR3 também conhecido como integrina
CD11b/CD18 ou Mac-1) necessita de um sinal de ativagdo adicional para uma eficiente
ligacdo da particula e conseqiiente fagocitose. A ativacdo desses sinais pode ser

desencadeada por uma grande variedade de estimulos, como, esteres de phorbol,
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lipopolissacarideo (LPS), citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas. Ainda, 0s
receptores para porcdo Fc da imunoglobulina G e para os residuos manose/fucose levam &
liberacdo de mediadores proinflamatorios como citocinas, intermediarios reativos do
oxigénio e metabdlitos do acido araquidénico (LENNARTZ et al., 1993; CARON &
HALL, 1998).

Apols serem internalizadas durante o processo de fagocitose, as particulas séo
liberadas em uma vesicula altamente especializada, o fagossoma (REEVES et al., 2002). O
fagossoma passa por diversas etapas de maturagdo, culminando com sua fusdo aos
gréanulos lisossomais, originando o fagolisossomo. Consequentemente, as enzimas
presentes nestes granulos sdo liberadas, proporcionando um ambiente altamente hidrolitico
que auxilia na eliminacdo do agente lesivo. Essas enzimas na presenca do ion cloro (CI),
convertem o peroxido de hidrogénio (H,0,), produto do metabolismo celular, a &cido
hipocloroso (HOCI), considerado um potente agente microbicida (KING et al., 1997,
REEVES et al., 2002).

Subsequentemente, o macrofago induz um abrupto aumento no metabolismo
oxidativo denominado “burst” respiratério, mediado pela NADPH oxidase. O complexo
NADPH-oxidase possui estrutura relativamente complexa, sendo composta por seis
unidades multiméricas, dentre as quais, gp91°"* e p22°"% proteinas integrais de membrana
que, juntas, formam o citocromo b558. Além disso, as proteinas p47°"*, p67°" p40P"* e
Rac 2 estdo no citosol durante o estado de repouso e em resposta a estimulos como
particulas opsonizadas, lipidios bioativos, peptideos quimiotaticos ou anticorpos, essas
subunidades migram do citosol para a membrana plasmatica e se associam ao citocromo
b558. Depois do complexo montado, ocorre a transferéncia de elétrons do NADPH
citosolico para o oxigénio molecular, resultando na geracdo de O, (GROEMPING &
RITTINGER, 2005; LAMBETH, 2007; SUMIMOTO, 2005; BABIOR, 1999).

Durante a fagocitose, a subunidade p47°" é fosforilada, sendo esse um evento
indispensavel a ativagdo do “burst” respiratério. A atividade do complexo NADPH-
oxidase esté restrita a0 ambiente fagossdémico como forma de prevencgdo da destruigdo do
tecido do hospedeiro pelas espécies reativas do oxigénio (EROs) geradas. O anion
superdxido é um reagente Oxido-redutor, extremamente potente, capaz de sofrer oxidagéo

para O, ou reducdo para H,O,, que também atua como microbicida (BABIOR, 1973).



17

Esses derivados reativos do oxigénio sdo mediadores inflamatérios e desempenham um
importante papel na defesa do hospedeiro, sendo essenciais para a destruicdo de patégenos
invasores. Apesar disso, ha indicios de que a producdo de outro agente microbicida, o
oOxido nitrico, seja 0 mecanismo mais acentuado em macrofagos.

O oxido nitrico (NO) é um gas solvel em agua e em lipidios, sintetizado a partir do
aminoacido L-arginina por um grupo de enzimas chamadas 6xido nitrico sintases (NOS).
Trés isoformas de NOS sdo conhecidas atualmente. Nas células endoteliais, a isoforma
mais encontrada é a NOS constitutiva (CNOS) que é dependente de célcio. No tecido
nervoso, a isoforma mais abundante ¢ a bNOS (nNOS), também dependente de célcio. A
forma induzida da NOS (iNOS) é encontrada em varios tipos celulares e ndo €
normalmente expressa nas células, mas induzida por citocinas como o TNF-a, a IL-1 e
INF-y. Esta isoforma ¢ independente de célcio (FORSTERMANN et al., 1995; ROBBINS
& GRISHAM, 1997). O NO se difunde rapidamente através de membranas celulares e
atua como mediador de varias funcdes fisioldgicas como neurotransmissdo e vasodilatacdo
(PALMER et al., 1987; DOWNEN et al., 1999), além de apresentar atividade tumoricida
e/ou microbicida (HIBBS et al., 1989). Ainda, o 6xido nitrico pode interagir com o anion
superoxido (O2) e formar um potente agente oxidante, o &nion peroxinitrito (ONOQO),
mais toxico que os seus precursores (ISCHIROPOULOS et al., 1996; ROHN et al., 1999).

Além de produzir uma grande variedade de agentes microbicidas, os macrofagos
também sdo responsaveis pela liberacdo de citocinas com inimeras atividades bioldgicas,
que incluem a inducdo e a modulagdo de diversos processos inflamatorios e metabdlicos.

A principal citocina sintetizada pelos macrofagos € o TNF-a, um mediador da
resposta inflamatodria que estimula a proliferacdo de fibroblastos, aumenta a aderéncia de
neutréfilos & matriz celular, induz a producdo de citocinas como IL-1 e IL-6 e ativa
fungdes leucocitarias (THOMMESEN et al., 1998). Além disso, 0 TNF-a esta envolvido
na patogénese do choque septico induzido por bactérias Gram-negativas, 0 que torna esta
citocina extremamente importante em processos inflamatoérios (DINARELLO, 1991).

Apbs esta fase aguda, podem ocorrer os fendmenos de reparo, com a permanéncia
de macrdéfagos até a resolucdo do processo inflamatério. A reagdo inflamatéria, portanto, €

parte de um processo fisiologico voltado para conter o dano e restabelecer a homeostasia
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do tecido. Entretanto, quando este processo ndo é controlado e a inflamagdo persiste, a
funcdo de reparo é perdida, podendo causar novos danos ao tecido (NATHAN, 2002).

Como podemos observar, o macrofago tem uma funcdo vital na resposta
imunoldgica do hospedeiro contra patdgenos e sdo 0s maiores produtores de estimulos
proinflamatérios, principalmente eicosandides.

Eicosanoide é um termo usado para descrever as prostaglandinas, tromboxanas e
leucotrienos, derivados de acidos graxos essenciais que possuem cadeias com 20 atomos
de carbono. Estes compostos possuem uma variedade de atividades biologicas
consideradas importantes nas reagdes inflamatdrias.

O inicio da sintese de eicosandides ocorre quando as células sdo estimuladas a
liberar acido araquiddnico (AA) em decorréncia de algum tipo de estresse, seja um
estimulo exdgeno ou a acdo de produtos da resposta imunoldgica do hospedeiro
(citocinas). Estes estimulos levam & ativacdo de enzimas dependentes de célcio, como as
FLA,s, que hidrolisam os fosfolipidios de membrana, promovendo a liberacdo do AA. O
AA liberado é metabolizado rapidamente por varios complexos enzimaticos, que incluem
as ciclooxigenases, as lipoxigenases e o citocromo P450 (SARAU et al., 1999; SMITH et
al., 2000).

A metabolizagdo do AA pelo complexo enzimatico das ciclooxigenases acarreta a
formacdo dos prostanoides, que incluem prostaglandinas e tromboxanas (figura 2). Séo
descritas, atualmente, trés isofromas de ciclooxigenases, conhecidas como ciclooxigenase-
1 (COX-1), ciclooxigenase-2 (COX-2), e ciclooxigenase-3 (COX-3).

A COX-1 ¢ a isoforma expressa, de forma constitutiva, na maioria das células e
tecidos, como mondcitos e endotélio, sendo responsavel pela sintese de prostandides em
condicBes fisiologicas, auxiliando na homeostasia de tecidos e na manutencdo da
integridade da mucosa gastrica (BOTTING et al., 2006; DUBOIS et al., 1998).

A COX-2, por sua vez, pode ser constitutiva ou induzida em varios tipos celulares.
A expressdo constitutiva desta isoforma ocorre em algumas areas do sistema nervoso
central e do sistema gastrico (CAO et al., 1995; KARGMAN, et al., 1996). A inducédo de
sua expressao se da por fatores intimamente relacionados & inflamacdo, dentre eles o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon alfa (INF-a), IL-1 e fator de crescimento beta
(TGF-B) (DIAZ, et al., 1998; APPLETON et al., 1996). Estas citocinas sdo liberadas por
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células envolvidas em processos inflamatorios, como macréfagos, fibroblastos e células
endoteliais.

A enzima COX-3 foi descrita em 2004 (WARNWER & MITCHELL, 2004). Esta
ciclooxigenase é sintetizada a partir de uma jungdo alternativa da sequéncia génica
correspondente a COX-1. Devido a isso, muitos autores consideram que a denominacdo
mais apropriada para a isoforma COX-3 seria COX-1b (CHANDRASEKHARAN et al.,
2002). A COX-3 possui baixa atividade para a sintese de prostaglandinas, sendo ainda
pouco estudada.

As prostaglandinas e tromboxanas estdo envolvidas em diversos eventos
inflamatdrios. A prostaglandina da série E; (PGE;) € a mais abundante do organismo. Este
eicosandide é secretado em grandes quantidades pelos macréfagos, atuando como um
regulador autédcrino da atividade destas células (DUBOIS et al., 1998). Além disso, possui
atividades anti- e proinflamatorias. A acdo antiinflamatdria esta relacionada com a inibigcdo
da producéo de citocinas por mondcitos e por células TH1 (ROPER & PHIPPS, 1992), e
da fagocitose por macréfagos (DAVIDSON et al., 1998). Ja os efeitos pro-inflamatérios
incluem vasodilatacdo, hiperalgesia e aumento da permeabilidade vascular induzida pela
histamina e pela bradicinina (CIRINO, 1998; PORTANOVA et al., 1996).

O tromboxano do tipo A, (TXA;) € um composto instavel e possui meia-vida de 30
segundos. Sua acéo € proinflamatoria, caracterizada pela inducao do aumento da expresséo
de moléculas de adesdo da superfamilia das imunoglobulinas, aumento da permeabilidade
vascular e quimiotaxia de leucdcitos, além da facilitacdo da producdo de citocinas como
TNF-a e IL-1B (CAUGHEY et al., 1997; ISHIZUKA et al., 1996). Ainda, este eicosandide
atua na modulacdo da hemodinamica, em funcgdes cardiovasculares e tem potente atividade
agregadora de plaquetas (HIRATA et al., 1996).

Outra via de metabolizacdo do AA envolve a acdo de enzimas citoplasmaticas
denominadas 5, 12 ou 15-lipoxigenases. A via da 5-lipoxigenase (5-LO) € a mais estudada
e tem como produto os leucotrienos (figura 2). O passo inicial é a conversdo do AA em
leucotrieno A4. A hidrolise enzimética do leucotrieno A4 leva a formagdo do leucotrieno
B4 (LTB,), um potente mediador inflamatdrio com agdo quimiotatica para diversos tipos de
leucdcitos (neutrdfilos, células dendriticas, linfocitos T) (FORD-HUTCHINSON, 1990;
PETERS-GOLDEN & HENDERSON, 2007). O LTB,também promove o movimento de
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leucdcitos, facilitando sua aderéncia ao endotélio por induzir o aumento da expressao de
moléculas de adesdo da familia das f2-integrinas (STEADMAN et al, 1996). Ainda, induz
0 aumento da producdo de anion superdxido e a liberacdo de enzimas lisossomais (FORD-
HUTCHINSON, 1990). Os leucotrienos sao mediadores importantes em doengas como a
asma e a rinite alérgica, além de contribuirem para a fisiopatologia da aterosclerose. Além
disso, os produtos da via da 5-LO podem favorecer o desenvolvimento e a progressdo de
doencas como o cancer (RADMARK & SAMUELSOON, 2010).

Outros produtos do metabolismo do AA incluem &cidos hidroxieicosatetraendicos
(HETES), lipoxinas, &cidos epoxieicosatrienicos e isoprostanos, que podem também
contribuir para a modulagdo das respostas inflamatorias (figura 2) (SERHAN & OLIW,
2001).
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Como demonstrado, os eicosandides sdo importantes mediadores do processo
inflamatdrio produzidos por leucdécitos, principalmente macrofagos. Estudos demonstraram
que estruturas esféricas de tamanho variavel presentes no citoplasma dos leucdcitos,
denominadas corpusculos lipidicos, podem estar associadas a producdo destes mediadores.
Estas estruturas sdo organelas dindmicas envolvidas no armazenamento de lipidios em
diferentes células e organismos (BOZZA, et al., 2007). Alem de desempenhar papéis
importantes na homeostasia de lipidios, estas estruturas tém sido apontadas, por recentes
estudos, como organelas multifuncionais, atuando na sinalizacdo, transporte e ativacéo
celular (MARTIN & PARTON, 2006; BOZZA, et al., 2007).

Os corpusculos lipidicos aparecem com freqliéncia em macrofagos, granuldcitos e
mastocitos, tendo seu numero e tamanho aumentados na vigéncia de processos
inflamatorios, imunoldgicos e neoplasicos. Vias de sinalizacdo envolvendo o fator ativador
de plaquetas (PAF), também levam ao aumento de corpusculos lipidicos. Apesar de sua
formacéo ser induzida rapidamente durante a inflamagéo, os mecanismos envolvidos tanto
na sua formacdo quanto em sua funcdo ainda ndo estdo claros. Tem sido proposto que 0s
corpusculos lipidicos sdo originados do reticulo endoplasmatico ou sdo uma sub-regido
desta organela (MURPHY et al., 2001). Por outro lado, estudos indicam que a formagéo
dos corpusculos lipidicos parece estar associada a ativacdo de determinadas vias de
sinalizacdo que incluem a PKC e a FLC (WELLER et al., 1991a).

Os corpusculos lipidicos encontrados no citoplasma de mastécitos e macrofagos
representam o maior sitio para armazenamento e metabolizagdo de produtos do AA. A
formacdo e a compartimentacdo de enzimas dentro destas organelas sdo altamente
reguladas por mecanismos celulares diretamente relacionados com a capacidade dos
leucdcitos de gerarem eicosandides. Acredita-se que os corpusculos lipidicos estejam
envolvidos na formagdo destes mediadores por conterem, em seu interior, 0s sistemas
COX, 5-LO e leucotrieno C, sintase, alem de acido araquidonico e cFLA,;, MAPK e PI3K
(BOZZA et al., 1996; 1997).

A importancia dos corpusculos lipidicos para o processo inflamatorio tem sido
demonstrada. De acordo com BOZZA et al. (2007), estudos realizados com MCP-1, um
prototipo de quimiocina da subfamilia B, levaram & biogénese de corpudsculos lipidicos em

macrofagos, através de um mecanismo altamente regulado, dependente de microtibulos,
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que acarretou 0 aumento da sintese de LTB, durante a inflamacdo. O mesmo mecanismo
tem sido observado em sepsis e endotoxemia, visto que a presenca de COX-2 e 5-LO, foi
verificada no interior dos corpusculos lipidicos de macréfagos e neutréfilos de pacientes
com choque séptico e de camundongos injetados com LPS. Ainda, patdgenos incluindo
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sdo capazes de ativar receptores especificos,
sinalizando a ativacdo da maquinaria de montagem de corpusculos lipidicos (PACHECO et
al., 2002; D"AVILA, et al., 2007). Outros estudos realizados por VAN MANEN et al.
(2005) mostraram que os corpusculos lipidicos estdo associados ao fagossoma e que esta
associacdo é dependente de gp91”"™ a subunidade catalitica da NADPH oxidase. Ha
ainda, evidéncias de que estas organelas podem se associar a estruturas como
autofagossoma e proteassoma, sugerindo sua participacdo em processos celulares
relacionados a apresentacdo de antigenos (FUJIMOTO et al., 2008). Baseando-se nisso,
BOUGNERES et al. (2009) demonstraram, com ensaios de imunofluorescéncia, a
participacdo dos corpusculos lipidicos no processo de apresentacdo de antigenos em
células dendriticas (DCs). Foi observado que as DCs que continham grandes quantidades
de corpusculos lipidicos em seu interior eram mais eficientes na apresentacédo de antigenos
em comparacdo aquelas que possuiam pouca quantidade destas organelas. O estudo
demonstrou, ainda, que este processo é dependente de uma GTPase da familia P47, a
Irgm3, sendo fortemente estimulado por interferon-gama (INF-y). Adicionalmente, estudos
comprovaram o papel destas organelas em processos inflamatérios demonstrando que no
interior das mesmas podem ser encontradas citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
em leucdcitos ativados. O TNF-a foi detectado em corpusculos lipidicos citoplasmaticos
de fibroblastos, eosinodfilos, macréfagos e mastocitos em bidpsias de doenca de Crohn
(BEILS et al., 1995) e também em neutrofilos e mondcitos de pacientes com sepse ou
ainda em leucdcitos ap6s a estimulacdo com LPS (PACHECO et al., 2002). Citocinas
como IL-16 e RANTES também foram encontradas nos corpasculos lipidicos de
eosinofilos humanos (LIM et al., 1996).

Assim, os corpusculos lipidicos tém um papel central na inflamacdo, sendo
considerados marcadores de células inflamatérias em uma variedade de doencas. Essas
organelas contribuem para a génese de respostas imunes e inflamatorias, representando,

assim, um importante alvo terapéutico para o controle de distdrbios inflamatorios.
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2- OBJETIVOS

2.1 Geral

Este estudo teve por objetivo geral, avaliar o efeito in vitro de trés fosfolipases A,, a
BaTX-I basica - contendo aspartato na posicdo 49, a BaTX-Il basica — contendo lisina
posicdo 49, e a BaFLA; acida — também contendo aspartato na posicao 49, isoladas do
veneno da serpente Bothrops atrox, sobre a viabilidade e funcionalidade de macréfagos
J774A.1 em cultura.

2.2 Especificos
A partir de ensaios in vitro foram avaliados o0s seguintes parametros:
- Viabilidade celular;
- Capacidade de ades&o;
- Capacidade de descolamento;
- Taxa de fagocitose;
- Producéo de &nion superéxido;
- Volume lisossomal;

- Formacdo de corpusculos lipidicos na presenca e na auséncia de particulas de zimosan

opsonizado;

- Producéo de TNF-a.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Macrdéfagos J774A.1

Os macréfagos murinos da linhagem J774A.1, gentilmente cedidos pelo Dr. Fabio
Kwasniewski, foram cultivados em garrafas de polietileno preenchidas com meio de
cultura RPMI-1640, suplementado com estreptomicina (100 pg/mL), penicilina (100
ug/mL), L-glutamina (2 mM) e 10% de soro fetal bovino. A cultura foi mantida em estufa
a 37° C, em atmosfera imida, contendo 5% de CO,. Apo6s formarem uma monocamada na
superficie da garrafa plastica, as células foram lavadas com meio RPMI nédo suplementado
e destacadas da garrafa com auxilio de um cell scrap. Em seguida, as células foram
coletadas e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI suplementado para entdo serem

utilizadas nos ensaios.
3.2- Fosfolipases A

As enzimas utilizadas neste estudo, a FLA,-Asp-49 basica (BaTX-I), a FLA,-Lys-
49 bésica (BaTX-Il) e a FLA,-Asp-49 acida (BaFLA,), isoladas do veneno da serpente B.
atrox, foram fornecidas pelo Dr. Andreimar M. Soares, da Faculdade de Ciéncias
Farmacoldgicas e Bromatoldgicas da Universidade de S8o Paulo. As toxinas foram
purificadas em coluna CM-Sepharose e posteriormente, em coluna phenyl-Sepharose
CL4B de acordo com a metodologia proposta por Andrido-Escarso et al., (2000). A
homogeneidade foi demonstrada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
sob condi¢Bes redutoras (LAEMMLI, 1970). Até o momento de sua utilizacdo, as

fosfolipases A, foram mantidas a -20° C.
3.3- Teste de viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan

Os macrdfagos murinos da linhagem J774A.1, foram suspensos em meio de
cultura RPMI-1640, suplementado com gentamicina (100pg/mL), L-glutamina (2mM) e
10% de soro fetal bovino, de modo a obter-se 2x10° células/mL. A seguir, as células foram
incubadas, em duplicata, com BaTX-I ou BaTX-Il ou BaFLA; nas concentracdes de 1.5, 3

e 6ug/mL ou RPMI (controle), por 1 hora, a 37° C, em atmosfera a 5% de CO,. Para
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avaliar a viabilidade, 20uL de solucdo de azul de Trypan (0,1%) foi adicionado a 100uL de
suspensdo de macrofagos. O indice de viabilidade foi determinado por contagem de células
viaveis em hemocitdbmetro de Neubauer, ao microscopio de luz, num total de 100 células.
Os resultados foram expressos em porcentagem de células viaveis em relagdo ao numero

total de células.
3.4- Determinacéo da capacidade de adeséo

Para este ensaio, 0os macréfagos tiveram sua concentracdo ajustada para
2x10°/50pL. Em placas de 96 pogos, os macréfagos foram adicionados e incubados em
duplicata com RPMI (controle) ou uma solucdo de 50uL de BaTX-l ou BaTX-Il ou
BaFLA; na concentracdo de 6ug/mL, a 37° C e 5% de CO,, durante 60 minutos. Apos esse
periodo de incubacao, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e fixadas com 100uL de
metanol 100%, por 10 minutos. Apds serem novamente lavadas com PBS, as células foram
coradas com uma solucdo de Giemsa 0,1%, por 40 minutos. Em seguida, uma nova
lavagem dos pocos foi realizada e um volume de 100uL de metanol 100% foi adicionado
para solubilizar o corante. A absorbancia foi determinada por espetrofotometria a 550 nm.
O grupo controle foi considerado 100%. Os resultados foram expressos em absorbancia de

células aderidas em relacdo ao nimero total de células.
3.5- Determinacéo da capacidade de descolamento

Para este ensaio, a suspensdao de macrofagos teve sua concentracdo ajustada para
2x10°/50uL. Apbs 24 horas aderindo em placas de 96 pocos, os macréfagos foram
incubados em duplicata com RPMI (controle) ou uma solucdo de 50uL de BaTX-1 ou
BaTX-11 ou BaFLA; na concentracdo de 6pg/mL, a 37° C e 5% de O, durante 60 minutos.
Apbs o periodo de incubacdo, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e fixadas com
100uL de metanol 100%, por 10 minutos. Uma nova lavagem com PBS foi realizada e as
células foram entdo, coradas com uma solu¢cdo de Giemsa 0,1%, por 40 minutos. Apos a
lavagem dos pogos, foi adicionado 100uL de metanol 100% para solubilizar o corante. A
absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro a 550 nm. O grupo controle foi
considerado 100%. Os resultados foram expressos em absorbancia de células aderidas em

relacdo ao nimero total de células.
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3.6- Determinacéo da fagocitose via receptor de complemento por macrofagos

Para a avaliacdo da capacidade fagocitica via receptor de complemento, particulas
de zimosan opsonizado foram utilizadas. Para este ensaio, a suspensao de macrofagos teve
sua concentracdo ajustada para 2x10°/50pL. Laminulas de vidro foram colocadas em
placas de 24 pocos e, sobre essas laminulas, adicionados os macré6fagos, mantidos por 2
horas, a 37° C e 5% de CO,, para aderéncia. Em seguida, as laminulas foram lavadas com
PBS e incubadas com RPMI sem soro fetal bovino (controle) ou 50uL de solucdo de
BaTX-1 ou BaTX-1l ou BaFLA; na concentracdo de 6ug/mL, a 37° C e 5% de CO,,
durante 1 hora. Ap6s nova lavagem em PBS adicionou-se 2x10° particulas de zimosan
opsonizadas mantendo-se a proporcdo de 10 particulas de zimosan para cada célula,
perfazendo um volume final de 500uL. Ap6s a incubagdo a 37° C e 5% de CO; por 40
minutos, as laminulas foram lavadas em PBS e fixadas com 300uL de glutaraldeido
tamponado (2,5%), por 15 minutos. Apds nova lavagem com PBS, as laminulas foram
montadas em laminas de microscépio. Foi contado um total de 200 células, em
microscopio optico, sendo considerados positivos os macréfagos que englobaram 3 ou
mais particulas de zimosan e negativos 0s que ndo englobaram particulas. Os resultados

foram expressos em porcentagem de fagocitose em relagdo ao numero total de células.
3.6.1- Obtencgéo do zimosan opsonizado com soro de camundongo normal

Uma suspensdo contendo 5,7mg/mL de zimozan (obtido da parede celular do
fungo Saccharomyces cerevisae) foi diluida 20 vezes em PBS, pH 7,2. O material foi
incubado com soro obtido de camundongos swiss normal, na proporcao de 1:1, a 37° C,
sob agitacdo constante. Apds 30 minutos, esse material foi centrifugado a 2000 rpm por 15

minutos e o precipitado foi ressuspenso em 1mL de PBS, pH 7,2.
3.7- Determinacéo da producéo do anion superéxido em lamina

Para este teste, a suspensdo de macréfagos teve sua concentracdo ajustada para
2x10°/200uL e as células foram incubadas por 1 hora com meio de cultura RPMI, 0,1% de
azul de nitrotetrazolio (NBT), 10uL de acetato de forbol miristato (PMA), na concentracdo

de 500ng/mL (controle positivo) e com BaTX-I ou BaTX-1l ou BaFLA; na concentracéo
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de 6pg/mL, a 37° C. Em seguida, as amostras foram colocadas em citocentrifuga para
preparo das laminas. Apos centrifugacdo a 1000 rpm/5minutos, as laminas foram fixadas
com metanol 100% por 5 minutos e coradas com safranina 1% (diluida em &cido acético),
também por 5 minutos. Ao final do processo, as laminas foram lavadas com agua destilada.
A visualizacdo foi feita com auxilio do microscépio em objetiva de 100x. Fez-se a
contagem de 100 células, considerando-se positivas as células que apresentaram cristais de
formazan, decorrentes da redugdo do “nitroblue tetrazolium™ (NBT). Os resultados foram
expressos em porcentagem de producdo de anion superoxido em relagdo ao nimero total

de células.
3.8- Coloracdo e enumeracdo dos corpusculos lipidicos

As laminulas, contendo macrofagos aderidos, foram incubadas com RPMI
(controle ndo estimulado) ou solugédo de RPMI contendo BaTX-1 ou BaTX-Il ou BaFLA;
(6ng/mL), durante 1 hora. A seguir, um grupo de laminulas foi submetido ao processo de
fagocitose de particulas de zimosan opsonizado, como descrito no item 3.6, porém com
fixacdo das células em 1mL de formaldeido tamponado (3,7%), por 15 minutos, e sem
montagem em laminas. As laminulas, assim fixadas, foram lavadas e adicionadas de 50uL
de tampdo cacodilato (0,1M)/laminula, seguido de 50uL de tetroxido de 6smio a 1,5%, por
30 minutos. Apos lavagem em agua destilada, as laminulas foram imersas em 1% de
tiocarboxidrazida, por 5 minutos e novamente lavadas em tampdo cacodilato.
Posteriormente, as laminulas foram coradas com tetroxido de 6smio, a 1,5%, por 3 minutos
e lavadas em &gua destilada. A seguir, as laminulas foram montadas em laminas de
microscopio. Os corpusculos lipidicos, formados no interior dos macrdéfagos, foram
contados, em um total de 50 células por campo, em microscépio de contraste de fase. Os
resultados foram expressos em porcentagem de corpusculos lipidicos em relacdo ao

namero total de células.
3.9- Determinacéo do volume lisossomal

Este ensaio, que avalia as vesiculas do compartimento endocitico, atraves da
retencdo do corante vermelho neutro pelos lisossomos, foi realizado de acordo com PIPE

(1995). Para este fim, a suspensdo de macrofagos teve sua concentracdo ajustada para
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2x10°/200uL e as células foram incubadas por 15, 30 e 60 minutos com meio de cultura
RPMI (controle) e com BaTX-I ou BaTX-Il ou BaFLA; na concentracdo de 6ug/mL, a
37° C. A seqguir, as células foram centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm e o sobrenadante
foi descartado. As células foram, entdo, incubadas com RPMI e uma solucéo de vermelho
neutro a 0,04% em um volume final de 200uL, por 30 minutos. Apdés o periodo de
incubacdo, as células foram lavadas com PBS por trés vezes e um volume de 200uL de
uma solucdo de extracdo (acido acético glacial 1% e etanol 30% diluidos em agua
destilada) foi adicionado para a solubilizacdo do vermelho neutro internalizado pelos
lisossomos das células. Esta solubilizacdo é possivel porque o vermelho neutro ¢ um
corante cationico que se difunde através da membrana celular e, uma vez presente no
lisossomo, fica aprisionado devido a mudanca de cargas causada pelo pH acido do sistema
lisossomal. Ao final, a absorbancia foi determinada por espectrofotometria a 505 nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de aumento de volume lisossomal em relagéo

ao numero total de células.
3.10- Quantificacdo de TNF-a

Para este ensaio, 0s macréfagos J774A.1 tiveram sua concentracdo ajustada para
2x10° células, e foram incubados com RPMI (controle), ou INF-y (1pg/mL - controle
positivo), ou com as trés toxinas, BaTX-l ou BaTX-Il ou BaFLA; na concentracdo de
6ug/mL, por um periodo de 4 horas, a 37° C e 5% de CO,. Ao final, o sobrenadante das
amostras foi coletado para a determinacdo da producdo de TNF-o por ensaio
imunoenzimatico. Neste ensaio utilizou-se uma placa de 96 poc¢os revestida com anticorpo
especifico para TNF-a, onde foram adicionados 100uL das amostras. Posteriormente a
placa foi incubada por um periodo de 2 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Em seguida, a placa foi lavada por 3 vezes (Tampdo PBS com Tween) e 100uL do
anticorpo marcado foram adicionados. A placa, entdo, foi incubada por 1 hora em
temperatura ambiente. Apds nova lavagem, adicionou-se 100puL da solugdo de
estreptavidina por 45 minutos, também em temperatura ambiente. Ao final desta etapa, a
placa foi lavada mais uma vez e 100uL da solugdo substrato TMB foram adicionados por
30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Por fim, 50puL da solugdo STOP

(H2SO4 2N) foram adicionados e logo apds a leitura foi determinada em 450 nm. A
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concentracdo minima detectdvel para TNF-o é geralmente inferior a 15 pg/mL. Os

resultados foram expressos em pg/mL de TNF-a.

3.11- Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como media + - erro padrdo da média e
analisados estatisticamente pelo teste “t” de Student ou Anélise de variancia (ANOVA),

apos teste de normalidade. Sendo considerados valores de p< 0,05.



4- RESULTADOS

4.1- Efeito das trés toxinas sobre a viabilidade de macréfagos J774A.1.

31

A viabilidade dos macréfagos foi avaliada 1 hora ap6s incubacdo com BaTX-1 ou

BaTX-11 ou BaFLA; nas concentragdes de 1,5, 3 e 6pug/mL. Como demonstra a Figura 3,

as trés FLA, secretorias nas concentracGes estudadas, ndo afetaram a viabilidade dos

macrofagos no periodo de 1 hora.
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Fig. 3 - Efeito das FLA,s BaTX-I, BaTX-1l e BaFLA, sobre a viabilidade de macro6fagos da linhagem
J774A.1. 2x10° células/mL foram incubadas por 1 hora com as FLA,S nas concentracdes descritas acima ou

RPMI (controle). A viabilidade dos macrofagos foi avaliada pelo teste de exclusdo do azul de Tripan. Os

dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes, em dias alternados.
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4.2- Efeito das toxinas BaTX-I, BaTX-1l e BaFLA; sobre a capacidade de adesdo e
descolamento dos macrofagos J774A.1

Para avaliar o efeito das toxinas sobre a capacidade de adesdo, os macréfagos
foram incubados em placas de 96 pogos por 1 hora, com RPMI (controle) ou BaTX-1 ou
BaTX-Il ou BaFLA; na concentragdo de 6 pg/mL.

A Figura 4 (A) demonstra que, nas concentracfes estudadas, as trés toxinas ndo

interferiram na capacidade de adesdo dos macréfagos.

E com o intuito de verificar se as toxinas eram capazes de afetar a capacidade de
descolamento, os macr6fagos foram incubados por 24 horas a 37° C e 5% de CO; na
presenca somente de RPMI suplementado. Logo apds, uma lavagem com PBS foi realizada
para que as células ndo aderidas fossem removidas. Em seguida, os macréfagos foram
incubados por 1 hora, com RPMI (controle) ou BaTX-1 ou BaTX-1l ou BaFLA; (6 pg/mL).

A Figura 4 (B) mostra que as trés toxinas ndo afetaram a capacidade de
descolamento dos macréfagos J774A.1.



33

A- Adesao B- Descolamento

=
tn

]
=]
n
]

0.4- Q 04-
o N
2 p.34 £ 03
[+] [T
$ :
o 0.2+ __ _,_\ E 0.2+ __ T\
4 T 1 L. o s
0.14 e | \\\ 2 0. SR \\
-n-'gf'-:-' k\' oo S Q
Controle BaTX-l BaTX-l BaFLA2 Controle BaTX-l BaTX-l BaFLA2
6ugimL 6ugimL

Fig 4 - Efeito das toxinas BaTX-I, BaTX-1l e BaFLA, sobre capacidade de adesdo e descolamento dos
macréfagos da linhagem J774A.1. 2x10° células/mL foram incubadas por 1 hora com as toxinas na
concentracdo de 6pg/ml ou RPMI (controle). Ao final do experimento, as leituras dos ensaios de adeséo (A) e
descolamento (B) foram determinadas por espectrofotometria em 550 nm. Os resultados foram expressos em
absorbancia. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes, em dias alternados.



34

4.3- Efeito das trés FLA,;s, BaTX-l, BaTX-1l e BaFLA,, sobre a fagocitose via
receptor de complemento, em macréfagos J774A.1.

A fagocitose de particulas de zimosan opsonisado com soro normal de
camundongo foi avaliada apos a incubagdo dos macréfagos J774A.1 com RPMI (controle)
ou com as toxinas BaTX-I, BaTX-Il e BaFLA; na concentragdo de 6ug/mL por um
periodo de 1 hora. A figura 5 mostra que os macréfagos controles, apresentaram taxa de
fagocitose de cerca de 37%. As toxinas BaTX-l1 e BaFLA,, ambas Asp-49, apresentaram
indice de fagocitose de 44,6% e 41,3%, respectivamente. Estes valores ndo foram
considerados significantes em relacdo ao controle. Por outro lado, os macréfagos
incubados com a toxina BaTX-Il, uma Lys-49, apresentaram um aumento na sua

capacidade fagocitica em relacdo ao controle.
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Fig 5 - Efeito das toxinas BaTX-I, BaTX-11 e BaFL A, sobre capacidade fagocitica dos macrdfagos da
linhagem J774A.1. Os macr6fagos (2x10° células/mL) foram incubados por 1 hora com as toxinas na
concentracdo de 6ug/ml ou RPMI (controle). O indice fagocitico foi avaliado apds contagem de 200
macrdfagos, sendo considerados positivos aqueles que internalizaram trés ou mais particulas de zimosan
opsonizado. Os resultados foram expressos em porcentagem. Os dados representam a média + EPM de 3
experimentos independentes, em dias alternados. *p< 0,05 em relacéo ao controle (ANOVA).
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4.4- Efeito das toxinas sobre a producdo de superoxido por macréfagos J774A.1

A capacidade de producéo de anion superdxido pelos macréfagos foi determinada,
em lamina, pelo método de reducdo do NBT, um composto amarelo lipossolUvel que se
torna insollvel em sua forma reduzida, formando granula¢Ges azuladas no interior da
célula. Neste ensaio, os macrofagos foram incubados por 1 hora com meio de cultura
RPMI (controle), com PMA (500 ng/mL, controle positivo), ou com 6ug/mL das toxinas
BaTX-1, BaTX-Il e BaFLA,. A figura 6 mostra que as células estimuladas com as
fosfolipases, apresentaram um aumento significativo na producdo de superdxido em
relacdo ao controle ndo estimulado (RPMI). A figura mostra também, que ndo foi
observada nenhuma diferenca estatistica entre a quantidade de superoxido produzido pelos
macrofagos incubados com as toxinas e os macrofagos estimulados com o controle
positivo (PMA).
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Fig 6 - Efeito das toxinas sobre a producao de superdxido in vitro. A suspensdo de macréfagos teve sua
concentracio ajustada para 2x10°/200pul e foram incubados por 1 hora com meio de cultura RPMI, 0,1% de
NBT, 10ul de PMA (500ng/ml) (controle positivo) e com as toxinas na concentrag¢do de 6 pg/mL a 37° C.
Foram contadas 100 células e consideradas positivas aquelas que apresentaram cristais de formazan em seu
interior. Os dados foram expressos em % de anion superéxido produzido pelas células e representam a média

+ EPM de 3 experimentos independentes, em dias alternados. *p< 0,05 em relacéo ao controle (ANOVA).
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4.5- Efeito das toxinas sobre o volume lisossomal dos macrofagos J774A.1

O efeito das toxinas BaTX-I, BaTX-Il e BaFLA; sobre o volume lisossomal dos
macrofagos J774A.1 foi avaliado apo6s a incubacdo das células com as fosfolipases na
concentracdo de 6ug/mL por 15, 30 e 60 minutos. Como mostra a figura 7, ap6s 15
minutos de incubagdo, apenas a BaTX-Il induziu um aumento significativo do volume
lisossomal dos macréfagos, em comparacdo ao controle (RPMI). Ap6s 30 minutos de
incubacdo, as trés fosfolipases foram capazes de aumentar de forma significativa o volume
lisossomal dos macrdfagos. Ap6s 60 minutos de incubacdo, o volume lisossomal das
células estimuladas com as toxinas ndo apresentou diferenca significativa em comparacédo

ao volume lisossomal das células controle, incubadas apenas com RPMI.
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Fig 7 - Efeito das toxinas sobre o volume lisossomal dos macro6fagos. A suspensdo de macrofagos teve
sua concentracao ajustada para 2x10°/200pl . As células foram incubadas por 15, 30 e 60 minutos com meio
de cultura RPMI e com as toxinas na concentracdo de 6pg/mL a 37° C. Em seguida, as células foram
incubadas com 0,04% de vermelho neutro. Por fim, o corante internalizado foi solubilizado com a adicdo de
200pl uma solucdo de extracdo. A absorbancia do sobrenadante foi determinada a 505 nm em
espectrofotdbmetro. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes, em dias
alternados. *p< 0,05 em relacdo ao controle (ANOVA).
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4.6- Efeito das toxinas sobre a formacdo de corpusculos lipidicos em macrofagos
J774A.1

Para verificar se as fosfolipases BaTX-l, BaTX-Il e BaFLA, eram capazes de
afetar a formagdo de corpusculos lipidicos em macréfagos J774A.1, as células foram
incubadas por 1 hora com meio de cultura RPMI (controle) ou com as trés toxinas na
concentracdo de 6pg/mL. Como podemos observar na figura 8, o nimero de corpuasculos
lipidicos encontrados nos macréfagos estimulados com as toxinas, foi significativamente
maior se comparado aos macrofagos controle (RPMI). Nenhuma diferenca estatisticamente

significante foi observada entre as trés toxinas.

O efeito das sFLA, sobre a formacdo de corpusculos lipidicos em macrofagos
apos o processo de fagocitose também foi avaliado. A figura 8 mostra que os macréfagos
estimulados com as fosfolipases e depois submetidos a fagocitose de particulas de zimosan
opsonizado, apresentaram um numero maior de corpusculos lipidicos em seu interior, em
comparacdo as células estimuladas com as toxinas, mas ndo submetidas ao processo de
fagocitose. Como demonstrado, a BaTX-Il, uma sFLA, Lys-49, foi a que induziu maior
aumento no numero de corplsculos lipidicos nos macr6fagos apds o processo de

fagocitose.
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Fig 8 - Efeito das toxinas sobre a formacdo de corpusculos lipidicos em macrofagos J774A.1,
submetidos ou ndo a fagocitose. Os macr6fagos tiveram sua concentragdo ajustada para 2x10°/mL e foram
colocados em laminulas de vidro para adesdo por 2 horas. Em seguida, foram incubados com RPMI
(controle), BaTX-I, ou BaTX-1l ou BaFLA, (6pg/mL) por 1 hora. Apos este periodo, uma parte das laminulas
foi incubada com particulas de zimosan opsonizadas por 40 minutos, para o processo de fagocitose. Ao final
desta etapa, todas as laminulas foram coradas com tetroxido de 6smio. Foram contadas um total de 50 células
e 0 numero de corpusculos lipidicos presentes no interior de cada macréfago foi quantificado. Os dados
representam a média £ EPM de 3 experimentos independentes, em dias alternados. *p< 0,05 em relagéo ao

controle. # p < 0,05 em relacdo &s células que ndo fagocitaram (ANOVA).
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4.7-Efeito das toxinas sobre a producdo de TNF-o em macréfagos J774A.1

Para avaliar se as fosfolipases BaTX-I, BaTX-1l e BaFLA, sdo capazes de
estimular a producdo de TNF-o em macrofagos, as células foram incubadas com RPMI
(controle), ou INF-y (1pg/mL- controle positivo), ou com as trés toxinas na concentragao
de 6pg/mL, por um periodo de 4 horas. Logo ap6s, o sobrenadante foi coletado e a
determinacdo da producdo de TNF-a foi avaliada por ensaio imunoenzimatico. Como
mostra a figura 9, as toxinas BaTX-I e BaFLA,, ambas enzimaticamente ativas, induziram
um aumento na producgédo de TNF-a pelos macrofagos, embora a BaTX-I tenha sido mais
eficiente que a BaFLA; na manutencdo deste efeito. A toxina BaTX-Il, inativa
enzimaticamente, nao induziu nenhum aumento significativo na producdo de TNF-a no

tempo estudado.
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Fig 9 - Efeito das toxinas sobre a producéo de TNF-a em macrdfagos J774A.1. Os macrdfagos tiveram
sua concentracio ajustada para 2x10°/mL e foram incubados com RPMI (controle),ou INF-y (1pg/mL-
controle positivo), ou BaTX-I, ou BaTX-Il ou BaFLA, (6ug/mL) por 4 horas. Apds este periodo, 0
sobrenadante foi coletado e a producdo de TNF-a foi avaliada por ensaio imunoenzimatico. Os dados
representam a média £ EPM de 3 experimentos independentes, em dias alternados. *p< 0,05 em relacdo ao
controle. # p< 0,05 em relagdo & BaTX-1l1l (ANOVA).
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DISCUSSAO

A superfamilia das fosfolipases é constituida por grupos de enzimas que catalisam a
hidrdlise de ligagOes acil-éster, na posicéo sn-2 de diferentes fosfolipidios liberando acidos
graxos. Devido a esta capacidade de hidrdlise, estas enzimas desempenham papel
importante em varios processos bioldgicos através da formacgédo de segundos mensageiros,
transducdo de sinais, homeostasia de membranas celulares, digestdo de lipidios, defesa do
hospedeiro e produgdo de mediadores lipidicos. Além disso, as FLA,s participam de
diversas patologias de carater inflamatdrio, como a asma brénquica, rinite alérgica, artrite
reumatoide, pancreatite aguda, dentre outras.

Estas enzimas séo encontradas abundantemente na natureza, estando presentes em
altas concentragdes nos venenos de abelhas, vespas e serpentes, sendo um dos principais
fatores que contribuem para os efeitos proinflamatorios induzidos por estes venenos.

Apesar deste grupo de enzimas ser um dos mais estudados atualmente, 0s
mecanismos que envolvem sua participacdo em processos inflamatorios ainda nédo estdo
claros. Dessa forma, estudos voltados para o esclarecimento da acé@o das fosfolipases séo
considerados de extrema importancia, principalmente no que se refere & FLA,s de
venenos de serpentes.

Sabe-se que a inflamacéo é frequentemente associada ao envenenamento causado
por serpentes do género Bothrops (ROSENFELD, 1971; GUTIERREZ et al., 1981;
GUTIERREZ & LOMONTE, 1989). A atividade inflamatdria aguda se deve & acdo de um
conjunto de fracbes do veneno botropico, bioquimicamente heterogéneas, com
especificidades diversas, responsaveis pelos fenémenos locais (CARDOSO et al., 2009).
Tal atividade leva & formacdo de edema e envolve a participacdo de varios mediadores
enddgenos como a histamina, serotonina, eicosandides, fator ativador de plaquetas,
citocinas e 0xido nitrico (TREBIEN & CALIXTO, 1989; CHAVES et al., 1995; BARROS
et al., 1998; ZAMUNER et al., 2001). Além do edema é possivel observar a presenca de
células inflamatérias como demonstrado por diferentes autores (GUTIERREZ et al.,
1986b; FLORES et al., 1993; LOMONTE et al., 1993; BURIGO, et al., 1996; ZAMUNER
et al., 2001; FARSKY et al., 1997). Devido a grande quantidade de FLAs encontradas

nestes venenos, a hipdtese de participacdo das mesmas nestes efeitos fica fortalecida.
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Baseando-se nisso, 0 presente estudo avaliou o efeito de trés sFLA,, BaTX-I (Asp-
49) basica, BaTX-Il (Lys-49) basica e BaFLA, (Asp-49) &cida, isoladas a partir do veneno
da serpente Bothrops atrox, sobre a funcionalidade de macrofagos murinos da linhagem
J774A.1. O intuito foi verificar se as toxinas sdo capazes de induzir eventos
proinflamatérios, como aumento da fagocitose e da producdo de anion superéxido,
aumento do volume lisossomal e formacdo de corpusculos lipidicos. Para isso, avaliou-se,
primeiramente, a atividade citotdxica destas fosfolipases. O ensaio de viabilidade pelo
método de exclusdo do azul de tripan demonstrou que as toxinas nas concentragdes de 1,5,
3 e 6 pg/mL ndo apresentaram nenhum efeito citotdxico sobre os macréfagos no periodo
estudado, 1 hora. Assim, para a realizacdo dos demais experimentos propostos, a
concentracdo mais alta, 6 pg/mL, foi escolhida.

Corroborando os dados presentemente obtidos, LOMONTE et al. (1989),
mostraram que duas fosfolipases Az isoladas do veneno da serpente Bothrops asper (MT-II
e MT-I111), exercem efeitos citotoxicos apenas em altas concentragdes. Ainda, no estudo
realizado por ZULIANI et al (2005), ficou evidenciado que macrdfagos peritoneais
murinos elicitados por tioglicolato, incubados com concentracbes menores que 25 pg/mL
das toxinas MT-Il e MT-III, por um periodo de uma hora, ndo tiveram sua viabilidade
comprometida. O estudo mostrou ainda que a toxina MT-I1I (Asp-49), enzimaticamente
ativa, € mais toxica que a toxina MT-1I (Lys-49), enzimaticamente inativa. Essa diferenca
na capacidade citotoxica dependente da atividade enzimatica ndo foi observada em nossos
estudos, visto que as trés FLA, utilizadas apresentaram o mesmo efeito sobre os
macrofagos. Ainda, cabe ressaltar que o carater 4cido ou basico destas toxinas também néo
influenciou nos resultados.

Por ser considerado um fagécito profissional, o macréfago possui um papel
importante na resposta imune inata contra patdgenos invasores, na resolucdo da inflamacéo
e na manutencdo da homeostasia dos tecidos. Esta célula possui um papel central na reagao
inflamatdria, produzindo agentes microbicidas e exercendo a sua principal funcéo:
fagocitose. Para que este processo ocorra de forma eficaz, os macréfagos precisam aderir
sobre um substrato e, entdo, modificar sua morfologia celular, adquirindo uma forma mais
achatada. Essa etapa de adesdo € muito importante para que 0 macréfago consiga espraiar e

aumentar sua superficie de contato com a particula a ser fagocitada. Dessa forma, nosso
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estudo avaliou o efeito das trés fosfolipases sobre a capacidade de adesdo e descolamento
dos macrofagos. Os resultados obtidos demonstraram que as toxinas BaTX-1, BaTX-Il e
BaFLA, ndo afetaram a capacidade de adesdo e descolamento dos macréfagos no periodo
estudado.

A literatura reporta que as FLA,s possuem um importante papel na adesao celular.
O uso de inibidores de FLA,s, como parabromofenacila, reduziu a adesdo de mondcitos e
afetou a expressdo de MAC-1 em neutréfilos (JACOBSON & SCHRIER, 1993;
LEFKOWITH et al., 1992), bem como o espraiamento destas células (GALKINA et al.,
1996). Ainda, ZHU et al. (1999) evidenciaram que uma cFLA, pode mediar a adesdo de
eosinofilos & moléculas ICAM-1 ou VCAM-1, através de beta-2-integrina CD11b/CD18.
Por outro lado, duas enzimas ndo-téxicas, com alta atividade de FLA, isoladas a partir do
veneno da serpente Cerastes cerastes, denominadas CC- FLA;1 e CC- FLA; 11, inibiram a
migracdo e a adesdo de células tumorais de fibrosarcoma e mieloma ao fibrinogénio e a
fibronectina, por um mecanismo dose-dependente (ZOURAI-KESSENTINI et al., 2009).
BAZAA et al. (2005), evidenciaram a acdo de uma outra FLA,, chamada de MVL- FLA,,
desta vez isolada a partir de Macrovipera lebetina transmediterranea. Neste estudo, a
enzima também foi capaz de inibir a migragdo e a adesdo de células tumorais ao
fibrinogénio e a fibronectina, mas néo ao colageno tipo I. Tais efeitos foram mediados pela
inibicdo especifica de a5B1, avp3 e avp6 integrinas. Estes dados mostram que as integrinas
podem constituir um alvo especifico para 0 mecanismo de acdo das fosfolipases em células
de linhagem tumoral. A despeito da capacidade de descolamento, nossos dados mostraram
que as células continuaram viadveis ap0s incubacdo com as toxinas na concentracdo e
tempo estudados, permanecendo aderidas a superficie da placa.

Cabe ressaltar que para que o processo de fagocitose ocorra de forma eficaz, os
macrofagos precisam aderir sobre um substrato para posteriormente modificar sua
morfologia celular de uma forma redonda para uma forma achatada (TAYLOR, 2002).

O processo de fagocitose € extremamente complexo, podendo ser mediado por
varios receptores como o receptor para a por¢ao Fc da IgG (FcyRs), o receptor de manose
(MR), o receptor para -glucano (Dectin-1) e o receptor do complemento tipo 3 (CR3). O
receptor FcyR ¢ especializado no reconhecimento e captacdo de particulas opsonizadas por

IgG. J& o CR3 reconhece particulas revestidas por fragmentos C3b/C3bi do sistema
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complemento. O processo de opsonizacgdo favorece grandemente a fagocitose, pois facilita
a interacdo entre 0 macrofago e a particula a ser fagocitada. Nesse sentido, avaliou-se o
efeito das FLA,s sobre a fagocitose via receptor de complemento, utilizando-se particulas
de zimosan opsonizadas. Os dados obtidos mostram que apenas a toxina BaTX-Il, uma
Lys-49, induziu significativo aumento na taxa de fagocitose via receptor de complemento.
As demais toxinas, BaTX-l e BaFLA;, ambas Asp-49, ndo afetaram este processo. O
carater acido ou basico também parece ndo afetar este parametro. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos por ZULIANI et al. (2005). Os autores demonstraram que a
miotoxina MT-II, uma Lys-49, isolada do veneno de Bothrops asper, também aumenta
consideravelmente a fagocitose via receptor de complemento, enquanto a miotoxina MT-
I11, uma Asp-49, estimula apenas a fagocitose via receptores de manose em macréfagos
murinos elicitados. Assim, pode-se dizer que a atividade enziméatica parece ndo ser
essencial para o aumento da capacidade fagocitica via CR3, visto que as fosfolipases
cataliticamente inativas foram as Unicas capazes de afetar este parametro. Apesar dos
estudos realizados, o mecanismo pelo qual as FLA, Lys-49 ativam o0 processo de
fagocitose ainda ndo foi esclarecido. Ha duas hipGteses para a acdo destas toxinas
enzimaticamente inativas. Uma delas é a interacdo da enzima com o receptor, levando a
sua internalizacdo. A outra é que estas fosfolipases possuem a capacidade de induzir
perturbacdes na membrana celular, o que ativa vias de sinalizacdo, culminando com a
fagocitose. Dessa forma, estudos adicionais para o esclarecimento destas argumentacgoes
sd80 necessarios para elucidar o mecanismo de agdo destas enzimas, 0 que as torna
extremamente interessantes do ponto de vista cientifico.

Concomitantemente ao processo de fagocitose, ocorre um aumento no
metabolismo oxidativo dos macréfagos, denominado ““burst”™ respiratorio, mediado pelo
complexo enzimatico NADPH oxidase. O alto consumo de O, associado a rapida ativacdo
da NADPH oxidase, desencadeia a producéo de espécies reativas do oxigénio (EROs), tais
como anion superdxido (O,) e peroxido de hidrogénio (H,0,), potentes agentes
microbicidas (BABIOR, 1973). Assim sendo, este estudo avaliou a agdo das FLA; sobre a
producdo de anion superéxido pelos macrofagos. Os resultados mostraram que as trés
toxinas aumentaram significativamente a liberacdo de superdxido em comparagdo ao

controle ndo estimulado. O aumento foi similar ao observado nas células incubadas com
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PMA, controle positivo. Ndo houve diferenca entre as fosfolipases Asp-49 e Lys-49,
sugerindo que a atividade catalitica pode nao ser essencial para a producéo de superoxido.
Quanto ao carater acido ou basico, evidenciou-se, mais uma vez que, 0 mesmo parece ndo
contribuir para este efeito. De acordo com o estudo realizado por ZULIANI et al. (2005),
as toxinas MT-Il e MT-III isoladas do veneno de Bothrops asper induzem a liberacéo de
H.0,, um outro reativo intermediario do oxigénio produzido a partir do anion superoxido.
Neste caso, a MT-IlI teve acdo mais acentuada que a MT-Il. Este aumento na capacidade
de producdo de agentes microbicidas induzido pelas fosfolipases pode ser considerado um
dos pontos essenciais para o desenvolvimento do intenso processo inflamatério local
verificado nos envenenamentos botropicos.

E possivel que o aumento do indice fagocitico esteja associado a um aumento
também no compartimento endocitico, contribuindo para o aumento da capacidade
microbicida dos macrdfagos, haja vista que a desestabilizacdo das membranas lisossomais
envolve aumento na fusdo de lisossomos e fagolisossomos, frequentemente associado ao
estresse derivado da acdo de agentes pré-oxidantes e de condigdes patoldgicas. Nesse
sentido, foram realizados experimentos para avaliar se as toxinas sdo capazes de induzir
um aumento do volume lisossomal. Os macrdéfagos foram incubados com as fosfolipases
por 15, 30 e 60 minutos. Avaliando-se o decurso temporal do efeito das trés toxinas, pode-
se verificar que o aumento do compartimento endocitico dos macréfagos ocorre de maneira
bastante acentuada nos primeiros 15 minutos ap6s a estimulacdo, e que a atividade
enzimatica ndo é essencial para este efeito, visto que apenas a BaTX-Il, inativa
enzimaticamente, conseguiu alterar este parametro. As fosfolipases enzimaticamente
ativas, BaTX-l e BaFLA,, s6 foram capazes de induzir o aumento do volume lisossomal
ap6s 30 minutos de incubacdo. Neste periodo, a BaTX-Il também foi eficiente na
manutencdo deste efeito. Ap6s serem estimulados por 1 hora com as fosfolipases, 0s
macrofagos ndo apresentaram nenhuma alteragcdo em seu compartimento endocitico. 1sso
pode sugerir que apds o periodo de 30 minutos, a acdo das toxinas diminui e o volume
lisossomal das células retorna ao seu nivel basal. Apesar da atividade lipolitica de FLA;
frequentemente afetar diversas estruturas de membranas, incluindo a dos lisossomos, em
nossos estudos, a atividade enzimatica parece ndo interferir no aumento do volume

lisossomal, assim como o carater acido ou bésico destas enzimas. Estudos realizados por
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BURLANDO et al. (2002), mostraram que uma cFLA, célcio-independente é um dos
agentes responsaveis pela desestabilizacdo da membrana lisossomal induzido por estradiol.
A desestabilizacdo da membrana leva & fusdo do lisossomo com outras organelas, como o
endossoma. Tal processo, como evidenciado por MAYORGA et al. (1993), envolve a acéo
de uma FLA,. Assim sendo, os dados sugerem que estas enzimas podem induzir tipicas
modificagdes morfologicas e funcionais no sistema vacuolar dos lisossomos.

Dados da literatura mostram que na vigéncia de processos inflamatorios, os
leucdcitos, por estarem ativados, desenvolvem grandes quantidades de organelas
denominadas corpusculos lipidicos. Estas organelas compartimentalizam diversos grupos
de proteinas envolvidas no metabolismo de lipidios e na sinalizacdo celular, além de
conterem o0s complexos enzimaticos COX e 5-LO, e ainda AA, cFLA;, MAPK e PI3K
(BOZZA et al., 1996; 1997). Diversos achados tém indicado que a principal funcdo dos
corpusculos lipidicos consiste na metabolizagdo de AA durante a inflamacéo, acarretando a
formacéo de eicosandides, importantes mediadores inflamatérios. Desse modo, a acdo das
toxinas BaTX-lI, BaTX-Il e BaFLA, sobre a formacdo de corplsculos lipidicos nos
macrofagos J774A.1 foi avaliada. Os dados obtidos mostram que as trés fosfolipases foram
capazes de aumentar o nimero de corpusculos lipidicos presentes nos macrofagos. Esta
acdo ocorreu de maneira independente da atividade enzimatica e ndo foi observada
nenhuma diferenca estatistica entre as toxinas. A literatura mostra, ainda, que 0s
corpusculos lipidicos sdo organelas dinamicas que podem interagir com outras estruturas
dentro da célula, tais como o proteassoma, o fagossoma e o autofagossoma (VAN MEAN
et al., 2005; FUJIMOTO et al., 2008). Assim sendo, avaliou-se a acao destes corpusculos
na vigéncia de acao das toxinas em macréfagos submetidos ao processo de fagocitose. Os
resultados mostraram que o numero de corpusculos lipidicos no interior dos macréfagos
que fagocitaram foi maior que o encontrado nos macréfagos que ndo foram submetidos ao
processo. A toxina BaTX-Il foi um pouco mais eficiente que as demais na manutencao
deste efeito. Em relacdo & atividade enzimatica, as trés fosfolipases foram capazes de
induzir estes eventos independentemente da capacidade catalitica. Mais uma vez, nédo
houve diferenca em relacdo ao carater &cido ou bésico destas enzimas. Os dados sugerem
que a ativacao de receptores do complemento durante a fagocitose, estimula, de algum

modo, a formacdo de corpusculos lipidicos em macro6fagos, induzido também pela acéo de
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sFLAs. A participacdo dos corpusculos lipidicos na fagocitose de particulas de latex foi
demonstrada por VAN MANEN et al. (2005). Este estudo evidenciou que os corpusculos
lipidicos estdo associados ao fagossoma, em fagdcitos profissionais e que a incubacao
destas células com AA e particulas de latex, leva ao acimulo de corpusculos lipidicos
préximo ao fagossoma. Isto sugere que o AA liberado pode ser utilizado para auxiliar na
maturacdo do fagossoma formado. O mecanismo de formacdo dos corpusculos lipidicos
ainda ndo esta claro. Devido a presenca de cFLA; no interior destas organelas, com
capacidade de desencadear a liberagdo de AA (YU et al., 1998), sugere-se a participacdo
da mesma em sua formacdo. Assim, as FLA,s, além de liberarem o AA dos fosfolipidios
de membrana, podem hidrolisar a fosfatidilcolina e liberar o liso-PAF, precursor do fator
ativador de plaquetas (PAF). Dados da literatura apontam que este mediador inflamatorio,
com atividade agregadora de plaquetas, esta envolvido em vias de sinalizacdo que
favorecem a formacdao de corpusculos lipidicos e a liberagdo de mediadores como o LTC, e
PGE, (BOZZA et al., 1997). Ainda, BAKER et al. (1990) mostraram que o etanol reduz a
fagocitose de particulas de zimosan ndo-opsonizado, levando & uma diminui¢do também da
concentracdo de PAF. Isto sugere que o PAF também pode ter participacdo em processo de
fagocitose. Outras proteinas como MAPK, ERK1, ERK2, PI3K, PKC, também podem
estar envolvidas no processo de formacgdo dos corpusculos lipidicos (YU et al., 2000;
CHEN et al., 2002). Estudos adicionais para se verificar o papel dos corpusculos lipidicos
durante o processo de fagocitose e os mecanismos de formacdo destas organelas sé&o
necessarios, haja visto a importancia das mesmas para a funcionalidade dos leucocitos

durante reacdes inflamatorias.

Além do aumento no namero de corpusculos lipidicos, os macréfagos ativados
apresentam um aumento na producdo de citocinas com importantes funges em respostas
inflamatorias. Umas delas é o TNF-a, um potente mediador inflamatorio capaz de induzir
proliferacdo de fibroblastos e a producdo de outras citocinas, além de ativar leucdcitos e
estimular a geracdo de espécies reativas do oxigénio. Dessa forma, avaliou-se a acdo das
trés fosfolipases, BaTX-1, BaTX-1l e BaFLA,, sobre a produgdo de TNF-o. em macrofagos
J774A.1. Os dados obtidos mostraram que as toxinas BaTX-1 e BaFLA; induziram um
significativo aumento na producdo de TNF-a pelos macrofagos apos 4 horas de incubacéo,

sendo que BaTX-I foi um pouco mais eficiente que a BaFLA; na indu¢do da producéo
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desta citocina. Ambas as toxinas sao Asp-49, enzimaticamente ativas, sendo que a primeira
¢ 4cida e a ultima é basica. Os resultados mostram também, que a BaTX-Il Lys-49, inativa
enzimaticamente, ndo induziu nenhum aumento na producdo desta citocina no periodo
estudado. Estes dados estdo de acordo com o estudo realizado por ZULIANI et al. (2005b),
no qual a miotoxina com estrutura de FLA, , MT-II1 Asp-49, isolada da serpente B. asper,
induziu um aumento na producdo de TNF-a no lavado peritoneal de camundongos apos 1
hora de injecdo. A MT-II, uma Lys-49, induziu um pequeno aumento neste parametro
apenas apos 6 horas de incubacdo. O aumento na producdo de citocinas, particularmente o
TNF-a, pode ser regulado pelo aumento na producédo de espécies reativas do oxigénio, em
um mecanismo dependente do NF-kB. LOMONTE et al. (1993) e ZULIANI et al.
(2005a), demonstraram a habilidade destas miotoxinas isoladas da serpente B. asper
induzirem um aumento significativo na producdo de H,0,, sugerindo que altos niveis deste

reativo do oxigénio podem ter um importante papel na regulagdo da producéo de TNF-o.

A despeito da atividade catalitica, os resultados obtidos demonstram que as trés
fosfolipases foram capazes de induzir eventos proinflamatorios. Apesar de sua pouca
atividade enzimatica, as FLA, Lys-49 sdo altamente miotoxicas e conseguem afetar a
integridade das membranas celulares.

No que se refere ao carater 4cido ou béasico destas enzimas, ndo ficou
evidenciada nenhuma diferenca na atividade das fosfolipases utilizadas neste estudo.
Grande parte das FLA; isoladas a partir de venenos botrépicos sdo proteinas basicas. As
FLA; &cidas ainda estdo sendo estudadas, mas dados da literatura mostram que estas
enzimas podem induzir diversos efeitos farmacoldgicos como agregacdo plaquetaria e
hipotensdo arterial. As fosfolipases acidas, em geral, ndo sdo miotdxicas, mas este efeito
pode aparecer em menor escala em comparacdo as fosfolipases basicas, que possuem
intensa atividade miotdxica. Entretanto, as fosfolipases &cidas possuem maior atividade
catalitica (ROSEMBERG, 1983). Estudos complementares com estas enzimas, tanto de
carater acido quanto de carater basico, ainda sdo necessarios para que se possa determinar

uma possivel correlagdo entre os efeitos toxicos e o potencial farmacoldgico das mesmas.
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CONCLUSOES

v As toxinas BaTX-l Asp-49 béasica, BaTX-1l Lys-49 basica e BaFLA; Asp-49 &cida,
nas concentragdes de 1,5, 3 e 6ug/mL, ndo apresentaram efeitos citotdxicos sobre

0s macrofagos murinos da linhagem J774A.1;

v As toxinas BaTX-I, BaTX-1l e BaFLA; na concentra¢do de 6pg/mL nio afetaram a
capacidade de adesdo e descolamento dos macréfagos;

v Apenas a BaTX-Il, Lys-49, enzimaticamente inativa, na concentragdo de 6pug/mL
foi capaz de induzir o aumento da fagocitose via receptor de complemento pelos

macrofagos;

v' As trés fosfolipases, BaTX-I, BaTX-Il e BaFLA,, na concentracdo de 6ug/mL,
induziram significativo aumento da producdo de &nion superdxido pelos
macrofagos. O aumento foi similar ao observado nas células estimuladas com

PMA, utilizado como controle positivo;

v' Apenas a BaTX-Il, Lys-49, induziu um aumento do volume lisossomal dos
macrofagos J774A.1 ap6s 15 minutos de incubacdo. Apds 30 minutos, as trés
toxinas induziram este efeito. Apds 1 hora de incubacdo este efeito ndo foi

observado em nenhuma das toxinas na concentragéo estudada;

v' As trés fosfolipases, na concentragdo de 6ug/mL, aumentaram a formacdo de
corpusculos lipidicos em macrofagos J774A.1, submetidos ou ndo ao processo de

fagocitose via receptor de complemento;

v As toxinas BaTX-l e BaFLA,, ambas Asp-49, na concentragdo de 6ug/mL, foram
capazes de induzir um aumento significativo na producdo de TNF-a pelos
macrdofagos J774A.1 no periodo estudado, 4 horas. A BaTX-Il, Lys-49, ndo foi

capaz de induzir este efeito na concentracao e no periodo estudados;
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v' A atividade enzimatica de FLA, parece ndo ser essencial para estes efeitos, visto

gue todas as toxinas foram capazes de induzir eventos proinflamatorios;

v' O carater acido ou basico das fosfolipases utilizadas neste estudo parece nao

contribuir para os efeitos observados.
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ANEXOS

Solugdes utilizadas

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

RPMI-1640 ....ccoveiiiieciec e 104 g
HEPES ..o 2,383 g (9,9 mM)
Agua destilada .........c.cccoeverrverecrnnnn, 1000 mL

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

Meio RPMI......cccoiiiiiieeee, 89 mL
Soro Fetal BoVINO........ccccceeveieeiiiinnnn, 10 mL
Gentamicina (100 pg/mL)......cccovvreenne. 100 pL
L-glutamina..........ccocoeevevieeiniie e 1,0 mL

Solucéo de Glutamina (2mM)
L-glutamina........ccooeveveneneienccee 0,292 g (1,998mM)
PBS.. o g.s.p 1000 mL

Tampao Fosfato-salina (PBS, pH 7,2)

NETE =10 1R o S 2,03g (14,71mM)
NE =10 1Y Mo N 11,499 (80,94mM)
N o) EO 85g (1,454M)
Agua destilada..........ccooovvevereererereeenn, 1000 mL

Solucéo de Azul de Tripan (0,1%)
Azul de Tripan X-10......cccccovivieiieinnenn, 0,1 g (0,104Mm)
Agua destilada.............ccoovrverereerererenn. 100 mL



Solucéo de Safranina

Safranina 1%........ccccevevvveveeie e 19 (2,850Mm)

ACIAO ACELICO. ...voveveeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

Solucéo de Extracéo

Acido acético glacial 1%...........cccoceevueueunrn 500 pl
Etanol 30 %o.......ccoovveeiiiiiiee e, 15 mL
Agua destilada............cccooevrvereereeeirecsienns 34,5 Ml

Solucgédo Estoque de Vermelho Neutro

Vermelho neutro 2%..........ccccceevevveeieennn, 20 mg

Tampéo Cacodilato pH 7,4
Cacodilato.........cccovevveviiieciec e, 169
Agua destilada............cccooveveiriieinn, 100 mL

Solucéo de Tiocarboxidrazida

Tiocarboxidrazida 1%.............cccccvervrennne. 250 mg
Agua destilada............cccoeveveeireiiennn, 25 mL
Solucéo de GIEMSA

GIEMSA 0,1%....cccccviiieiieieeieneeeienen, 5 mg

Agua destilada............cccoeveveeireiiennn, 50 mL
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Drogas e reagentes

Acetato de forbol miristato - PMA (Sigma Chemical Company, EUA), Acido acético
glacial (Merck Germany), Azul de tripan (Biotec, Brasil), DMSO (Biotec, Brasil), Etanol
(Sigma Chemical Company, EUA), Gentamicina (Hipolabor), Giemsa (Newprov, Brasil),
Kit para dosagem de TNF-a (R&D DuoSet), Glicerol (Merck, Germany), Hepes (Sigma
Chemical Company, EUA), L-glutamina (Sigma Chemical Company, EUA), LPS (Sigma
Chemical Company, EUA), Metanol (Sigma Chemical Company, EUA), NBT (Sigma
Chemical Company, EUA), RPMI-1640 (Sigma Chemical Company, EUA), Safranina
(Sigma Chemical Company, EUA), Soro Fetal Bovino (Cultilab), Zymosan (Sigma
Chemical Company, EUA).



