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Lista de AbreviagGes

CR1: Complement receptor 1

CR3: Complement receptor 3, CD11b/CD18
CTX: Crotoxina

DAPI: 4', 6'-diamidini-2-fenilindol

EPM: Erro padrdo da média

fMLP: Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine
FPR2/ALX: Receptor formil peptideo 2

GAPs: GTPases-activating proteins

GDls: Guanine nucleotide dissociation inhibitors
GEFs: Guanine nucleotide exchange factors
GDP: Guanosina difosfato

GTP: Guanosina trifosfato

H,0,: Perdxido de hidrogénio

HOCI: Acido hipocloroso

IL-1B: Interleucina 1B

MCP-1: Macrophage inflammatory protein-1
MPO: Mieloperoxidase

NADPH oxidase: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
O,": Anion superdxido

PB: Tampéo fosfato

PBS: Tampéo fosfato salina

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate

SOD: Superoxido dismutase
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I. INTRODUCAO

1. Envenenamentos por Serpentes Crotalus durissus terrificus

No Brasil, séo notificados cerca de 25.000 acidentes ofidicos por ano (SINAN,
2008). As serpentes do género Bothrops sdo as de maior importancia medica, sendo
estas responsaveis por 90,5% dos acidentes. As serpentes peconhentas dos géneros
Crotalus, Lachesis e Micrurus sao responsaveis por respectivamente 7,7%, 1,4% e 0,4%
dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil (Araujo et al., 2003; SINAN, 2008).

As serpentes do género Crotalus, popularmente conhecidas como cascavéis, sao
terrestres, robustas e pouco ageis. Uma caracteristica bastante marcante é a presenca do
chocalho ou guizo na extremidade caudal. O corpo destas serpentes apresenta um
colorido de fundo castanho-claro sobre o qual existe uma fileira de manchas dorsais
losangulares marrons e marginadas de branco ou amarelo (Melgarejo, 2003).

No Brasil, é encontrada apenas uma espécie de serpente do género Crotalus, a
Crotalus durissus. Esta espécie tem ampla distribuicdo geografica; habita os cerrados do
Brasil Central, as regides aridas e semi-aridas do Nordeste e os campos e areas abertas do
Sul, Sudeste e Norte. Esta espécie compreende cinco subespécies, sendo a Crotalus
durissus terrificus a predominante nas regides Sudeste e Sul (Figura 1). As demais
subespécies sdo a Crotalus durissus cascavella que habita caatingas; a Crotalus durissus
collilineatus que esta distribuida pelos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais,
Distrito Federal e Goias; a Crotalus durissus ruruima que € tipica das regides savanas de
Roraima e a Crotalus durissus marajoensis que € encontrada na Ilha de Marajo no Para

(Melgarejo, 2003).
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Figura 1. Serpente Crotalus durissus terrificus.

O veneno da serpente Crotalus durissus terrificus (VCdt) contém uma grande
quantidade de proteinas e polipeptidios capazes de interferir em uma série de processos
fisioldgicos (Azevedo-Marques et al., 2003). As principais toxinas presentes neste
veneno incluem a crotoxina (CTX), a crotamina, a convulxina e a giroxina (Slotta &
Fraenkel-Conrat, 1938; Moura-Gongalves & Vieira, 1950; Barrio, 1961; Prado-
Franceschi & Vital-Brazil, 1981).

A crotoxina é o principal componente toxico do veneno, representa cerca de
60% do veneno total, sendo responsavel por sua elevada toxicidade (Slotta & Fraenkel-
Conrat, 1938; Vital-Brazil, 1972). Esta toxina foi isolada por Slotta e Fraenkel-Conrat,
em 1938, e sua estrutura foi descrita por Fraenkel-Conrat e Singer, em 1956. A
crotoxina é uma B-neurotoxina heterodimérica formada pela associacdo ndo covalente
de duas subunidades: a fosfolipase A, (componente B, CB), uma proteina basica com
atividade fosfolipasica e baixa toxicidade, e a crotapotina (componente A, CA), uma
proteina &cida desprovida de atividade enzimatica ou toxica, que atua como carreadora
da fosfolipase A,, potencializando sua atividade letal ao mesmo tempo em que diminui
sua atividade enzimatica dentro do complexo crotoxina (Habermann & Breithaupt,

1978; Bon et al., 1979; Choumet et al., 1996; Sampaio et al., 2010).
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O veneno da serpente Crotalus durissus terrificus apresenta atividades
neurotoxica, miotoxica e coagulante (Nahas et al., 1964; Rosenfeld, 1971; Azevedo-
Marques et al., 1987; Cupo et al., 1988). A atividade neurotoxica do veneno é a
responsavel pelo quadro de paralisia dos musculos esqueléticos (facies neurotoxica),
ptose palpebral, diminuicdo da motricidade ocular e da acuidade visual e insuficiéncia
respiratoria (Rosenfeld, 1971; Amaral et al., 1991). Esta atividade é atribuida a
crotoxina, que atua sobre o sistema nervoso periférico, bloqueando a transmissdo na
juncdo neuromuscular e inibindo a liberacdo de acetilcolina, um importante
neurotransmissor (Vital-Brazil & Excell, 1971; Hawgood & Santa de S&, 1979).
Quando em altas concentracdes, a crotoxina também atua na membrana pds-sinaptica,
dessensibilizando os receptores para acetilcolina (Bon et al., 1979).

O efeito miotdxico do veneno decorre da acdo da crotoxina e da crotamina, uma
proteina basica de baixo peso molecular, sem atividade enzimatica e que corresponde a
cerca de 17% do veneno total (Ownby et al., 1976; Gopalakrishnakone et al., 1984).

A acdo coagulante do veneno é atribuida a um componente tipo trombina
(thrombin-like), a giroxina, que converte o fibrinogénio em fibrina e assim aumenta o
tempo de coagulagdo do sangue (Sano-Martins et al., 2001).

Assim sendo, 0 quadro de envenenamento humano por Crotalus durisssus
terrificus caracteriza-se por manifestacdes sistémicas, tais como: mal estar, prostracao,
sudorese, vomitos, sonoléncia ou inquietacdo, que sdo observadas nas primeiras horas
apo6s o acidente. Além disso, devido a atividade miotoxica do veneno, 0s pacientes
acidentados por Crotalus durissus terrificus apresentam quadro de rabdomidlise
generalizada (Azevedo-Marques, 1985; Magalhdes et al., 1986; Jorge & Ribeiro, 1992).
Outra manifestacdo sistémica importante € a incoagulabilidade sangiinea observada em

cerca de 50% dos acidentes crotalicos, em humanos (Jorge & Ribeiro, 1992; Sano-
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Martins et al., 2001), e também verificada experimentalmente em cées, que apresentam
hipofibrinogenemia e ativacdo secundaria do sistema fibrinolitico (Sousa-e-Silva et al.,
2003).

Apesar dessas manifestacbes sistémicas, nos envenenamentos humanos e
experimentais, ndo se observam reacdes inflamatorias significativas no local da picada

(Amorim et al., 1951; Rosenfeld, 1971).

2. Inflamacédo: Consideracdes Gerais

A resposta inflamatoria € uma resposta do organismo a injdria que ocorre no
tecido conjuntivo vascularizado. Essa resposta, independente da natureza do estimulo
lesivo, é caracterizada por eventos vasculares, celulares e linfaticos, que se desenvolvem
com a finalidade de eliminar o agente lesivo, restituir o tecido lesado e manter a
homeostasia do organismo (Kumar et al., 2005). As manifestacdes uniformes que
caracterizam a resposta inflamatdria sdo decorrentes da acdo de mediadores quimicos,
liberados apds o estimulo lesivo que atuam de maneira inter-relacionada em todos os
eventos da resposta inflamatdria (Rocha e Silva & Garcia-Leme, 1972; Ferreira & Vane,
1973; Majno & Joris, 2004). Esses mediadores podem ser originados do plasma, tais
como os componentes do sistema complemento, do sistema de coagulagéo e as cininas
ou ainda originados de células e de tecidos, tais como a histamina, a serotonina, 0s
metabdlitos do &cido araquidénico, o fator de ativagdo plaquetaria, o 6xido nitrico e as
interleucinas (Rankin, 2004; Majno & Joris, 2004, Kumar et al., 2005).

Particularmente, os metabolitos do acido aracdonico sdo gerados por acdo da
enzima fosfolipase A,, a qual degrada os fosfolipidios de membrana celular e assim
libera o acido aracdonico; este por sua vez, € degradado pela acdo das enzimas

ciclooxigenases e lipoxigenases (Crowley, 1996). As prostaglandinas, as prostaciclinas
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e 0s tromboxanos sdo os metabolitos gerados pela via das ciclooxigenases, enquanto
que os leucotrienos e as lipoxinas sdo gerados pela via das lipoxigenases (Rankin,
2004). Sobre a atuacao desses metabolitos na resposta inflamatdria, as prostaglandinas e
as prostaciclinas causam vasodilatacdo e potencializam a formacdo do edema
inflamatério (Majno & Joris, 2004), enquanto que o0s leucotrienos causam
vasoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular e atuam como agentes
quimiotaticos (Lewis et al., 1990). Com relacdo as lipoxinas, estas sdo geradas pela
acao das enzimas 12-lipoxigenase de plaquetas ou 15-lipoxigenase de macrofagos; sdo
mediadores que possuem atividade antiinflamatoria e assim participam da resolucéo da
resposta inflamatoria (Serhan & Sheppard, 1990; Levy et al., 1993; Bonnans et al.,
2002). A lipoxina A4 inibe a migracdo de neutrofilos e a liberagcdo da interleucina 1
(IL-1B) por essas células (Godson et al., 2000). Ainda, as lipoxinas estimulam a
fagocitose de neutrofilos apoptéticos por macréfagos (Godson et al., 2000), porém
inibem a fagocitose por neutrofilos, uma vez que reduzem a expressdo de seus
receptores CR3 (complement receptor 3) (Maderna & Godson, 2009).

Os eventos vasculares da resposta inflamatéria compreendem alteracdes
hemodinadimicas, que culminam com o extravasamento de proteinas plasmaticas para o
tecido adjacente. Imediatamente apds o estimulo lesivo, ocorre uma vasoconstricao
transitoria seguida de uma vasodilatagdo observada, principalmente, nas vénulas pés-
capilares. Essas alteracdes sdo seguidas por mudancas estruturais na parede do vaso
caracterizadas, principalmente, pela contracdo da célula endotelial e abertura de juncdes
entre essas células. Essas aberturas levam ao aumento da permeabilidade vascular e
consequente extravasamento de proteinas plasmaticas para o tecido intersticial (Kowal-
Vern et al., 1997; Rankin, 2004), o que caracteriza o edema inflamatério (Janeway &

Travers, 1994; Vane, 1994; Blake & Ridker, 2001; Tedgui & Mallat, 2001). Ainda, em
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consequéncia ao extravasamento plasmatico ocorre o aumento da viscosidade sanguinea
e a reducdo do fluxo sanguineo. Essas alteragdes hemodindmicas levam a estase
sanguinea, marginacdo leucocitaria e migracdo destas células para o tecido
extravascular (Kumar et al.,, 2005). O processo de migracdo transendotelial dos
leucdcitos pode ocorrer através das juncdes das células endoteliais adjacentes (via para
celular) ou ainda, em alguns casos, através do corpo celular (via transcelular)
(Engelhard & Wolburg, 2004; Carman & Springer, 2004).

O recrutamento de células para o foco inflamatoério é um fenémeno fundamental
na resposta inflamatdria que envolve a interacdo especifica e a consequente sinalizacao
bidirecional entre as células endoteliais e os leucdcitos. Essa interacdo € mediada por
moléculas de adesdo e pela liberacdo de mediadores inflamatorios, tais como: citocinas
(IL-1; TNF-a, fator de necrose tumoral a), quimiocinas (MCP-1, macrophage
inflammatory protein-1), fragmentos do sistema complemento (C5a) e outros.

O processo de migracdo transendotelial dos leucdcitos ocorre em diferentes
fases: inicialmente, os leucdcitos rolam sobre o endotélio, em seguida se aderem
firmemente a superficie deste e, migram em direcdo ao foco inflamatério. Esses eventos
sdo denominados, respectivamente, de rolling, adesdo e migragdo e, envolvem a
expressdo de moléculas de adesdo, entre estas, as selectinas, as integrinas, as
imunoglobulinas e os seus ligantes (Springer, 1995; Rankin, 2004). A interacdo entre
essas moléculas de adesdo e seus respectivos ligantes, permite que os eventos de rolling,
adesdo e migracdo leucocitaria ocorram de forma dindmica no decorrer do processo
inflamatario.

A migracdo direcionada dos leucdcitos, denominada de quimiotaxia, é essencial
para a resposta inflamatdria. Este processo envolve uma variedade de moléculas que

atuam como quimiotaticos para os leucdcitos, os quais incluem: oligopeptideos de
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bactérias do tipo formilpeptideo (FMLP; Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine);
proteinas desnaturadas, alguns lipidios e lipopolissacarideos; fragmentos do sistema
complemento (C5a e C3a); lipidios bioativos (leucotrieno By); citocinas (interleucina 8)
e quimiocinas, tais como MCP-1 (Niggli, 2003; Kumar et al., 2005). Os agentes
quimiotaticos se ligam a receptores especificos presentes na superficie dos leucdcitos,
0s quais desencadeiam a ativacdo de diversas proteinas intracelulares sinalizadoras e a
consequente polimerizacdo dos filamentos de actina, formacdo de pseudopodes e
movimento celular direcionado (Niggli, 2003; Simon & Green, 2005, Kdélsch, 2008).

As primeiras células a migrarem para o foco inflamatério sdo os leucdcitos
polimorfonucleares, particularmente os neutréfilos (Rankin, 2004; Kumar et al., 2005).
O exsudato celular é caracterizado, na fase inicial da resposta inflamatoria, pela
presenca predominante de neutréfilos e, posteriormente, pela predominancia de células
mononucleares. Uma vez no sitio inflamatorio, essas células iniciam o processo de

fagocitose do agente lesivo e dos debris celulares (Auger & Ross, 1992).

3. Caracteristicas e Func¢des dos Neutrofilos

Os neutrofilos sdo células sanguineas que se originam na medula 6ssea a partir
de uma célula precursora hematopoética, denominada de stem cell. Esta célula divide-se
e, posteriormente, por processos de diferenciacdo e de maturagdo, se transforma
sequencialmente em: mieloblasto, promielécito, mieldcito, metamielécito, neutréfilo
bastonete e neutrdfilo segmentado. Este ultimo, ainda no interior da medula, sofre a
completa diferenciacdo, e a seguir passa para o sangue periférico (Laszlo & Rundles,
1972).

Os neutrdfilos segmentados séo células arredondadas com 10 a 14 um de

didmetro, possuem nucleo lobulado com dois a cinco I6bulos ligados por pontes de
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cromatina e ndo possuem nucléolos (Laszlo & Rundles, 1972). No citoplasma dos
neutrofilos sdo encontrados granulos e vesiculas que funcionam como reservatorios para
proteinas com acdo microbicida, bem como para receptores de moléculas de adeséo,
proteinas da matriz extracelular, produtos bacterianos e mediadores inflamatorios
sollveis (Bertino & Silber, 1972; Faurschou & Borregaard, 2003).

Trés tipos de granulos diferentes sd@o encontrados no citoplasma de neutrofilos:
os azurdfilos ou primarios, os secundarios e os terciarios. Os granulos azurofilos
formam-se nos promielécitos e sdo ricos em mieloperoxidase (MPO), uma
hemoproteina envolvida na atividade microbicida dos neutréfilos. Ainda, outros
componentes com atividade microbicida estdo presentes nesses granulos: alfa-
defensinas (Ganz et al., 1985; Daher et al., 1986; Lehrer et al., 1988); proteinas
bactericidas de permeabilidade aumentada e proteases, tais como, a proteinase-3, a
catepsina G, a elastase, entre outras (lovine et al.. 1997, Campanelli et al., 1990;
Faurschou & Borregaard, 2003, Kumar et al., 2005).

Os granulos especificos secundarios e terciarios sdo formados a partir do estagio
de mieldcito e ndo possuem a enzima MPO, porém possuem substancias microbicidas,
tais como a lactoferrina e a lisozima, além de importantes metaloproteases: a
colagenase, a gelatinase e a leucosidina (Mollinedo et al., 1991; Borregaard et al., 1993,
Kumar et al., 2005).

Os neutréfilos desempenham papel fundamental no mecanismo de defesa do
hospedeiro. Como citado anteriormente, sdo as primeiras células a migrarem para o foco
inflamatdrio e as suas principais func¢des na inflamacao séo a fagocitose e a secrecéo de
substancias que atuam na degradacao do agente lesivo (Ishibashi & Yamashita, 1982).

A fagocitose € um processo dinamico desencadeado apds a interacdo do

substrato com o fagdcito, essa interacdo € facilitada pela presenca de opsoninas
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(imunoglobulinas e fatores do complemento), as quais se ligam aos seus receptores
especificos presentes na membrana desses fagdcitos (Berger et al., 1988; Neuman et al.,
1990). Dentre estes receptores estdo, 0 Fcy que reconhece o fragmento Fc da IgG, e os
0s receptores CR1 (complement receptor 1) e CR3, o0s quais interagem,
respectivamente, com os fragmentos C3b e C3bi do complemento (Unkeless & Wrigt,
1988; Lee et al., 2003).

O processo de fagocitose estd associado a liberacdo de proteinas microbicidas
contidas nos granulos citoplasméticos, bem como ao aumento do metabolismo oxidativo
da célula, conhecido como burst respiratério, durante o qual sdo produzidas espécies
reativas do oxigénio, também com potencial microbicida.

A geracdo de espécies reativas do oxigénio se inicia pela ativacdo da enzima
NADPH oxidase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase), presente na
membrana plasmética e na membrana do fagossoma. A NADPH oxidase consiste de
cinco componentes que sdo essenciais para a sua atividade, os quais estdo distribuidos
entre a membrana do fagossoma (flavocitocromo b558, p22+gp91) e o citoplasma da
célula (p67, p40 e p47 e a GTPase Rac). Na presenca de um estimulo, ocorre a
fosforilacdo de p67, p40 e p47 e a ativacdo de Rac pela sua ligacdo a uma guanosina
trifosfato (GTP); e a seguir, a translocacao desses componentes para a membrana, 0 que
leva a ativacdo da NADPH oxidase (DelLeo & Quinn, 1996; Babior et al., 2001; Roos et
al., 2003). Essa enzima, por sua vez, catalisa a geracdo de anion superdxido (O), pela
transferéncia de um elétron para uma molécula de O,. O anion superdxido é convertido,
pela acdo da enzima superdxido dismutase (SOD), em peroxido de hidrogénio (H,O,), o
qual em altas concentracdes apresenta atividade microbicida (Imlay & Linn, 1986). A
maior parte do peréxido de hidrogénio reage com a mieloperoxidase, presente nos

granulos azurofilos, formando o complexo MPO-H,0,. Este complexo, por sua vez,
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reage com os ions cloro formando o acido hipocloroso (HOCI), principal espécie reativa

do oxigénio produzida pelos neutrofilos (Klebanoff, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Ativacdo da enzima NAPH oxidase e consequente geracdo das espécies
reativas do oxigénio por neutrofilos: anion superéxido (O2°), peroxido de hidrogénio

(H20,) e &cido hipocloroso (HOCI).

4. Vias de Sinalizacdo Envolvidas nas Atividades Fagocitica e Microbicida de
Neutrofilos

No processo de fagocitose, ap6s a ligacdo da particula ao seu receptor
especifico, para que a mesma seja englobada e o processo de fagocitose se complete, é
necessaria a reorganizagdo do citoesqueleto da célula, com a polimerizacdo localizada
dos filamentos de actina. Alguns estudos comprovam esse fato pela utilizacdo de
drogas, como por exemplo, a citocalasina, que bloqueia a formagdo de F-actina (actina
polimerizada) e inibe o processo de fagocitose (Zigmond & Hirsch, 1972; Axline &
Reaven, 1974; Maniak et al., 1995).

A dindmica de polimerizacdo dos filamentos de actina na célula é regulada por

vias de sinalizacdo intracelular desencadeadas ap0s a ativacéo do receptor envolvido na
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fagocitose (Groves et al., 2008). Ao longo desta cascata de sinalizacdo, ocorre a
fosforilacdo de residuos de tirosina, serina ou treonina de diversas proteinas, as quais
sdo ativadas e passam a desempenhar suas funcdes como sinalizadoras ou efetoras do
processo de reorganizacdo do citoesqueleto (Walzog et al., 1996; Kwiatkowska &
Sobota, 1999). A proteina tirosina quinase Syk (spleen tyrosine kinase) € um exemplo
de proteina sinalizadora envolvida no processo de fagocitose por neutrofilos, mediado
por receptores CR3 (Shi et al., 2006) ou Fcy (Rivas-Fuentes et al., 2010).

Ainda, em relacdo as proteinas sinalizadoras, a literatura tem demonstrado o
papel fundamental das pequenas GTPases da familia Rho, tais como a Rho, a Rac e a
Cdc42, na regulacdo da polimerizacdo dos filamentos de actina (Tapon & Hall, 1997).
Essas pequenas GTPases sdo ativadas quando se ligam a GTP, entretanto tornam-se
inativas quando hidrolizam GTP em GDP (guanosina difosfato). A ativacdo das
GTPases é regulada por trés classes de proteinas: GEFs (guanine nucleotide exchange
factors) que promovem a troca de GDP por GTP; GAPs (GTPases-activating proteins)
que aceleram a hidrélise de GTP em GDP e GDIs (guanine nucleotide dissociation
inhibitors) que inibem a troca de GDP por GTP (Schmitz et al., 2000; Fenteany &
Glogauer, 2004).

As GTPases Rac e Cdc42 séo essenciais para 0 processo de fagocitose mediado
por receptores Fcy (Massol et al., 1998; Caron & Hall, 1998), enquanto que a GTPase
Rho tem papel significante na fagocitose mediada por receptores CR3 (CD11b/CD218)
(Caron & Hall, 1998; Le Cabec et al., 2002; Chimini & Chavrier, 2000). Ainda, na
fagocitose mediada por receptores CR3, é importante mencionar que a proteina tirosina
quinase Syk pode ativar GEFs da familia Vav, que por sua vez, sdo essenciais para a
ativacdo de Rho e do complexo multifuncional organizador de actina Arp2/3 (May et

al., 2000; Gakidis et al., 2004; Shi et al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Sinalizacdo intracelular envolvida da fagocitose mediada por receptores
CR3 (CD11b/CD18). Apbs a interacdo do ligante (C3bi) ao receptor CR3, ocorre a
ativacdo da proteina tirosina quinase Syk, seguida da ativacdo de Vav, RhoA e Arp 2/3
para a polimerizacdo de actina e o englobamento da particula. Fonte: Schymeinsky et
al., 2007, modificado.

Em relacdo a sinalizacdo envolvida na atividade microbicida dos neutrofilos, a
ativacdo da enzima NADPH oxidase depende da GTPase Rac2, independente do tipo de
receptor pelo qual o processo de fagocitose se inicia (Kim & Dinauer, 2001; Werner,
2004). Além disso, Abdel-Latif e col. (2005) demonstraram o papel significante da
Rac?2 para a liberagdo de substancias contidas nos granulos primarios de neutrofilos, tais

como a elastase e a MPO. Adicionalmente, Koh e col. (2005), utilizando animais
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knockout para Racl, demonstraram a participacdo dessa proteina na atividade

microbicida.

5. Veneno de Crotalus durissus terrificus e a Resposta Inflamatoria

O veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) tem fraca atividade inflamatoria
e desencadeia, no local da inoculacdo, uma resposta inflamatdria caracterizada por
discreto acumulo de leucdcitos polimorfonucleares e edema de fraca intensidade,
mediado principalmente por histamina (Sousa-e-Silva et al., 1996).

Além da baixa atividade flogistica, foi demonstrado que o VCdt ou toxinas
isoladas deste veneno sdo capazes de modular a resposta inflamatdria. Assim, Landucci
e colaboradores (1995) mostraram que a crotapotina, 0 componente A da crotoxina
(CTX), inibe o edema de pata de ratos induzido por carragenina. Da mesma forma, em
camundongos, a injecdo de VCdt imediatamente ap6s a administracdo intraperitoneal de
tioglicolato, determina o decréscimo no numero de leucé6citos que migram para a
cavidade peritoneal, além de causar a inibi¢do, in vitro e in vivo, do espraiamento e da
fagocitose por macréfagos peritoneais (Sousa-e-Silva et al., 1996), células essenciais na
resposta inflamatdria.

Em continuidade a esse estudo, Sampaio et al., (2001), avaliando o efeito do
VCdt sobre o metabolismo de macrdfagos peritoneais de ratos e a possivel correlacdo
entre as modificacOes deste metabolismo com as alteracGes funcionais destas células,
demonstraram dualismo na acdo deste veneno, uma vez que foi observada tanto
estimulacdo do burst respiratorio (geracdo de peroxido de oxigénio e 6xido nitrico), da
atividade fungicida e do metabolismo de glicose e glutamina, quanto a inibicdo do
espraiamento e da atividade fagocitica dessas células. Além disso, foi demonstrado que

a CTX, particularmente, a fosfolipase A,, 0 componente B desta toxina, é a responsavel
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pela acdo inibitoria do VCdt sobre o processo de fagocitose por macréfagos (Sampaio et
al., 2003; 2005). Em relacdo a essa acdo inibitéria, Sampaio e col. (2006a)
demonstraram que a mesma é modulada, por mediadores quimicos gerados na via da
lipoxigenase sendo decorrente da dréstica diminuicdo da fosforilacdo de residuos de
tirosina de proteinas sinalizadoras e da expressdo de proteinas GTPases, RhoA e Rac
(Sampaio et al., 2006b).

Dando continuidade aos estudos que evidenciam o efeito modulador do VCdt
sobre a inflamacdo, foi demonstrado pelo nosso grupo que o VCdt tem efeito
antiinflamatério prolongado sobre a resposta inflamatoria induzida pela carragenina, em
camundongos. Esse estudo mostrou que uma unica dose de VCdt, administrada pela via
subcutanea, 7 ou 21 dias antes da injecdo de carragenina inibe, respectivamente, o
desenvolvimento do edema de pata e a migracdo celular para a cavidade peritoneal,
induzidos por este agente inflamatério. Este efeito antiinflamatorio também foi
observado apds a instalacdo da resposta inflamatoria (Nunes et al., 2007). Além disso,
recentemente, Nunes e col. (2010) demonstraram que a crotoxina é o componente
responsavel pelo efeito antiinflamatério do VCdt e que este efeito envolve a ativacao de
receptores formil peptideo.

Ainda, dentro dessa linha de investigacdo, considerando o papel fundamental
dos neutréfilos na resposta inflamatéria e a auséncia de estudos que determinassem a
acdo do VCdt sobre essas células, Lima e col. (2007) mostram que, assim como
observado para os macréfagos, o VCdt, in vitro e in vivo, inibe a fagocitose mediada por
CR1/CR3, por neutrofilos obtidos no modelo de peritonite induzido pela carragenina em
ratos. Nesse estudo foi observado tambem o efeito inibitorio prolongado, uma vez que
esse efeito permanece por 14 dias ap6s a administragdo de uma Unica dose do VCdt

(Lima et al., 2007).
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Apesar dessas evidéncias, ainda nao foi investigado qual o componente do VCdt
é responsavel pela acdo inibitoria sobre a fagocitose por neutrofilos, bem como quais 0s
possiveis mecanismos envolvidos nessa acdo. Além disso, ainda ndo foi estudado e
efeito do VCdt sobre a atividade microbicida e os produtos gerados pelo aumento do
metabolismo oxidativo da célula, agdes relevantes para o desenvolvimento e a resolucao

da resposta inflamatoria.
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1. OBJETIVOS

Baseado nos dados apresentados, o objetivo geral desse estudo é ampliar a
caracterizacdo das acfes do VCdt sofre funcdes de neutrofilos. Para tanto, os objetivos

especificos sdo:

» Identificar qual o componente do VCdt é responsavel pelo efeito inibitorio sobre
a fagocitose por neutrdfilos;

» Investigar o efeito in vitro e in vivo do VCdt e da CTX sobre a fosforilacdo de
residuos de tirosina e a polimerizacdo de actina durante a fagocitose por
neutrdfilos;

» Auvaliar o efeito in vitro e in vivo do VCdt e da CTX sobre a atividade

microbicida e a producao de espécies reativas do oxigénio por neutréfilos.
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I11. MATERIAIS E METODOS

1. Animais

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

aprovados pela Comisséo de Etica do Instituto Butantan (Protocolos 407/07 e 705/10).

2. Veneno de Serpentes

Foi utilizado veneno da espécie Crotalus durissus terrificus, liofilizado, extraido
de varios exemplares de espécimes adultos, fornecido pelo Laboratério de Herpetologia
do Instituto Butantan e estocado a -20°C. O veneno foi diluido em salina estéril 0,85%

ou em meio RPMI 1640 no momento da utilizag&o.

3. Crotoxina

A purificacdo da fracdo CTX do VCdt foi realizada pela pesquisadora Maisa S.
Della-Casa do Laboratério de Imunopatologia do Instituto Butantan segundo o método
descrito por Rangel-Santos (2004), modificado. Neste processo, sdo obtidos trés picos
(I, 11 e HI), sendo o pico Il correspondente a eluicdo da CTX, a qual representa
aproxidamente 60% do VCdt bruto (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938). Nos picos | e 111
estdo contidas as demais toxinas do VCdt (crotamina, giroxina e convulxina), entretanto
a literatura ndo descreve quais toxinas estdo contidas em cada um desses picos. As
amostras contendo a CTX foram testadas quanto a homogeneidade por eletroforese em

gel de poliacrilamida e a atividade de fosfolipase A, foi analisada em substrato
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cromogénico. Os tubos correspondentes a CTX foram reunidos e dialisados, e a sua

concentracdo foi determinada pelo método de Bradford (1976).

4. Obtencéo dos Neutrofilos pelo Modelo de Peritonite

Com a finalidade de obter um exsudato peritoneal contendo 95% de neutrdfilos,
foi utilizado o modelo de peritonite. Para tanto, os animais foram anestesiados com uma
solucdo composta por xilazina (Anasedan®) e quetamina (Dopalen®), em uma
proporcédo de 1:1. Os animais anestesiados foram injetados pela via intraperitoneal, com
solucdo de carragenina 4,5 mg/kg em 1 ml de tampéo fosfato salina (PBS) estéril (pH
7,4). Apos 4 horas, os animais foram sacrificados em CO,. A pele da regido abdominal
foi removida, a cavidade peritoneal lavada com 10 mL de PBS estéril (pH 7,4) e o
exsudato coletado com o auxilio de pipeta Pasteur de polietileno. A suspensdo de
células peritoneais foi diluida na proporcao de 1:60 com liquido de Thoma e a contagem

total de células foi realizada em hemocitdmetro de Neubauer.

5. Atividade Fagocitica de Neutrofilos Mediada por Receptores para Fragmentos
do Sistema Complemento (C3b/C3bi)

Os neutr6filos (1x10°%/mL) foram incubados por 40 minutos, a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO, com 1 ml de meio RPMI 1640 contendo particulas de
zimosan opsonizado com soro homélogo (5x10° particulas/mL), mantendo-se a
proporcao de células e particulas de zimosan, 1:5, respectivamente. Apds a incubacéo,
os esfregacos foram obtidos utilizando-se uma centrifuga citoldgica na rotacéo de 30 g
durante 200 segundos.

As laminas obtidas foram coradas pelo método pancrénico de Rosenfeld

(Rosenfeld, 1947) e um total de 100 neutréfilos foi contado com o auxilio de
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microscopia optica de luz utilizando-se objetiva de imersdo. Do total de células
contadas, foi avaliado o nimero de neutréfilos que ndo fagocitou nenhuma particula,
que fagocitou apenas uma, duas ou trés ou mais. Esses valores foram multiplicados por

seus respectivos scores como descrito abaixo:

Score
Numero de neutréfilos com nenhuma particula fagocitada x0
Numero de neutréfilos com 1 particula fagocitada x1
Numero de neutréfilos com 2 particulas fagocitadas X 2
NUmero de neutr6filos com 3 ou mais particulas fagocitadas X3

O valor da atividade fagocitica para os 100 neutrofilos contados foi calculado

pela soma dos valores obtidos em cada score (Corazzini, 1993, modificado).

5.1. Opsonizacao das Particulas de Zimosan com Soro Homologo

Uma solugdo contendo 56 mg/mL de zimosan foi diluida 20 vezes em PBS (pH
7,4). O material foi incubado com soro obtido de ratos normais (fonte de fragmentos
C3b/C3bi do sistema complemento), na proporg¢do de 1:1, a 37°C, sob agitacdo. Apos
30 minutos, o material foi centrifugado a 2400 g, por 5 minutos. Apés a centrifugacao, o

material foi ressuspenso em meio RPMI 1640 para utilizacdo no ensaio de fagocitose.

6. Ensaios Imunocitoquimicos para Anélise da Fosforilacdo de Residuos de
Tirosina e da Polimerizacédo de Actina

Os neutréfilos (1x10%/mL) foram incubados por 5 ou 15 minutos, a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO, com 1 ml de meio RPMI 1640 contendo particulas de

zimosan opsonizado com soro homélogo (5x10° particulas/mL), mantendo-se a
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proporcéo de células e particulas de zimosan, 1:5, respectivamente. Apos a incubacéo,
os esfregacos foram obtidos utilizando-se uma centrifuga citoldgica na rotacdo de 30 g
durante 200 segundos.

A seguir, as laminas foram utilizadas em ensaios de imunocitoquimica para
marcacdo de F-actina e fosfotirosina, segundo metodologia descrita por Allen (2007,
modificado). As laminas foram lavadas trés vezes em tampéo fosfato (PB) 0,1 M (pH
7,4) e fixadas, por 5 minutos, em paraformaldeido 4% na presenca de PB 0,1 M (pH
7,4) contendo Triton-X 100 0,2%, para promover o rompimento da membrana celular.
Apbs a fixacdo, as laminas foram lavadas trés vezes em PB 0,1 M (pH 7,4) e p0s-
fixadas em etanol 95% a -20°C, por 5 minutos. Posteriormente, as laminas foram
lavadas 3 vezes em PB 0,1 M (pH 7,4) e foi realizado o blogueio das ligacbes
inespecificas com soro anti-lgG 0,5% (Sigma®) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram incubadas na presenca do anticorpo primario
anti-fosfotirosina (anti-PTry puro, diluido 1:100 em PB, Sigma®), em temperatura
ambiente e em camara umidificada, por um periodo de aproximadamente 16 horas
(overnight). Ap6s a incubacdo com o anticorpo primério, as ldminas foram lavadas trés
vezes em PB 0,1 M (pH 7,4) por um periodo de 10 minutos por lavagem. Apds este
procedimento, as laminas foram incubadas na presenca do anticorpo secundario (FITC,
diluido 1:200 em PB, Sigma®), por um periodo de 90 minutos no escuro. As laminas
foram novamente lavadas trés vezes em PB 0,1 M (pH 7,4) por um periodo de 10
minutos para cada lavagem. Em seguida, para evidenciar os filamentos de actina, as
laminas foram incubadas com Faloidina conjugada a Rodamina (diluida 1:100 em PB,
Invitrogen®), por um periodo de 30 minutos. As laminas foram lavadas trés vezes com
PB 0,1 M (pH 7,4) por um periodo de 5 minutos por lavagem. Em seguida, para a

visualizagdo dos nucleos, as ldaminas foram incubadas com 4', 6'-diamidini-2-fenilindol
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(DAPI, diluido 1:200 em PB, Sigma®) por um periodo de 15 minutos, seguido de trés
lavagens com PB 0,1 M (pH 7,4) de 5 minutos cada. As laminas foram entdo analisadas
em microscopia confocal e posteriormente a quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia nas amostras foi realizada no programa ImagelJ. Em cada uma das
imagens analisadas foram selecionadas 5 células para quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia. Os resultados expressam a média da intensidade de fluorescéncia de 4

imagens (4 animais), ou seja, 20 células por grupo experimental.

7. Atividade Microbicida de Neutrdfilos (Capacidade Fungicida)

Os neutréfilos (1x10%/mL) foram incubados, por 2 horas, a 37°C, em atmosfera
contendo 5% de CO, com 1 ml de meio RPMI 1640 contendo leveduras de Candida
albicans opsonizadas com soro homélogo (3x10° particulas/mL), mantendo a proporco
de 1 célula: 3 leveduras. Apds a incubacado, os esfregacos foram obtidos utilizando-se
uma centrifuga citolégica na rotacdo de 30 g durante 200 segundos. As laminas foram
coradas pelo método pancrénico de Rosenfeld (Rosenfeld, 1947) e a atividade
microbicida determinada pelo teste de coloracdo de exclusdo, uma vez que 0 corante
Rosenfeld penetra apenas em células vivas (Corazzini, 1993). Um total de 100
neutréfilos que fagocitaram foi contado e os resultados foram expressos em
porcentagem estabelecendo-se uma relacdo entre o total de leveduras fagocitadas e o

total de leveduras mortas.

7.1. Obtencéo e Opsonizacdo de Candida albicans
O fungo Candida albicans foi cultivado em meio Sabouraud dextrose 20%, a
37°C, por 24 horas, para a obtencdo da forma de levedura do fungo. Apds o cultivo, o

fungo foi coletado com uma alga de platina e ressuspenso em PBS (pH 7,4). A
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suspensdo contendo 3x10° leveduras foi incubada com soro de rato normal (fonte de
fragmentos C3b/C3bi do sistema complemento), na proporcdo de 1:1, a 37°C, sob
agitacdo. Apdés 30 minutos, o material foi centrifugado a 2400 g por 5 minutos e

ressuspenso em meio RPMI 1640 para utilizacdo no ensaio de atividade microbicida.

8. Producéo de Espécies Reativas do Oxigénio por Neutrdéfilos

8.1. Atividade da Enzima NADPH Oxidase — Producdo de Anion Superdxido por
Neutrofilos

A atividade da enzima NADPH oxidase nos neutréfilos foi avaliada pela
producdo de anion superoxido, cujo principio baseia-se na reducdo do citocromo c pelo
O, gerado pelos neutréfilos (Pick & Mizel, 1981). Neutréfilos (4x10°/mL) foram
centrifugados a 2400 g por 5 minutos e incubados com 1 mL da solucdo de citocromo ¢
0,8 M e 25 ng de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma®) por 1 hora, a 37°C,
em atmosfera contendo 5% de CO,. O mesmo ensaio foi realizado na presenca de
superoxido dismutase (SOD, 10 pg - 37,8 U, Sigma®) e na auséncia de PMA, controles
negativo e da producdo basal, respectivamente. Apés 1 hora, a reacdo foi interrompida
pela imersdo dos tubos em banho de gelo por 10 minutos. A seguir, os tubos foram
centrifugados a 2400 g por 5 minutos e 0 sobrenadante foi separado e plaqueado para
leitura por espectrofotometria em comprimento de onda de 550 nm, contra um branco
constituido por solucdo de citocromo ¢ 0,8 M. Como um mol de O, reduz um mol de
citocromo c, pode-se quantificar o O, através da seguinte expressdo (Campbell e
Campbell, 1986):

C=A/E.D, onde:

C: Concentracdo de citocromo ¢ na amostra.
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A: Absorbancia da amostra.

E: Coeficiente de extingdo molar. Para o citocromo ¢, E = 21 mM (Pick e Mizel,
1981).

D: Comprimento do curso da luz (espessura da cubeta em cm).

Os resultados foram apresentados em pM de O, / 4x10° neutréfilos / hora e
representam a média das duplicatas das amostras subtraindo-se a média dos tubos

controles que contém SOD.

8.2. Producéo de Peroxido de Hidrogénio por Neutrofilos

Para a determinacdo da producdo de peroxido de hidrogénio foi utilizada a
técnica descrita por Pick e Keisari (1980), adaptada para micro ensaio por Pick e Mizel
(1981). A técnica baseia-se na reacdo de oxidacao do fenol vermelho pelo H,0,, a qual
é catalisada pela enzima peroxidase. Neutréfilos (4x10%/mL) foram centrifugados a
2400 g, por 5 minutos e ressuspensos em 1 mL de solucgdo de fenol vermelho. Aliquotas
de 100 pul dessa suspensdo (4x10° células) e 10 pl da solucdo de PMA (25 ng) foram
adicionadas em pocos de placa de cultura. A placa foi incubada por 1 hora, a 37°C e em
atmosfera contendo 5% de CO,. Apds esse periodo, a reacdo foi interrompida pela
adicdo de 20 pl da solugdo de hidréxido de sédio 1IN. A placa foi centrifugada e a
absorbancia do sobrenadante determinada por espectrofotometria em comprimento de
onda de 610 nm, contra um branco constituido por solucdo de fenol vermelho. A
quantificacdo foi realizada utilizando-se uma curva padrédo de H,O;, (5 — 40 uM) e os

resultados foram apresentados em uM de H,0,/ 4x10° neutréfilos / hora.

8.3. Producéo de Acido Hipocloroso por Neutrofilos

A producdo de &cido hipocloroso por neutréfilos foi avaliada pela técnica
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descrita por Dypbukt e col. (2005). Nesta técnica, 0 HOCI gerado pela acdo da
mieloperoxidase sobre o H,O, formado nos neutrofilos reage com a taurina formando
taurina cloroamina. Em meio &cido e na presenca de iodeto, a taurina cloroamina é
oxidada, havendo a formacdo de &cido hipoiodoso, o qual oxida o cromdforo
tetrametilbenzidina (TMB), gerando assim um produto de coloracdo azulada.
Neutréfilos (2x10%/mL) foram centrifugados a 2400 g, por 5 minutos e ressuspensos em
1 mL de solucdo de taurina 5 mM. Aliquotas de 100 pl dessa suspensdo (2x10° cél) e 10
ul da solugdo de PMA (25 ng) foram adicionados em pogos de placa de cultura. A placa
foi incubada por 1 hora, a 37°C e em atmosfera contendo 5% de CO,. Ap0s esse
periodo a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 20 pg/mL de catalase e os tubos foram
mantidos por pelo menos 10 minutos em banho de gelo. A seguir, os tubos foram
centrifugados a 2400 g por 5 minutos e o sobrenadante foi separado e plaqueado. Ao
sobrenadante adicionou-se 50 pl de solugdo de TMB 2 mM, iodeto de potassio 10 uM ¢
10% de dimetilformamida em tampdo acetato 400 mM, pH 5,4. Apds 5 minutos, a
leitura correspondente a reducdo do TMB foi realizada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 650 nm, contra um branco constituido por solucéo de taurina.
A quantificacéo foi realizada utilizando-se uma curva padrdo de HOCI (5 — 80 uM) e os

resultados foram apresentados em uM de HOCI/ 2x10° neutréfilos / hora.

9. Tratamentos

9.1. Efeito in vitro da Crotoxina (Pico Il) e dos demais Picos (I e Ill) sobre a
Atividade Fagocitica de Neutrofilos
Como apresentado no item 3, durante o processo de purificacdo da CTX, séo

obtidos trés picos (I, 11 e 111), sendo o pico Il correspondente a CTX. Com o intuito de
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caracterizar o componente responsavel pelo efeito inibitério do VCdt sobre a atividade
fagocitica de neutrdfilos, foram realizados tratamentos in vitro com os picos I, 11 ou 1.
Para tanto os neutrdfilos foram incubados por 1 hora com a CTX (pico Il), ou com o
pico | ou Ill, nas concentracbes de 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 ug/mL, acrescentadas
ao meio RPMI 1640. O grupo controle foi constituido de neutrdfilos incubados apenas
na presenca do meio. As concentracdes utilizadas foram baseadas em estudos anteriores

(Sampaio et al., 2003).

9.2. Efeito in vivo da Crotoxina sobre a Atividade Fagocitica de Neutrofilos

Uma vez caracterizado que a CTX é o componente responsavel pelo efeito
inibitério do VCdt sobre a fagocitose por neutréfilos, foram realizados os ensaios in
vivo, em que a CTX foi administrada pela via subcutanea na dose de 0,1 mg/kg. A
concentracdo da CTX foi determinada a partir de dados da literatura que indicam que a
CTX corresponde a 59% do veneno bruto (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938) e estéo de
acordo com Sampaio e col. (2003). Grupos controles foram constituidos por animais
tratados com 0 mesmo volume de salina, nas mesmas condicGes experimentais. Duas
horas, 1, 4 ou 14 dias ap6s ou 1 hora antes da injecdo de CTX ou salina, os animais

foram injetados com carragenina, pela via intraperitoneal.

9.3. Efeito in vitro e in vivo do VCdt e da Crotoxina sobre a Fosforilagdo de
Residuos de Tirosina e a Polimerizacao de Actina

Nos ensaios in vitro, os neutréfilos foram incubados por 1 hora com o VCdt (0,5
pmg/mL) ou a CTX (0,08 pug/mL), acrescentados ao meio RPMI 1640. O grupo controle
foi constituido de neutréfilos incubados apenas na presenca do meio.

Para os ensaios in vivo, a CTX ou o VCdt foram administrados pela via
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subcutanea nas doses de 0,18 mg/kg e 0,1 mg/kg, respectivamente, 2 horas antes da
injecdo intraperitoneal de carragenina. Grupos controles foram constituidos por animais

tratados com o mesmo volume de salina, nas mesmas condi¢des experimentais.

9.4. Efeito in vitro e in vivo do VCdt e da Crotoxina sobre a Atividade Microbicida
de Candida albicans por Neutrofilos

Para a avaliacdo do efeito in vitro do VCdt e da CTX sobre a atividade
microbicida de neutréfilos, as células foram incubadas com diferentes concentragdes de
VCdt (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 ou 2,0 pg/mL) ou CTX (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32
png/mL) acrescentadas ao meio RPMI 1640. O grupo controle foi constituido de
neutrofilos incubados apenas na presenca do meio.

Para os ensaios in vivo, os animais foram tratados com VCdt ou CTX nas doses
de 0,18 pg/mL e 0,1 pg/mL, respectivamente, 2 horas antes da administracdo
intraperitoneal de carragenina. Grupos controles foram constituidos por animais tratados

com o0 mesmo volume de salina, nas mesmas condig¢Oes experimentais.

9.5. Efeito in vitro e in vivo do VCdt e da CTX sobre a Producdo de Espécies
Reativas do Oxigénio por Neutrofilos

Para os ensaios in vitro que avaliaram o efeito do VCdt e da CTX sobre a
producdo de anion superoxido, peréxido de hidrogénio e acido hipocloro, as células
foram incubadas com diferentes concentragdes de VCdt (0,25; 0,5 ou 1,0 pug/mL) ou
CTX (0,02; 0,04 ou 0,08 pug/mL), acrescentadas ao meio RPMI 1640. O grupo controle
foi constituido de neutréfilos incubados apenas na presenga do meio.

Para 0s ensaios in vivo, os animais foram tratados com VCdt ou CTX nas doses

de 0,18 pg/mL e 0,1 pg/mL, respectivamente, 2 horas antes da administracdo
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intraperitoneal de carragenina. Grupos controles foram constituidos por animais tratados

com o0 mesmo volume de salina, nas mesmas condi¢cfes experimentais.

10. Analise Estatistica
Os valores foram expressos como media + EPM (erro padrdo da média) e
analisados estatisticamente por ANOVA e teste de Tukey-Kramer (INSTAT -

GraphPad Software).
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IV. RESULTADOS

1. Efeito in vitro da Crotoxina (Pico Il) e dos demais Picos (I e Ill) sobre a
Atividade Fagocitica de Neutrofilos Mediada por Receptores para Fragmentos do

Sistema Complemento (C3b/C3bi)

Como mostra a Figura 1, a incubagdo dos neutrdfilos com a CTX (pico Il), por
1 hora, em diferentes concentracfes, reduziu a fagocitose realizada por essas células,
qguando comparado ao grupo controle. Essa reducdo foi de 29%, 24%, 28%, 26% e 24%,
respectivamente para as concentracdes 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 e 0,32 pug/mL, ndo sendo
observada diferenca estatistica significante entre essas concentracfes. Essa inibicao foi
semelhante a observada para o VCdt bruto.

Ainda, a incubacdo de neutréfilos com os picos | ou Il1, por 1 hora, nas diversas
concentragdes (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 e 0,32 pg/mL), ndo alterou a atividade fagocitica

dessas células (Figura 2).
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Figura 1. Efeito in vitro da CTX (pico Il) sobre a fagocitose por neutréfilos. Os
neutrofilos foram obtidos do exsudato peritoneal, 4 horas ap6s a administracao
intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg). As células (1x10°) foram incubadas por 1
hora com diferentes concentragdes de CTX (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 pg/mL) ou
com VCdt total (0,5 ug/mL). Neutrofilos incubados somente na presenca de meio RPMI
1640 foram utilizados como controle. Particulas de zimosan opsonizado com soro de
ratos normais (5x10°) foram utilizadas como estimulo fagocitico. Um total de 100
celulas foi contado e a atividade fagocitica determinada. Os resultados correspondem a
média £ SEM de 5 animais. * P<0,001; significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 2. Efeito in vitro dos picos | (A) e 111 (B) sobre a fagocitose por neutroéfilos.
Os neutrdfilos foram obtidos do exsudato peritoneal, 4 horas ap6s a administracdo
intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg). As células (1x10°) foram incubadas por 1
hora com diferentes concentragcdes dos picos | ou Il (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32
pg/mL) ou com VCdt total (0,5 pg/mL). Neutrofilos incubados somente na presenga de
meio RPMI 1640 foram utilizados como controle. Particulas de zimosan opsonizado
com soro de ratos normais (5x10°) foram utilizadas como estimulo fagocitico. Um total
de 100 celulas foi contado e a atividade fagocitica determinada. Os resultados
correspondem a media + SEM de 5 animais. * P<0,001; significativamente diferente do

grupo controle.
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2. Efeito in vivo da Crotoxina sobre a Atividade Fagocitica de Neutrofilos Mediada

por Receptores para Fragmentos do Sistema Complemento (C3b/C3bi)

Os resultados apresentados na Figura 3 mostram que o tratamento dos animais
com a CTX (0,1 mg/kg) reduziu a atividade fagocitica dos neutrofilos, em todos os
tempos avaliados, quando comparado aos animais tratados apenas com salina (controle).
Essa reducdo foi de 24%, 31%, 25%, 18% e 35%, respectivamente para os tempos de
tratamento de 2 horas, 1, 4 e 14 dias antes e 1 hora ap6s a administracdo intraperitoneal
de carragenina. Néao foi observada diferenca estatistica nas porcentagens de inibicdo nos

diferentes tempos de tratamento com a CTX.
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Figura 3. Efeito in vivo da CTX sobre a fagocitose por neutréfilos. CTX (0,1 mg/kg)
ou salina estéril (controle) foi injetada pela via subcutanea em ratos 2 horas, 1, 4 ou 14
dias antes ou 1 hora ap06s a administracao intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg).
Particulas de zimosan opsonizado com soro de ratos normais (5x10°) foram utilizadas
como estimulo fagocitico. Um total de 100 células foi contado e a atividade fagocitica
determinada. Os resultados correspondem a média £+ SEM de 5 animais. * P<0,001;

significativamente diferente do grupo controle.
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3. Efeito in vitro e in vivo do VCdt e da Crotoxina sobre a Fosforilacdo de Residuos

de Tirosina e a Polimerizacao de Actina

Com a finalidade de caracterizar o efeito inibitorio do VCdt e da CTX sobre a
fagocitose por neutrofilos foram investigados seus efeitos sobre a fosforilacdo de
residuos de tirosina e a polimerizacdo de actina em fagossomas nascentes (fagocitose
por 5 minutos) e fagossomas maduros (fagocitose por 15 minutos).

Neutrofilos incubados com o VCdt (0,5 pg/mL) ou com a CTX (0,08 pg/mL) e
submetidos ao ensaio de fagocitose de particulas de zimosan opsonizado por 5 minutos
apresentaram significativa reducdo na marcacdo de fosfotirosina e F-actina, quando
comparado ao grupo controle, neutrofilos incubados apenas na presenca meio RPMI
1640. Para a marcacdo de fosfotirosina, a inibicdo foi de 89% e 98% para as células
incubadas com VCdt (Figuras 4e e 5) ou CTX (Figuras 4f e 5), respectivamente. Em
relagdo & marcacdo de F-actina, a inibicdo foi de 71% e 80% quando os neutrofilos
foram incubados com VCdt (Figuras 4h e 5) ou CTX (Figuras 4i e b5),
respectivamente. Neutréfilos incubados apenas na presenca de meio RPMI 1640
(controle) apresentaram intensa marcacdo de fosfotirosina (Figura 4d) e F-actina
(Figura 4g) nas regibes da membrana plasmatica envolvidas na formacdo de
fagossomas.

Apos 15 minutos de fagocitose, neutrofilos incubados com o VCdt (0,5 pg/mL)
ou a CTX (0,08 pg/mL) apresentaram significativa reducdo na marcacdo de F-actina
quando comparado ao grupo controle. Essa inibicéo foi de 70% quando as células foram
incubadas com VCdt (Figuras 6h e 7) e 86% quando incubadas com CTX (Figuras 6i e

7). Neutrofilos incubados apenas na presenca de meio RPMI 1640 (controle)
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apresentaram fraca marcacdo de fosfotirosina (Figura 6d) e intensa marcacdo de F-
actina ao redor dos fagossomas formados (Figura 6g).

Nos ensaios in vivo, o pré-tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a
CTX (0,1 mg/kg), 2 horas antes da administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5
mg/kg), inibiu a fosforilacdo de tirosina e a polimerizacdo de actina em fagossomas
nascentes (5 minutos de fagocitose), quando comparado ao grupo controle injetado com
salina estéril. Para a marcacéo de fosfotirosina, essa inibicao foi de 86% e 85% para 0s
animais tratados com VCdt (Figuras 8b e 9) ou CTX (Figura 8c e 9), respectivamente.
Em relacdo a marcacdo de F-actina, a inibicdo foi de 83% e 90% para 0s animais
tratados com VCdt (Figuras 8e e 9) ou CTX (Figuras 8f e 9), respectivamente.
Neutrofilos incubados apenas na presenca de meio RPMI 1640 (controle) apresentaram
intensa marcacdo de fosfotirosina (Figura 8a) e F-actina (Figura 8d) nas regides da

membrana plasmatica envolvidas na formacdo de fagossomas.
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Figura 4. Efeito in vitro do VCdt e da CTX sobre a fosforilacdo de residuos de
tirosina e a polimerizagdo de actina ap6s 5 minutos de fagocitose. Os neutrofilos
foram obtidos do exsudato peritoneal, 4 horas ap6s a administracdo intraperitoneal de
carragenina (4,5 mg/kg). As células (1x10°) foram incubadas por 1 hora com VCdt (0,5
pug/mL) ou CTX (0,08 pg/mL). Neutréfilos incubados somente na presenca de meio
RPMI 1640 foram utilizados como controle. Ap6s o periodo de incubacdo, os
neutréfilos foram submetidos, por 5 minutos, ao ensaio de fagocitose de particulas de
zimosan opsonizado (5x10°) e a seguir foi realizada a marcacgéo de fosfotirosina (anti-
PTry 1:100 + FITC 1:200) e F-actina (faloidina + rhodamina 1:100) por ensaios
imunocitoquimicos. a, b e ¢ representam as marcacdes do nucleo (DAPI); d, e e f
representam as marcagdes de fosfotirosina (FITC); g, h e i representam as marcagdes de

F-actina (rhodamina) e j, | e m representam as sobreposic¢des das imagens.



Resultados 51

30-
1 Controle
.© _
2 257 - mm VCdt
3 204 B CTX
g
S 154
3
104
(6]
S =
£ 57 *
*
0 =
FITC Rhodamina

Figura 5. Efeito in vitro do VCdt e da CTX sobre a fosforilacdo de residuos de
tirosina e a polimerizag@o de actina ap6s 5 minutos de fagocitose. Os neutrofilos
foram obtidos do exsudato peritoneal, 4 horas ap6s a administracdo intraperitoneal de
carragenina (4,5 mg/kg). As células (1x10°) foram incubadas por 1 hora com VCdt (0,5
pg/mL) ou CTX (0,08 ug/mL). Neutrofilos incubados somente na presenca de meio
RPMI 1640 foram utilizados como controle. Apds o periodo de incubacdo, os
neutréfilos foram submetidos, por 5 minutos, ao ensaio de fagocitose de particulas de
zimosan opsonizado (5x10°) e a seguir foi realizada a marcagdo de fosfotirosina (anti-
PTry 1:100 + FITC 1:200) e F-actina (faloidina + rhodamina 1:100) por ensaios
imunocitoquimicos. A quantificacdo das intensidades de fluorescéncia foi realizada no
programa ImagelJ. Os resultados correspondem a média + SEM de 4 animais. *P<0,001;
significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 6. Efeito in vitro do VCdt e da CTX sobre a fosforilacdo de residuos de
tirosina e a polimerizacdo de actina ap6s 15 minutos de fagocitose. Os neutréfilos
foram obtidos do exsudato peritoneal, 4 horas ap6s a administracdo intraperitoneal de
carragenina (4,5 mg/kg). As células (1x10°) foram incubadas por 1 hora com VCdt (0,5
pug/mL) ou CTX (0,08 ug/mL). Neutrofilos incubados somente na presenca de meio
RPMI 1640 foram utilizados como controle. Apés o periodo de incubacdo, os
neutréfilos foram submetidos, por 15 minutos, ao ensaio de fagocitose de particulas de
zimosan opsonizado (5x10°) e a seguir foi realizada a marcacgéo de fosfotirosina (anti-
PTry 1:100 + FITC 1:200) e F-actina (faloidina + rhodamina 1:100 ) por ensaios
imunocitoquimicos. a, b e ¢ representam as marcacdes do nucleo (DAPI); d, e e f
representam as marcacgdes de fosfotirosina (FITC); g, h e i representam as marcagdes de

F-actina (rhodamina) e j, | e m representam as sobreposic¢des das imagens.



Resultados 53

401 CJ Controle
35+ T EE VCdt

30+ Hl CTX

25+
20
15+
10+

indice de fluorescéncia

FITC Rhodamina

Figura 7. Efeito in vitro do VCdt e da CTX sobre a fosforilacdo de residuos de
tirosina e a polimerizacao de actina ap6s 15 minutos de fagocitose. Os neutrofilos
foram obtidos do exsudato peritoneal, 4 horas ap6s a administracdo intraperitoneal de
carragenina (4,5 mg/kg). As células (1x10°) foram incubadas por 1 hora com VCdt (0,5
pug/mL) ou CTX (0,08 ug/mL). Neutrofilos incubados somente na presenca de meio
RPMI 1640 foram utilizados como controle. Apds o periodo de incubacdo, os
neutrofilos foram submetidos, por 15 minutos, ao ensaio de fagocitose de particulas de
zimosan opsonizado (5x10°) e a seguir foi realizada a marcagdo de fosfotirosina (anti-
PTry 1:100 + FITC 1:200) e F-actina (faloidina + rhodamina 1:100) por ensaios
imunocitoquimicos. A quantificacdo das intensidades de fluorescéncia foi realizada no
programa ImagelJ. Os resultados correspondem a média + SEM de 4 animais. *P<0,001;

# P<0,01; significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 8. Efeito in vivo do VCdt e da CTX sobre a fosforilacdo de residuos de
tirosina e a polimerizacdo de actina apdés 5 minutos de fagocitose. VCdt (0,18
mg/kg), CTX (0,1 mg/kg) ou salina estéril (controle) foi injetado pela via subcutanea
em ratos 2 horas antes da administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg).
Neutréfilos (1x10°) coletados do exsudato peritoneal foram submetidos, por 15 minutos,
ao ensaio de fagocitose de particulas de zimosan opsonizado (5x10°) e a seguir foi
realizada a marcagdo de fosfotirosina (anti-PTry 1:100 + FITC 1:200) e F-actina
(faloidina + rhodamina 1:100) por ensaios imunocitoquimicos. a, b e ¢ representam as
marcacdes de fosfotirosina (FITC); d, e e f representam as marcacGes de F-actina

(rhodamina) e g, h e i representam as sobreposi¢cdes das imagens.
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Figura 9. Efeito in vivo do VCdt e da CTX sobre a fosforilacdo de residuos de
tirosina e a polimerizacdo de actina apés 5 minutos de fagocitose. VCdt (0,18
mg/kg), CTX (0,1 mg/kg) ou salina esteril foi injetado pela via subcutanea em ratos, 2
horas antes da administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg). Neutréfilos
(1x10°) coletados do exsudato peritoneal foram submetidos, por 5 minutos, ao ensaio de
fagocitose de particulas de zimosan opsonizado (5x10°) e a seguir foi realizada a
marcacdo de fosfotirosina (anti-PTry 1:100 + FITC 1:200) e F-actina (faloidina +
rhodamina 1:100) por ensaios imunocitoquimicos. A quantificacdo das intensidades de
fluorescéncia foi realizada no programa ImagelJ. Os resultados correspondem a média +

SEM de 4 animais. * P<0,001; significativamente diferente do grupo controle.
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4. Efeito in vitro e in vivo do VVCdt e da Crotoxina sobre a Atividade Microbicida de

Candida albicans por Neutrdfilos

A incubacdo de neutrofilos com o VCdt (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 ou 2,0 ug/mL) ou
a CTX (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 ug/mL) ndo alterou significativamente a atividade
microbicida de Candida albicans pelos neutrofilos, em nenhuma das concentracfes
avaliadas, quando comparado aos grupos controles incubados somente na presenca de
meio RPMI 1640 (Figura 12).

Além disso, o tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1
mg/kg), 2 horas antes da administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg), ndo
alterou a atividade microbicida dos neutréfilos quando comparado aos animais tratados

apenas com salina (controle) (Figura 13).
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Figura 12. Efeito in vitro do VCdt (A) e da CTX (B) sobre a atividade microbicida
de neutrdfilos. Os neutrofilos foram obtidos do exsudato peritoneal, 4 horas apos a
administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg). As células (1x10°) foram
incubadas por 1 hora com VCdt (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 ou 2,0 pg/mL) ou CTX (0,02;
0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 pg/mL). Neutrofilos incubados somente na presenca de meio
RPMI 1640 foram utilizados como controle. Leveduras de Candida albicans
opsonizadas com soro de ratos normais (3x10°%) foram utilizadas como estimulo
fagocitico. Um total de 100 neutrofilos que fagocitaram foi contado e a atividade
microbicida determinada. Os resultados correspondem a média £ SEM de 5 animais.
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Figura 13. Efeito in vivo do VCdt e da CTX sobre a atividade microbicida de
neutrofilos. Ratos foram administrados pela via subcutanea com VCdt (0,18 mg/kg),
CTX (0,1 mg/kg) ou salina estéril (controle), 2 horas antes da administracdo
intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg). Leveduras de Candida albicans opsonizadas
com soro de ratos normais (3x10°) foram utilizadas como estimulo fagocitico. Um total
de 100 neutréfilos foi contado e a atividade fagocitica determinada. Os resultados

correspondem a média + SEM de 5 animais.
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5. Efeito in vitro e in vivo do VCdt e da Crotoxina sobre a Atividade da Enzima

NADPH Oxidase em Neutrofilos

A atividade da enzima NADPH oxidase foi avaliada pela analise da producéao de
anion superdxido pelos neutrofilos. Os resultados apresentados na Figura 14 mostram
que a incubacdo de neutréfilos com o VCdt (0,25; 0,5; 1,0 ug/mL) ou a CTX (0,02;
0,04; 0,08 ug/mL) néo alterou a producdo de anion superdxido por essas células, em
nenhuma das concentracGes avaliadas, na presenca ou na auséncia de PMA, quando
comparado aos respectivos grupos controles incubados somente na presenca de meio
RPMI 1640.

Ainda, o tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1
mg/kg), 2 horas antes da administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg), ndo
alterou a producéo de anion superoxido por essas células, na presenca ou na auséncia de
PMA, quando comparado aos animais tratados com salina estéril (controle). (Figura

15).
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Figura 14. Efeito in vitro do VCdt (A) e da CTX (B) sobre a producdo de anion
superéxido por neutréfilos. Neutréfilos (4x10°) foram coletados 4 horas ap6s a
administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg) e incubados por 1 hora com
diferentes concentracdes de VCdt (0,25; 0,5 ou 1,0 pg/mL) ou CTX (0,02; 0,04 ou 0,08
pg/mL). Neutréfilos incubados somente na presenca de meio RPMI 1640 foram
utilizados como controle. Apés o periodo de incubacao, a producdo de anion superéxido
foi avaliada na presenca ou na auséncia de PMA. Os resultados correspondem a media +
SEM de 5 animais.



Resultados 6l

20+

154

10+

uMde O,/ 4.10°cel / h

NI

Salina VCdt CTX Salina VCdt CTX

PMA

Figura 15. Efeito in vivo do VCdt e da CTX sobre a producéo de anion superoxido
por neutrofilos. VCdt (0,18 mg/kg), CTX (0,1 mg/kg) ou salina estéril (controle) foi
injetado pela via subcutanea em ratos, 2 horas antes da administragéo intraperitoneal de
carragenina (4,5 mg/kg). Apos a coleta dos neutrdfilos, a produgdo de anion superdxido

foi avaliada na presenca ou na auséncia de PMA. Os resultados correspondem a média +
SEM de 5 animais.
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6. Efeito in vitro e in vivo do VCdt e da Crotoxina sobre a Produc¢do de Perdxido de

Hidrogénio por Neutrofilos

A incubacdo dos neutrofilos com o VCdt (0,25; 0,5 ou 1,0 pg/mL) ou a CTX
(0,02; 0,04 ou 0,08 pg/mL), em nenhuma das concentragdes avaliadas, alterou a
producdo de peroxido de hidrogénio por essas células, na presenca ou na auséncia de
PMA, quando comparado aos respectivos grupos controles incubados somente na
presenca de meio RPMI 1640 (Figura 16).

Da mesma forma, o tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX
(0,1 mg/kg), 2 horas antes da administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg),
ndo alterou a producdo de perdxido de hidrogénio por essas células, na presenca ou na
auséncia de PMA, quando comparado aos animais tratados apenas com salina estéril

(controle) (Figura 17).
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Figura 16. Efeito in vitro do VCdt (A) e da CTX (B) sobre a producéo de perdxido
de hidrogénio por neutréfilos. Neutréfilos (4x10°) foram coletados 4 horas ap6s a
administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg) e incubados por 1 hora com
diferentes concentra¢fes de VCdt (0,25; 0,5 e 1,0 pg/mL) ou CTX (0,02; 0,04 e 0,08
pug/mL). Neutréfilos incubados somente na presenca de meio RPMI 1640 foram
utilizados como controle. Apds o periodo de incubacdo, a producdo de peroxido de
hidrogénio foi avaliada na presenca ou na auséncia de PMA. Os resultados

correspondem a média + SEM de 10 animais.
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Figura 17. Efeito in vivo do VCdt e da CTX sobre a producédo de perdxido de
hidrogénio por neutrofilos. VCdt (0,18 mg/kg), CTX (0,1 mg/kg) ou salina esteril
(controle) foi injetado pela via subcutdnea em ratos, 2 horas antes da administracao
intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg). Apés a coleta dos neutrofilos, a producéo de
perdxido de hidrogénio foi avaliada na presenca ou na auséncia de PMA. Os resultados

correspondem a média + SEM de 5 animais.
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7. Efeito in vitro e in vivo do VCdt e da Crotoxina sobre a Producdo de Acido

Hipocloroso por Neutréfilos

A incubacao dos neutréfilos com o VCdt (0,25; 0,5 ou 1,0 pg/mL) ou a CTX
(0,02; 0,04 ou 0,08 pg/mL), em nenhuma das concentragdes avaliadas, na presenca OU
na auséncia de PMA, alterou a producéo de acido hipocloroso por essas células, quando
comparado aos respectivos grupos controles incubados somente na presenca de meio
RPMI 1640 (Figura 18).

Além disso, o tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1
mg/kg), 2 horas antes da administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg), ndo
alterou a producéo de acido hipocloroso por neutrofilos, na presenca ou na auséncia de
PMA, quando comparado aos animais tratados apenas com salina estéril (controle)

(Figura 19).
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Figura 18. Efeito in vitro do VCdt (A) e da CTX (B) sobre a producéo de acido
hipocloroso por neutrdfilos. Neutréfilos (2x10°) foram coletados 4 horas ap6s a
administracdo intraperitoneal de carragenina (4,5 mg/kg) e incubados por 1 hora com
diferentes concentracdes de VCdt (0,25; 0,5 ¢ 1,0 pg/mL) ou CTX (0,02; 0,04 ¢ 0,08
pg/mL). Neutrofilos incubados somente na presenga de meio RPMI 1640 foram
utilizados como controle. Ap6s o periodo de incubagdo, a produgdo de &cido
hipocloroso foi avaliada na presenca ou na auséncia de PMA. Os resultados

correspondem a média + SEM de 5 animais.
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Figura 19. Efeito in vivo do VCdt e da CTX sobre a producédo de acido hipocloroso
por neutrofilos. VCdt (0,18 mg/kg), CTX (0,1 mg/kg) ou salina estéril (controle) foi
injetado pela via subcutanea em ratos, 2 horas antes da administragéo intraperitoneal de
carragenina (4,5 mg/kg). Apos a coleta dos neutrofilos, a producédo de acido hipocloroso
foi avaliada na presenca ou na auséncia de PMA. Os resultados correspondem a média +
SEM de 5 animais.
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V. DISCUSSAO

Como mencionado na Introducdo, varias evidéncias tém demonstrado que o
VCdt ou suas toxinas isoladas sdo capazes de modular a resposta inflamatoria. A
literatura relata que a resposta inflamatoria induzida pela carragenina nas cavidades
pleural e peritoneal é caracterizada por um intenso exsudato e migracdo de celulas
inflamatdrias, particularmente de neutréfilos. Esse aumento da migragédo de células para
a cavidade peritoneal ocorre 4 horas ap0s a injecdo intraperitoneal de carragenina.
(Vinegar et al., 1973; Malech & Gallin, 1987; Gill et al., 2006).

Os neutrofilos sdo células essenciais ao sistema de defesa inata do organismo,
uma vez que sdo as primeiras células a chegarem ao foco inflamatério, onde realizam a
fagocitose e a destruicdo de agentes lesivos (Kobayashi et al., 2003; Lee et al., 2003).
Sendo assim, dada a importancia dos neutrofilos para a resposta inflamatoria,
recentemente, foi demonstrado que o VCdt, in vitro e in vivo, inibe a fagocitose
mediada por C3b/C3bi, por neutréfilos obtidos no modelo de peritonite induzido pela
carragenina, em ratos (Lima et al., 2007).

Dessa forma, dando continuidade a essa linha de investigagdo, no presente
estudo, inicialmente foi investigado qual o componente do VCdt € responsavel por seu
efeito inibitorio sobre o processo de fagocitose por neutr6filos. Além disso, foram
analisados 0s possiveis mecanismos de agdo envolvidos nesse efeito inibitorio,
avaliando a fosforilagdo de residuos de tirosina e polimerizacdo de actina nos
fagossomas; bem como o efeito do VCdt e da CTX sobre a atividade microbicida, outra
fungéo importante dos neutrofilos.

Para a identificacdo do componente do VCdt anteriormente mencionado, foi

analisada a a¢éo in vitro da CTX purificada (pico Il) e dos demais picos, | e 111, obtidos
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através do processo de purificacdo da CTX. Os resultados mostraram que a CTX (0,02;
0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 pg/mL) inibiu a atividade fagocitica dessas células, porém o
mesmo efeito ndo foi observado para os picos | e Ill. Esses resultados demonstram que
CTX é o componente do VCdt responsavel pelo efeito inibitério sobre a fagocitose por
neutrofilos, o que reforca outros resultados encontrados na literatura. Esses evidenciam
a CTX como sendo o componente responsavel pelo efeito inibitério do VCdt sobre a
fagocitose por macrofagos (Sampaio et al., 2003) e pela a¢do antiinflamatdria do VCdt
(Nunes et al., 2010).

Uma vez determinado o efeito in vitro da CTX, foi investigado a seguir o seu
efeito in vivo sobre a atividade fagocitica de neutrofilos. Cabe esclarecer que a dose de
CTX administrada pela via subcutanea nos animais (0,1mg/kg) correspondeu a 60% da
dose de VCdt bruto, dose esta que induz o efeito inibitério sobre a atividade fagocitica
de macrdfagos e neutréfilos (Sampaio et al.,2003; Lima et al., 2007). Os resultados do
estudo in vivo mostraram que a CTX, além do efeito direto sobre os neutrofilos,
apresenta efeito sistémico, uma vez que o pré-tratamento dos animais 2 horas, 1, 4 ou
14 dias antes da administracdo do agente inflamatério induziu o0 mesmo efeito inibitério
observado in vitro. Esses dados mostram que a CTX apresenta um efeito inibitério
prolongado sobre a atividade fagocitica dos neutrofilos, ja que este foi observado até 14
dias depois da administracdo de uma Unica dose, tal como observado para o VCdt total
(Lima et al., 2007). Este mesmo efeito inibitério prolongado do VCdt também foi
demonstrado para o espraiamento e para a atividade fagocitica de macrofagos (Sousa-e-
Silva et al., 1996). Além disso, Nunes e col. (2007) mostraram que o VCdt apresenta
acao antiinflamatoria prolongada, uma vez que uma Unica dose, administrada pela via

subcutanea, 7 ou 21 dias antes da injecdo de carragenina inibe, respectivamente, o
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desenvolvimento do edema de pata e a migracdo celular para a cavidade peritoneal
induzidos por este agente inflamatorio.

Estudos de biodistribuicdo demostraram que o VCdt permanece no tecido
subcutaneo por até 6 horas, entretanto, 4 horas apds sua administracdo, ja ndo é mais
detectado em 6rgdos como rins, baco e cérebro (Gomes et al., 2002). Baseado neste
fato, é dificil explicar como uma unica dose de VCdt ou de CTX permanece, por um
longo periodo de tempo, agindo sobre a resposta inflamatdria e sobre as funcGes de
macrofagos e neutrofilos (Sousa-e-Silva et al., 1996; Nunes et al., 2007; 2010; Lima et
al., 2007).

Os neutrofilos e os macrdéfagos originam-se de um precursor comum, stem cell,
o qual se diferencia em progenitores mieldides e a seguir em progenitores das linhagens
granulocitica e monocitica (Bradley & Metcalf, 1966; Metcalf, 1989). Dessa forma,
podemos sugerir que o efeito prolongado induzido pela CTX sobre a fagocitose por
macrofagos e neutréfilos pode estar associado a acdo desta toxina sobre células
precursoras presentes na medula 6ssea. Entretanto, estudos futuros deverdo ser
realizados para comprovar essa hipotese.

Adicionalmente, os dados obtidos nos ensaios in vivo mostraram também que a
CTX inibe a atividade fagocitica de neutréfilos, mesmo apds a instalacdo da resposta
inflamatéria, uma vez que essa inibicdo foi observada quando esta toxina foi
administrada 1 hora apés a injecdo do estimulo inflamatério.

Em relacdo ao efeito inibitério da CTX in vivo, a possivel liberacdo de
mediadores quimicos endogenos induzida por essa toxina deve ser considerada. Nesse
contexto, Sampaio e col. (2006a) mostraram que o efeito inibitorio da CTX sobre a
funcionalidade de macrofagos, tanto em ensaios in vivo como in vitro, é decorrente da

acao de mediadores lipidicos derivados da via das lipoxigenases. Além disso, a CTX
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estimula a liberacdo de lipoxina A4 e prostaglandina E, por macréfagos (Sampaio et al.,
2006a). A lipoxina, um eicosandide produzido na via da lipoxigenase, ¢ um mediador
com acéo antiinflamatoria que se liga a receptores FPR2/ALX (receptor formil peptideo
2) para desempenhar suas funcdes bioldgicas (Maderna & Godson, 2009; Ryan &
Godson, 2010).

Ainda, evidenciado o papel da lipoxina no efeito modulador da CTX na resposta
inflamatdria, estudos recentes que caracterizam o efeito antiinflamatério da CTX
demonstraram o envolvimento dos receptores formil peptideo, como FPR2/ALX nesse
efeito. Assim, podemos sugerir que a liberacdo de lipoxina por macréfagos poderia
modular a atividade fagocitica dos neutrofilos ja que existem evidéncias de que a
lipoxina reduz a expressao de receptores CR3 (CD11b/CD18) em neutrofilos (Maderna
& Godson, 2009). Essa hipotese pode ser considerada, uma vez que estes fagocitos
possuem caracteristicas complementares e cooperam como efetores e moduladores da
resposta imune (Silva, 2010).

Durante a fagocitose mediada pelos receptores CR1/CR3, a ligacdo de particulas
opsonizadas por fragmentos do sistema complemento (C3b/ C3bi) a estes receptores
ativa as vias de sinalizacéo intracelular envolvidas nessa resposta. Essa ativacao leva ao
rearranjo organizado do citoesqueleto da célula, com polimerizacdo da actina para a
formacdo dos fagossomas e, consequente, englobamento da particula (Fenteany &
Glogauer, 2004). A fosforilagdo da tirosina, ou seja, a adi¢do de fosfato aos residuos de
tirosina, € um evento importante nesta sinalizagdo, uma vez que converte simples
proteinas em transdutores de sinais ativos que garantem a polimerizacdo da actina e a
fagocitose (Walzog et al., 1996).

Nesse sentido, com o intuito de verificar um dos possiveis mecanismos

envolvidos na agdo inibitoria do VCdt e da CTX, foram investigados os efeitos in vitro
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e in vivo dessas toxinas, sobre a fosforilacdo de residuos de tirosina e a polimerizacdo de
actina, em fagossomas nascentes e maduros. Os resultados mostraram que o VCdt ou a
CTX, tanto in vitro como in vivo, inibiram intensamente a fosforilagdo de tirosina e a
polimerizacdo de actina nos neutrdfilos submetidos ao ensaio de fagocitose por cinco
minutos (fagossoma nascente). Entretanto, em neutréfilos submetidos ao ensaio de
fagocitose por 15 minutos, ou seja, em fagossomas maduros, nao foi possivel observar a
fosforilacdo de tirosina em células incubadas somente com meio RPMI 1640, uma vez
que a sinalizacdo intracelular ocorre de maneira bastante rapida (Dharmawardhane et
al., 1999; Minakami et al., 2010). Levando em conta esse fato, em fagossomas
maduros, so foi possivel avaliar o efeito in vitro do VCdt e da CTX sobre os filamentos
de actina. As analises mostraram que a CTX inibe também a polimerizacdo de actina
nos fagossomas maduros. Por outro lado, estudos anteriores demonstraram que em
macrofagos a CTX aumenta a polimerizacdo de actina no processo de fagocitose
(Sampaio et al., 2006b).

Em relacdo ao processo de polimerizagdo da actina durante a fagocitose, a
literatura relata que algumas toxinas naturais tém como alvo proteinas do citoesqueleto,
0 que altera o processo natural de polimerizacdo e despolimerizacdo dos filamentos
comprometendo as funcBes de adesdo, migracao e fagocitose das células (Alberts et al.,
2002). Nesse sentido, Ernst e col. (2000) demonstraram que toxinas de espécies de
Clostridium, tais como C. botulinum e C. difficile, inativam proteinas de sinalizacdo da
familia Rho das GTPases e desta maneira interferem no mecanismo de polimerizacao de
actina.

A proteina Rho, pertencente a familia das Rho GTPases desempenha importante
papel na fagocitose mediada por receptores CR3, uma vez que garante a polimerizacao

de actina nas regides dos fagossomas e o0 consequente englobamento da particula
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(Caron & Hall, 1998; Chimini & Chavrier, 2000; Le Cabec et al., 2002). A sua ativacdo
é regulada por outras proteinas que sdo fosforiladas e ativadas durante a cascata de
sinalizacdo. Shi e col. (2006) demonstraram a participacdo da proteina tirosina quinase
Syk na fagocitose de particulas de zimosan opsonizadas com fragmentos C3bi do
complemento por células HL-60, precursoras de neutrdfilos e, ainda, o papel regulador
dessa proteina sobre a atividade de RhoA.

Considerando a importancia de proteinas sinalizadoras para o processo de
fagocitose, podemos sugerir que a inibicdo da fosforilacdo induzida pela CTX pode
levar a mudancas na ativacdo dessas proteinas sinalizadoras e a consequente reducéo da
polimerizacdo de actina. Corroboram a essa hipdtese estudos anteriores que mostraram
que o efeito inibitério do CTX sobre o processo de fagocitose por macrdéfagos esta
associado ao decréscimo da RhoA e Racl (Sampaio et al., 2006b). Apesar dessas
evidéncias, futuros estudos devem ser realizados para ampliar a compreensdo dos
mecanismos intracelulares envolvidos no efeito inibitério da CTX sobre o processo de
fagocitose por neutrofilos, levando em conta as diferengas entre as vias de sinalizagdo
envolvidas no processo de fagocitose por neutrofilos e por macréfagos (Forsberg et al.
2003).

O processo de fagocitose resulta na liberacdo de enzimas com agéo
microbicida, contidas nos granulos citoplasmaticos dos neutrofilos, bem como na
ativacdo da enzima NADPH oxidase, 0 que leva a geracdo de espécies reativas do
oxigénio (Faurschou & Borregaard, 2003; Klebanoff, 2005). Nesse sentido, no presente
estudo, foi avaliado o efeito in vitro e in vivo do VCdt e da CTX sobre a atividade
microbicida de neutrofilos, utilizando-se 0s mesmos tratamentos realizados nos ensaios
de fagocitose. Os resultados mostraram que o VCdt e a CTX, in vitro e in vivo, nas

mesmas condic¢des avaliadas para a fagocitose, ndo alteraram a atividade microbicida de
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Candida albicans por neutrofilos. Esses resultados indicam que o VCdt e a CTX néo
tém efeito sobre a atividade microbicida de neutrofilos, o que difere de estudos prévios,
0s quais demonstram que o VCdt estimula essa atividade em macrofagos (Sampaio et
al., 2001).

Com o intuito de comprovar os dados obtidos nos ensaios de atividade
microbicida foram avaliados os efeitos in vitro e in vivo do VCdt e da CTX sobre a
producdo de anion superoxido, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso induzida
pelo PMA, uma vez que a literatura relata a utilizacdo de metodologias que quantificam
a producdo dessas espécies reativas do oxigénio induzida pelo PMA para a avaliacdo da
atividade microbicida de macrofagos e neutréfilos (Pick & Mizel, 1981; Dypbukt et al.,
2005; Winterbourn, et al. 2006.).

Assim como nos ensaios de atividade microbicida de Candida albicans, os
tratamentos in vitro e in vivo com o VCdt ou a CTX ndo alteraram a producédo de
espécies reativas do oxigénio por neutrdfilos, tanto na presenca quanto na auséncia de
PMA.

Apesar da associacdo existente entre o processo de fagocitose e a atividade
microbicida, algumas consideracfes em relagdo as vias de sinalizagdo envolvidas em
ambos os processos devem ser consideradas, pois diferem em alguns pontos. Como
citado anteriormente, a proteina Rho tem um papel significante na regulacdo da
polimerizacédo de actina para a fagocitose mediada por receptores CR1/CR3 (Caron &
Hall, 1998; Chimini & Chavrier, 2000; Le Cabec et al., 2002), porém ndo atua na
ativacdo da enzima NADPH oxidase em resposta ao PMA ( Kim et al., 2004). Por outro
lado, tem sido mostrada a participacdo da Rac2, outra proteina da familia das Rho
GTPases, na ativacdo da NADPH oxidase em resposta a esse agente (Ambruso et al.,

2000; Werner, 2004; Abdel-Latif at al., 2005).
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Dessa forma, baseado nas consideracGes a cima, uma hipdtese que poderia
explicar o efeito inibitério da CTX, particularmente sobre a fagocitose, seriam as
diferencas existentes entre as vias de sinalizacdo envolvidas na fagocitose e na geracédo
de espécies reativas do oxigénio.

Em conjunto, os resultados deste estudo caracterizam as a¢es do VCdt sobre
os neutréfilos, evidenciando que a CTX, seu principal componente, modula a
funcionalidade dessas células, inibindo, in vitro e in vivo, a fosforilacdo de proteinas
sinalizadoras e a polimerizacdo de actina no processo de fagocitose, porém nao altera a
atividade microbicida e a producdo de espécies reativas do oxigénio por neutrofilos.

Dessa forma, este estudo amplia os conhecimentos das acdes moduladoras da
CTX sobre a resposta inflamatdria e, ainda, contribui para a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos nestas acdes, particularmente, sobre a inibicdo do processo de fagocitose por
neutrofilos. Além disso, os dados evidenciam mais uma vez que esta toxina apresenta
importante potencial como ferramenta cientifica para a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da resposta inflamatéria, bem como pode representar uma

nova perspectiva no controle de doengas inflamatorias.
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VI. RESUMO DOS RESULTADOS

» A incubacdo dos neutrofilos com diferentes concentracdes de CTX (0,02; 0,04; 0,08;

0,16 ou 0,32 pug/mL) inibiu a atividade fagocitica dessas células.

» Por outro lado, a incubacéo dos neutrofilos com diferentes concentragdes dos picos |
ou I1 (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 pg/mL), obtidos durante a purificacdo da CTX, nédo

alterou a fagocitose por essas células.

» A administracdo de uma uUnica dose de CTX pela via subcutdnea nos animais, 2
horas, 1, 4 ou 14 dias antes ou 1 hora ap0s a administracdo de carragenina, inibiu a

atividade fagocitica dos neutréfilos desses animais.

» A incubagdo dos neutrofilos com o VCdt (0,5 pg/mL) ou a CTX (0,08 pg/mL)
reduziu significativamente a fosforilacdo de residuos de tirosina e a polimerizacdo de

actina em fagossomas nascentes.

» A administragéo pela via subcutanea de VCdt (0,18 mg/kg) ou CTX (0,1 mg/kg), 2
horas antes da administracdo de carragenina, inibiu a fosforilacdo de residuos de tirosina

e a polimerizacdo de actina em fagossomas nascentes.

» A incubacdo dos neutrdfilos com diferentes concentragdes de VCdt (0,125; 0,25; 0,5;
1,0 ou 2,0 pg/mL) ou CTX (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 pg/mL) nédo alterou a

atividade microbicida de Candida albicans por essas células.
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> O tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1 mg/kg), 2 horas
antes da administracdo de carragenina, ndao modificou a atividade microbicida de

Candida albicans por neutrofilos.

» A incubacdo dos neutrofilos com diferentes concentrac@es de VCdt (0,25; 0,5 ou 1,0
pg/mL) ou CTX (0,02; 0,04 ou 0,08 pg/mL) ndo alterou a producdo de anion

superdxido, perdxido de hidrogénio e acido hipocloroso por essas células.

> O tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1 mg/kg), 2 horas
antes da administracdo de carragenina, ndo modificou a producdo de anion superoxido,

perdxido de hidrogénio e acido hipocloroso por neutréfilos.
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VII. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que a CTX é o
componente do VCdt responsavel por inibir a fagocitose por neutrofilos, e que este
efeito estd relacionado ao decréscimo da fosforilacdo de proteinas sinalizadoras e a
consequente diminuicdo da polimerizacdo dos filamentos de actina nos fagossomas, o
que impede a completa internalizacéo da particula. Por outro lado, os dados evidenciam
que o VCdt e a CTX ndo alteram a atividade microbicida e a producdo de anion

superdxido, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso por neutrofilos.
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VIill. RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que o veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt)
apresenta acdo antiinflamatoria prolongada, bem como inibe o espraiamento e a atividade
fagocitica de macrdfagos peritoneais, sendo a crotoxina (CTX), o principal componente do
VCdt, a responsavel por esses efeitos. Em relacdo aos neutrofilos, demonstrou-se que o VCdt
inibe, in vitro e in vivo, a fagocitose por essas células, porém o componente do VCdt
responsavel por esse efeito ndo foi identificado. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi
identificar o componente responsavel pelo efeito inibitério do VCdt sobre a fagocitose por
neutrdfilos, bem como investigar os possiveis mecanismos envolvidos nessa a¢do. Além disso,
foi também objetivo desse estudo investigar o efeito do VCdt e da CTX sobre a atividade
microbicida e a producdo de espécies reativas do oxigénio por essas células. Inicialmente, foi
avaliado o efeito in vitro dos trés picos do VCdt, obtidos durante a purificagdo da CTX (pico I;
pico Il, que corresponde a CTX, e pico Ill), sobre a atividade fagocitica de neutrdfilos. A
incubacéo dos neutréfilos com a CTX ou com os picos | ou Ill, em diferentes concentracfes
(0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 pg/mL), mostrou que somente o pico Il inibiu essa atividade,
demonstrando que a CTX é o componente do VCdt responsavel pelo seu efeito inibitorio sobre
a fagocitose por neutrofilos. Uma vez realizada essa identificacdo, foi investigado o efeito in
vivo da CTX sobre essa fungdo. O tratamento dos animais com a CTX (0,1 mg/kg), 2 horas, 1, 4
ou 14 dias antes ou 1 hora ap6s a administracdo de carragenina inibiu a fagocitose por
neutrdfilos, o que demonstra que esta toxina, além do efeito direto, apresenta efeito sistémico
sobre a atividade fagocitica dessas células. Esses resultados mostraram também que a CTX
apresenta efeito inibitério prolongado sobre a atividade fagocitica de neutréfilos. Ainda, com o
objetivo de elucidar os possiveis mecanismos envolvidos nesse efeito inibitério foram
realizados ensaios imunocitoquimicos para avaliar a reorganizagdo do citoesqueleto. A
incubacéo dos neutrofilos com o VCdt (0,5 pg/mL) ou com a CTX (0,08 pg/mL), bem como o
tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1 mg/kg), 2 horas antes da
administracdo de carragenina, inibiram a fosforilacdo de residuos de tirosina e a polimerizagdo
da actina. Em relagdo ao efeito do VCdt e da CTX sobre outra fungdo dos neutréfilos, foi
investigado, em ensaios in vitro e in vivo, a atividade microbicida e a producdo de espécies
reativas do oxigénio por essas células. A incubacdo dos neutr6filos com o VCdt (0,125; 0,25;
0,5; 1,0 ou 2,0 pg/mL) ou a CTX (0,02; 0,04; 0,08; 0,16 ou 0,32 pg/mL), bem como o
tratamento dos animais com o VCdt (0,18 mg/kg) ou a CTX (0,1 mg/kg), 2 horas antes da
administragdo de carragenina, ndo alteraram a atividade microbicida e a producdo de anion
superdxido, perdxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Em conclusdo, a CTX é o componente
do VCdt responsavel por inibir a fagocitose por neutréfilos e um dos mecanismos envolvidos
neste efeito € a inibicdo da fosforilacdo de proteinas sinalizadoras e a conseqliente
polimerizagdo de actina, importante evento para o inicio da formacdo do fagossoma e a
completa internalizagéo da particula. Por outro lado, 0 VCdt e a CTX néo alteram a atividade
microbicida e a producdo de espécies reativas do oxigénio por neutrdfilos. Dessa forma,
considerando-se o papel fundamental dessas células na inflamagdo, este estudo amplia os
conhecimentos das a¢des moduladoras da CTX sobre a resposta inflamatdria e, ainda, contribui
para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos nestas agdes, particularmente, a inibi¢do do
processo de fagocitose por neutréfilos.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus, crotoxina, inflamacgdo, neutrofilo, fagocitose,
atividade microbicida.
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IX. ABSTRACT

Previous studies showed that Crotalus durissus terrificus snake venom (CdtV) has long-
lasting anti-inflammatory properties and inhibits the spreading and the phagocytic activity of
peritoneal macrophages. Crotoxin (CTX), the main component of CdtV, is responsible for these
effects. In addition, CdtV inhibits, in vitro and in vivo, the phagocytic activity of neutrophils,
but the component of the venom responsible for this effect was not identified. In this way, the
aim of this study was to investigate the CdtV component responsible for the inhibitory effect on
phagocytosis by neutrophils, as well as to investigate possible mechanisms involved on this
effect. Besides, the aim of this study was also to investigate the effect of CdtV and CTX on the
microbicidal activity and the production of reactive oxygen species by neutrophils. Initialy, it
was avaliated the in vitro effect of the three peaks of CdtV, obtained during CTX purification
(peak I, peak Il that corresponds to CTX and peak Il1), on phagocytosis by neutrophils. The
incubation of the cells with CTX, peak | or peak Ill, at different concentrations (0.02, 0.04,
0.08, 0.16 or 0.32 pg/mL), showed that just peak Il inhibited this activity, so CTX is the CdtV
component responsible for the inhibitory effect on phagocytosis by neutrophils. Once realized
this identification, it was investigated the in vivo effect of CTX on the same neutrophil function.
Treating animals with CTX (0.1 mg/kg), 2 hours, 1, 4 or 14 days before or 1 hour after the
administration of carrageenan inhibited the phagocytic activity of neutrophils, which
demonstrates that this toxin, in addition to the direct effect, has systemic effect on phagocytosis
by neutrophils. These results also show that CTX has a long-lasting inhibitory effect on the
phagocytic activity of these cells. Further, to elucidate possible mechanisms involved on this
inhibitoty effect, immunocytochemical assays was realized to evaluate the reorganization of the
cytoskeleton. The incubation of the neutrophils with CdtV (0.5 pg/mL) or CTX (0.08 pg/mL),
as well as the treatment of the animals with CdtV (0.18 mg/kg) or CTX (0.1 mg/kg), 2 hours
before the carrageenan injection, inhibited the phosphorilation of tyrosine residues and actin
polymerization. Regarding the effect of CdtV and CTX in other neutrophil function, it was
investigated, in vitro and in vivo, the microbicidal activity and the production of reactive
oxygen species by neutrophils. The incubation of the cells with CdtV (0.125, 0.25, 0.5, 1.0 or
2.0 pg/mL) or CTX (0.02, 0.04, 0.08, 0.16 or 0.32 pg/mL), as well as the treatment of the
animals with CdtV (0.18 mg/kg) or CTX (0.1 mg/kg), 2 hours before the carragennan injection,
did not alter the microbicidal activity or the production of superoxide, hydrogen peroxide and
hypochlorous acid. In conclusion, CTX is the CdtV component responsible for the inhibitory
effect on phagocytosis by neutrophils and a mechanism involved on this effect is the inhibition
of phosphorilation of signaling proteins and the consequent actin polymerization, an important
event for the phagosome formation and the complete internalization of the particle. On the other
hand, CdtV and CTX did not alter the microbicidal activity or the production of reactive oxygen
species. Thus, considering the essential role of these cells in inflammation, this study extends
the knowledge of the actions of CTX on modulating the inflammatory response and also
contributes to the elucidation of the mechanisms involved in these actions, particularly the
inhibition of phagocytosis by neutrophils.

Key-words: Crotalus durissus terrificus, crotoxin, inflammation, neutrophil, phagocytosis,
microbicidal activity.
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