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Efeitos das microcistinas sobre funções de neutrófilos 

 

RESUMO 

Microcistinas (MCs) são heptapeptídeos cíclicos produzidos por 
cianobactérias e possuem potente hepatotoxicidade e atividade promotora de tumor. 
Em intoxicações agudas induzidas por MCs ocorre infiltração leucocitária no foco 
inflamatório. Embora os mecanismos de hepatotoxicidade não são claros, o 
recrutamento de neutrófilos no fígado pode contribuir ao dano tecidual e 
desenvolvimento tumoral causados por xenobióticos. O objetivo dessa tese foi 
investigar os efeitos de três estruturalmente distintas MCs (MC-LA, MC-YR e MC-
LR) nas seguintes funções de neutrófilos: síntese e expressão de moléculas de 
adesão, rolamento, adesão, migração e liberação de citocinas e de ROS. Nos 
ensaios de migração em bolsa de ar, as três MCs induziram similarmente a migração 
de leucócitos in vivo em tecido subcutâneo de ratos e diferencialmente a secreção 
de citocinas pró-inflamatórias (CINC, IL-1β, TNF-α, VEGF-α e MIP) no exsudato. 

Concentrações elevadas de CINC-2α foram encontradas nos exsudatos 
inflamatórios de animais após injeção de MC-LA, MC-LR ou MC-YR. MIP-2 elevou-
se apenas em exsudatos de animais expostos a MC-LR. Não foram observadas 
alterações em secreção de IL-1β, TNF-α e VEGF-α. Estudos de microscopia 
intravital mostraram que apenas a aplicação tópica de MC-LR reforçou o rolamento e 
a adesão de leucócitos no endotélio de vênulas mesentéricas pós-capilares. Esses 
últimos resultados podem ser dependentes de aumento e expressão da síntese da 
L-selectina e β2-integrina nos neutrófilos, tal como avaliado por FACS e PCR-RT, 
respectivamente. Adicionalmente, em ensaios em câmara de Boyden in vitro, as três 
MCs promoveram locomoção direta de neutrófilos e aumentaram a migração dessas 
células em resposta ao fMLP, além do aumento de cálcio intracelular observado por 
microscopia confocal. Os efeitos das MC-LA, MC-YR e MC-LR em neutrófilos 
humanos e de ratos tiveram o mesmo padrão de resposta. A análise de viabilidade 
celular, fragmentação de DNA, despolarização de membrana mitocondrial e 
liberação de ROS intracelulares foram avaliadas pela técnica de FACS. A 
concentração de ROS extracelular foi medida por quimiluminescência amplificada 
por lucigenina. A produção de citocinas em células tratadas foram determinadas por 

ELISA. Observamos aumento da liberação de IL-8, CINC-2α e da concentração de 
ROS extracelular por neutrófilos humanos e de ratos pela exposição dessas células 
com as MCs. Os resultados aqui obtidos mostram o efeito pró-inflamatório direto das 
MC-LA, MC-YR e MC-LR. A possibilidade de os neutrófilos migrarem e responderem 
localmente a MCs contribui para a toxicidade destas toxinas 
 

Palavras chave: microcistinas, neutrófilos, migração, espécies reativas de oxigênio, 

moléculas de adesão. 
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Effects of microcystins on functions of neutrophils 

 

ABSTRACT 

Microcystins (MCs) are a family of heptapeptide toxins produced by some 
genera of Cyanobacteria. MCs have potent hepatotoxicity and tumor-promoting 
activity. Leukocyte infiltration in the liver was observed in MC-induced acute 
intoxication. Although the mechanisms of hepatotoxicity induced by MCs are still 
unclear, neutrophil infiltration in the liver may play an important role in triggering toxic 
injury and tumor development. The purpose of this thesis was to investigate the 
effects of three structurally distinct MCs (MC-LA, MC-YR and MC-LR) in the 
neutrophil’ functions: synthesis and expression of adhesion molecules, rolling, 
adhesion, migration and release of cytokines and ROS. In migration assays of the air 
pouch, the three MCs similarly induced the migration of leukocytes in vivo in 
subcutaneous tissue of rats and differentially the secretion of pro-inflammatory 

cytokines (CINC-2α, IL-1β, TNF-α, VEGF-α and MIP-2) in exudates. Elevated 

concentrations of CINC-2α were found in the inflamed exudates from animals 
injected with MC-LA, MC-LR or MC-YR, although MIP-2 was only detected in the 
exudates from animals injected with MC-LR. There were no changes in the secretion 
of IL-1β, TNF-α and VEGF-α. Intravital microscopic studies showed that topical 
application of MC-LR enhanced the numbers of rolling and adhered leukocytes in the 
endothelium of postcapillary mesenteric venules. The latter effects may be 
dependent upon induction of the synthesis and expression of L-selectin and β2-
integrin in neutrophils, as assessed by flow cytometry and RT-PCR, respectively. 
Conversely, the three toxins promoted direct locomotion of neutrophils and enhanced 
their migration in response to fMLP, as measured by Boyden chamber assays, and 
increased intracellular calcium, a messenger in the chemotaxic process. The effects 
of MC-LA, MC-YR and MC-LR in human neutrophils and mice had the same pattern 
of response. The analyses of cell viability, DNA fragmentation, mitochondrial 
membrane depolarization of and release of intracellular ROS were evaluated by the 
technique of FACS. Extracellular ROS content was measured by lucigenin-amplified 
chemiluminescence, and cytokines were determined by ELISA. We found that these 
MCs increased interleukin-8 (IL-8), cytokine-induced neutrophil chemoattractant-2αβ 
(CINC-2αβ) and extracellular ROS levels in human and rat neutrophils. In conclusion, 
our results showed that MCs act on specific pathways of neutrophil recruitment, 
indicating their potential effect on neutrophils activation. This process can 
significantly contribute to the pathogenesis of hepatic damage due to generation of 
ROS by neutrophils as well as act on hepatocytes under such conditions and 
potentially increase injury processes induced by MCs. 
 
Key words: microcystins, neutrophils, migration, reactive oxygen species, molecules 

of adhesion. 
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1. INTRODUÇÃO 

A ocorrência de florações de cianobactérias em reservatórios utilizados para 

abastecimento público contendo microcistinas (MCs) tem sido muito freqüente e tem 

prejudicado os usos múltiplos das águas. As MCs, heptapeptídeos cíclicos 

produzidos por alguns gêneros de cianobactérias, têm potente hepatotoxicidade e 

potencial para promover tumores.  Em 2004, o Ministério da Saúde passou a exigir 

dos órgãos competentes e responsáveis pelo tratamento e fornecimento de água, a 

monitorização de cianobactérias e algumas cianotoxinas (MCs, cilindrospermopsina 

(CYN) e saxitoxina (SAX)), pois sabe-se que essas toxinas não são eliminadas nos 

procedimentos convencionais usados em estações de tratamento de água. 

As MCs são potentes hepatotoxinas, e casos de exposição de humanos e 

animais em alguns países, e inclusive no Brasil, já foram relatados. Os estudos 

histológicos de amostras de fígado de seres humanos e de animais intoxicados 

agudamente a essas toxinas revelam intensa infiltração de neutrófilos no foco 

inflamatório. O nosso trabalho anterior mostrou que a MC-LR tem capacidade de 

alterar algumas funções de neutrófilos in vitro, como a migração, a fagocitose e 

morte de Candida albicans e a liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS). 

A compreensão dos mecanismos de ação das MCs é importante para 

promover uma abordagem de intervenção terapêutica em casos de intoxicação por 

essas toxinas. Os resultados obtidos nesses três anos e 4 meses de doutorado 

mostraram o fato relevante de que as MC-LA, MC-YR e MC-LR induzem migração 

de neutrófilos in vivo e in vitro e que esses leucócitos podem representar uma fonte 

a mais de dano tecidual. Essa sugestão está embasada na ativação de neutrófilos 

por essas MCs, gerando citocinas e ROS, que são compostos pró-inflamatórios que 

danificam tecidos, sugerindo que a presença de neutrófilos no fígado como um 

possível mecanismo adicional de hepatotoxicidade das MCs. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. CIANOBACTÉRIAS E CIANOTOXINAS 

As cianobactérias são um grupo de procariontes fotossintetizantes gram-

negativos amplamente difundidos devido a sua capacidade de realizar fotossíntese, 

tanto aeróbica como anaerobicamente [Lee, 1991]. Ecologicamente são importantes 

como constituintes do plâncton marinho ou dulcícola, ocupando a posição de 

produtores primários nas cadeias alimentares [Cardozo et al., 2007]. São 

encontradas tanto em água doce como salobra e marinha; além de fontes termais, 

geleiras e solos de desertos [Codd et al., 2005; Wiegand e Pflugmacher, 2005]. 

Em ambientes não-impactados normalmente as cianobactérias não causam 

problemas em razão da dinâmica dos ecossistemas. Porém, a atividade 

antropogênica pode promover a chamada eutrofização artificial, que é o aumento das 

concentrações de nutrientes - principalmente fósforo e nitrogênio - nas bacias 

hidrográficas pela poluição, e provocar o crescimento acelerado de cianobactérias, 

definido como floração [Codd, 2000; Wiegand e Pflugmacher, 2005]. 

A floração de cianobactérias em reservatórios de água pode trazer sérios 

problemas à saúde pública e ao meio ambiente [Codd et al., 2005; Bittencout-

Oliveira e Molica, 2003]. Esta não se restringe a locais específicos, prova disso é a 

diversidade de países nos quais sua presença tem sido documentada [Carmichael, 

2008]. A duração e o período da estação da floração de cianobactérias dependem 

muito das condições climáticas da região. Em zonas temperadas, as florações de 

cianobactéria são mais proeminentes durante o final do verão e início do outono e 

pode durar de 2 a 4 meses. Em regiões com climas subtropical ou mediterrâneo, os 

períodos de floração podem iniciar mais cedo e persistir por mais tempo. Na França 

as florações podem ocorrer por 4 meses, e no Japão, Portugal, Espanha e África do 

Sul por 6 meses ou mais. Em anos de seca em áreas de clima tropical ou subtropical 

da China, Brasil e Austrália, as florações de cianobactérias podem ocorrer quase o 

ano todo [Chorus e Bartram, 2003; van Apeldoorn et al., 2007]. Esses eventos 

alteram o gosto e o odor da água (em razão da presença de geosmina e 2-

metilisoborneol) e o equilíbrio ecológico do ecossistema aquático, além da 

problemática de algumas cianobactérias poderem também produzir toxinas – as 

cianotoxinas – e assim gerar as denominadas florações tóxicas [Skulberg, 2000; 

Sinclair et al., 2008]. 
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Entre os principais gêneros de cianobactérias produtores de toxinas estão: 

Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nodularia, 

Nostoc e Oscillatoria (conhecida também como Planktothrix) [Bittencourt-Oliveira et 

al., 2005; Botana, 2007]. 

As cianotoxinas são consideradas produtos do metabolismo secundário das 

cianobactérias e podem permanecer no interior da célula ou serem liberadas para o 

meio. A função desses compostos na natureza não está clara. Existe uma hipótese 

de que teriam a finalidade de conferir vantagens na competição (alelopatia) com 

outras cianobactérias e microalgas (o que explicaria o domínio das espécies tóxicas 

em ambientes eutrofizados), ou na defesa, já que essas toxinas inibem a predação 

desses microrganismos pelo zooplâncton [Lee, 1991; Carmichael, 1992; Chorus e 

Bartram, 2003]. 

Esses metabólitos secundários tóxicos a mamíferos incluem microcistinas 

(MCs), cilindrospermopsinas (CYNs), saxitoxina (SAX) e seus análogos, nodularinas, 

anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(s), aplisiatoxina e lingbiatoxina. 

Recentemente foi sugerido que a β-metilamino alanina (BMAA) pode ser uma nova 

toxina de cianobactéria [Cox et al., 2005; Humpage, 2008]. Essas toxinas podem 

causar efeito deletério em tecidos e células de animais. Seus mecanismos de ação 

são diversos, podendo ser hepatotóxicas, neurotóxicas, dermatotóxicas, promotoras 

de inibição da síntese de proteínas ou produtoras de alteração no sistema imune 

[Quilliam, 1999; Humpage, 2008). As cianotoxinas mais estudadas, suas estruturas 

químicas gerais e mecanismos de toxicidade são apresentadas na tabela 1. 
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Tabela 1. Toxinas de culturas axênicas de cianobactérias de água doce ou salobra. 
 

 Toxinas Estrutura molecular Modo de toxicidade 

 

Hepatotoxinas 

Microcistinas 

 

(Heptapeptídeo cíclico) 

 

Promotor de tumor, 
inibidor de fosfatases 
[Mackintosh et al., 1990]. 

Nodularinas 

 

(Pentapeptídeo cíclico) 

 

Promotor de tumor, 
inibidor de fosfatases 

[Ueno et al., 1996]. 

Cilindrospermopsinas 
 

 
(Alcalóide) 

Inibidor de síntese 
proteica [Sverck e Smith, 

2004] 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neurotoxinas 

 

 

 

 

 

 

 

 

Saxitoxina e seus 
análogos 

 

(Alcalóide) 

Bloqueiam a geração e 
propagação de 
potenciais de ação dos 
neurônios e fibras de 
músculos esquelético e 
cardíaco. Esse bloqueio 
da transmissão nervosa 
induz paralisia muscular 
[Humpage, 2008]. 

Anatoxina-a 

 

(Alcalóide) Potentes agonistas 
nicotínico da acetilcolina 

[Osswald et al., 2007] 

Homoanatoxina 

 

(Alcalóide) 

Anatoxina-a(s) 

 

 

Organofosforado natural 
que age como inibidor 

irreversível da 
acetilcolinesterase (“s” 

de salivação) [van 

Apeldoorn et al., 2007] 
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(Éster metílico) 

 

 

 Toxinas Estrutura molecular Modo de toxicidade 

Dermatotoxinas 

Aplisiatoxina 

 

(Bilactona fenólica) 

 

Causam dermatite [van 

Apeldoorn et al., 2007]. 

 

Lingbiatoxina-a 

 

(Alcalóide indólico) 

Causam dermatite e 
severa inflamação 

gastrintestinal [Osborne et 

al., 2001]. 

 

O primeiro relato de morte de animais causada por floração de cianobactérias 

ocorreu em 1878, no sul da Austrália, onde ovelhas, cavalos e cães foram 

intoxicados após beberem água de um lago eutrofizado [Sinclair et al., 2008]. 

Existem alguns exemplos na literatura que demonstram efeitos adversos à saúde 

pública provocados pela ingestão de cianotoxinas. A maioria destes casos foi 

observada após a aplicação de sulfato de cobre em águas com elevada densidade 

fitoplanctônica. Compreensível, pois a aplicação constante do sulfato de cobre 

utilizado para controlar o desenvolvimento das algas e cianobactérias não é 

recomendada porque, quando as cianobactérias morrem, rompem a parede celular, 

liberando as toxinas do seu interior para o meio aquoso. Uma epidemia de gastro e 

hepatoenterite ocasionada por algas ocorreu nos Estados Unidos em 1975, 

atingindo aproximadamente 63% da população conectada ao sistema público de 

abastecimento. A investigação realizada comprovou que a água distribuída à 

população estava isenta de bactérias, vírus patogênicos ou qualquer anormalidade 

química. Contudo, as análises biológicas realizadas demonstraram que o manancial 

continha elevada densidade de cianobactérias flutuando na superfície do corpo de 

água e no interior da massa líquida após a aplicação do sulfato de cobre [Batalha, 

1998]. Outra epidemia de hepatoenterite provocada por cianotoxinas foi constatada 
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na Austrália em 1979. Os sintomas clínicos observados em 140 crianças e 10 

adultos foram danos no fígado, rins, intestinos além de vômitos, dor de cabeça, 

cólica abdominal, perda de sangue, diminuição dos níveis de glicose e perda de 

proteínas e cetonas na urina e desequilíbrio eletrolítico. Essa epidemia foi associada 

com o consumo de água potável de uma reserva contendo floração de 

Cylindrospermopsis raciborskii [Chorus e Bartram, 2003]. No Brasil, uma severa 

epidemia de gastroenterite na região de Paulo Afonso, no Estado da Bahia, foi 

relacionada com a construção da Represa de Itaparica em 1988 [Teixeira et al., 

1993]. De 2000 casos, restritos a áreas com fornecimento de água dessa represa, 

88 resultaram em morte. Na água foram encontradas quase 10000 unidades de 

cianobactérias/mL dos gêneros Anabaena e Microcystis. Outro desastroso incidente 

com cianotoxinas, que também ocorreu no Brasil, relacionou 76 mortes com o uso 

de água contaminada com MCs e CYNs em equipamento de diálise [Jochimsen et 

al., 1998, Carmichael et al. 2001; Azevedo et al. 2002]. 

É descrito que algumas toxinas produzidas por cianobactérias não são 

facilmente removidas por processos convencionais de tratamento de água [Dietrich e 

Hoeger, 2005]. Por essa razão, há grande interesse na regulamentação das 

concentrações de cianotoxinas na água para o consumo humano [Sverck e Smith, 

2004]. Em caso de suspeita de ocorrência de uma floração tóxica, nas estações de 

tratamento de água, é realizado o monitoramento para identificar os gêneros 

envolvidos e sua concentração por mL de água. Em seguida, são realizados 

bioensaios para verificação de toxicidade, além da identificação do tipo de 

cianotoxina presente no manancial envolvido. Depois, diante dos resultados obtidos 

com os processos físico-químicos ou medidas de biodegradação e biorremediação 

realizados para a remoção das toxinas, podem ser tomadas medidas de interdição de 

uma área recreacional ou impedimento de uso como água potável de um ambiente 

impactado por cianotoxinas [Zagatto et al., 1997]. No Brasil, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), por meio da portaria no 1469/00 (21/01/01), passou a 

exigir dos órgãos competentes e responsáveis pelo tratamento e fornecimento de 

água, o controle de toxinas de cianobactérias (MCs, CYNs e SAX). E, em 2004, o 

Ministério da Saúde (MS), por meio da portaria nº. 518 (25/03/04), reformulou e 

revogou a portaria no 1469/00, que passou a exigir procedimentos e 

responsabilidades relativos ao controle e vigilância da qualidade da água para 
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consumo humano, e seu padrão de potalidade, obrigando o monitoramento de 

cianobactérias e cianotoxinas. A tabela 2 mostra os valores máximos permitidos para 

toxinas de cianobactérias em água potável. 

 

Tabela 2. Valores do limite máximo permitido para toxinas de cianobactérias em 

água potável estabelecidos pela Portaria nº. 518 (25/03/04) do MS, para padrão de 

potabilidade da água para consumo humano. 

 

TOXINAS 
LIMITE MÁXIMO 

PERMITIDO (µg/L) 

 
MICROCISTINAS 

 
1 

 
CILINDROSPERMOPSINAS 

 
15* 

 
SAXITOXINA  

 
3* 

 

 

 

Foram observados acumulações de cianotoxinas em moluscos bivalves e 

peixes de água doce, quando ocorrem florações de cianobactérias tóxicas onde 

esses animais habitam ou estão sendo cultivados foram observados, o que pode ser 

um risco, impondo que o monitoramento dos produtos de aqüicultura também 

deveria ser estabelecido [Ibelings e Chorus, 2007]. 

 

2.2 MICROCISTINAS 

2.2.1 Estruturas químicas e propriedades 

As MCs pertencem a um grupo de no mínimo 80 variantes baseadas na 

estrutura de um heptapeptídeo cíclico, com peso molecular entre 900 e 1100 

Daltons. Suas estruturas químicas são formadas por cinco aminoácidos (aa) 

praticamente invariáveis: D-alanina (posição 1), ácido D-metilaspártico (posição 3), 

ADDA (ácido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-dienóico) (posição 5), ácido 

D-glutâmico (Glu) (posição 6), e N-metildehidroalanina (Mdha) (posição 7) [US EPA, 

2006; van Apeldoorn et al., 2007] (Figura 1). Todas as variantes estruturais tóxicas 

das MCs contêm um único aa hidrofóbico, o ADDA. A MC-LR é a MC mais estudada, 

e tem uma leucina (Leu) e uma arginina (Arg) nas duas posições hiper-variáveis na 
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estrutura do anel (R1 e R2, respectivamente, na Figura 1). A substituição de outros 

aas nesses sítios, ou a desmetilação de resíduos em outros sítios, leva a vasta 

variabilidade estrutural [US EPA, 2006]. Essas toxinas são produzidas por uma 

grande variedade de cianobactérias incluindo Microcystis aeruginosa, M. viridis, M. 

ichthyoblabe, M. botrys, Planktothrix argardhii, P. rubescens, P. mougeotii, 

Anabaena flos-aquae, A. circinalis, A. lemmermannii, Nostoc spp. e Snowella 

lacustris [van Apeldoorn et al., 2007]. 
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Figura 1. Estrutura molecular geral das MCs. Resíduos dos aminoácidos específicos 

(R1 e R2) das diferentes variantes de MCs (LA, YR e LR). 

 

Poucas informações das propriedades química e físicas das MCs são 

descritas. As MCs não são voláteis e geralmente completamente solúveis em água, 

metanol e etanol, e insolúveis em acetona, clorofórmio e benzeno [Duy et al., 2000]. 

Estudos mostram que as MCs são estáveis em águas de reservatórios no mínimo 

durante uma semana, mas por um período mais longo em água deioniozada ou 

destilada. A luz ultra-violeta próxima da máxima de absorção (280 nm) de MC-LR e 

MC-RR decompõe rapidamente estas MCs [van Alperdoorn et al., 2007]. 

Revisão de literatura 



30 

 

 

 

 

2.2.2 Toxicocinética 

A intoxicação por MCs envolve principalmente as seguintes rotas de 

exposição: (i) pelo consumo de água, alimento ou suplemento alimentar 

contaminados pelas MCs, especialmente se são usadas as superfícies dos corpos 

de água; (ii) durante o uso recreacional de corpos de água, o qual pode conter um 

grande desenvolvimento de cianobactérias; (iii) por hemodiálise se a água usada no 

preparo da solução de diálise não for purificada adequadamente [Dittmann e 

Wiegang, 2006; van Apeldoorn et al., 2007]. 

Apesar de a principal via de exposição ser a oral, a maioria dos estudos de 

toxicocinética das MCs é primariamente focada em exposição pela via intra-peritonial 

(i.p.) ou intra-venosa (i.v.) [US EPA 2006]. Não há dados na literatura sobre 

absorção, metabolismo ou eliminação de MCs após exposição por via oral ou 

inalatória em seres humanos ou animais in vivo. 

A distribuição de MCs é limitada devido à baixa capacidade dessas toxinas de 

atravessar membranas celulares. Estudos realizados com animais de laboratório, por 

administração de MC por i.v. ou i.p., demonstraram que o fígado é o órgão alvo 

primário para toxicidade das MCs. As MCs chegam ao fígado por um sistema de 

transporte ativo multi-específico de ácidos biliares. Isso requer a captação da MC 

através da membrana plasmástica dos sinusóides de hepatócitos [Eriksson et al., 

1990, Hermansky et al., 1990]. Foi identificado que os polipeptídeos transportadores 

de ânions biológicos (OATPs) Oatp1b2, OATP1B1 e OATP1B3 são transportadores 

de MC-LR em hepatócitos de ratos e de seres humanos [Fischer et al., 2005; Lu et 

al., 2008]. Esses OATPs compreendem uma família de transportadores exibindo 

ampla distribuição e vários substratos, além de exibir uma função importante na 

distribuição e toxicidade de fármacos [Evers e Chu, 2008]. Uma vez dentro da célula, 

as MCs se ligam covalentemente a proteínas citosólicas (enzimas fosfatases 1 e 

2A), resultando em retenção no fígado. Camundongos tratados por via i.p. com [3H]-

MC-LR mostraram que o tempo de meia vida (T1/2) no plasma foi de 29 minutos e de 

42 minutos por administração via i.v. [Chorus e Bartram, 2003]. Da dose injetada 

(101 µg/Kg de peso corpóreo (p.c.)), 56 % foram encontradas no fígado, 7 % no 

intestino e 0,9 % nos rins, enquanto o coração, baço, pulmões e músculo 

esquelético tiveram menos de 1% da MC-LR radiomarcada. 

Revisão de literatura 



31 

 

 

 

O metabolismo hepático da MC-LR foi estudado após injeção por via i.p. em 

camundongos e ratos [Kondo et al., 1996]. Esse estudo mostrou que essa MC e 

seus metabólitos são excretados tanto como conjugados com glutationa, como com 

cisteína ou como um dieno do a.a. ADDA oxidado, os quais são eliminados 

rapidamente do corpo por excreção biliar [Chorus e Bartram, 2003]. 

 

2.2.3 Toxicodinâmica. 

 Muitos estudos de mecanismos de ação têm sido conduzidos para 

caracterizarem os aspectos toxicológicos das MCs, mas ainda não estão totalmente 

elucidados. Esses estudos, que incluem investigações in vivo em animais, estudos in 

situ em sistemas de órgão isolados, e ensaios in vitro com preparações de células 

isoladas, sugerem que a inibição de proteínas fosfatases (PPs) e o estresse 

oxidativo são importantes eventos moleculares de toxicidade por MCs [Chorus e 

Bartram, 2003; US EPA., 2006]. 

 

2.2.3.1 Inibição de Proteínas Fosfatases. 

A MC-LR é um inibidor das PPs serina/ treonina 1 e 2A tanto in vitro 

[Honkanen et al., 1990; Mackintosh et al., 1990] quanto in vivo [Runnegar et al., 

1995], com CI50 de 0,1 – 1 nM [Mackintosh et al., 1990]. As PPs têm uma função 

importante na manutenção da homeostase celular e a inibição dessas enzimas 

resulta na fosforilação aumentada de várias proteínas envolvidas na regulação do 

ciclo celular. 

A inibição da atividade das PPs pelas MCs é resultado de uma interação não-

covalente inicial, mediada pelo Adda hidrofóbico da MC com a parte apolar do 

triptofano (Trp)-208 e isoleucina (Ile)-130 da enzima. Foi demonstrado também uma 

interação do grupamento carbonila do Glu da MC com um íon metálico (ferro ou 

manganês), além da ligação do aa Leu da MC com a tirosina (Tyr)-272 no sítio 

catalítico da PP1. Uma interação adicional é a ligação covalente do ,-carbonila 

insaturado do resíduo de metildeidroalanina (Mdha) da MC com o grupamento tiol da 

cisteína (Cys)-273 da PP1 (Cys-266 na PP2A) [Dawson, 1998; US EPA, 2006] 

(figura 2). 
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Figura 2. Representação esquemática das interações entre MC-LR e o sítio 

catalítico da proteína fosfatase-1 (PP-1) [adaptado de US EPA, 2006]. Tyr: tirosina; 

Cys: cisteína; Ile: isoleucina; Trp: triptofano; Glu: ácido glutâmico; Adda: ácido 3-

amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-dienóico; Arg: arginina; MeAsp: ácido 

metilaspártico; Leu: leucina; Ala: alanina; MDha: metildehidroalanina. 

 

A inibição de PPs tem efeitos dualistas nas células expostas às MC-LR, 

resultando tanto em aumento de apoptose, quanto em proliferação celular. A 

apoptose observada em altas doses (≥ 32 µg/kg in vivo; ≥ 10 nM in vitro) é um 

resultado de hipóxia causada por obstrução do fluxo sangüíneo para os tecidos 

hepáticos. Já em baixas doses (≤ 20 µg/kg in vivo; ≤ 1 nM in vitro), é possível que a 

promoção de tumor observada seja pela ativação da via de sinalização de proteínas 

quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), a qual estimula o aumento da 

fosforilação de proteínas-alvo, tais como proteínas supressoras de tumor, pode levar 

a proliferação celular e a processos carcinogênicos [Toivola e Eriksson, 1999; 

Gehringer et al., 2004; Fu et al., 2005]. Porém, não está comprovado se na 

exposição crônica, à baixas concentrações de MCs, as PPs sejam inibidas em seres 

humanos. Com respeito a possibilidade da ação das MCs na promoção de tumor, 
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mais estudos são necessários para estabelecer a dose efetiva relacionada à indução 

de nódulo hepático, usando várias vias de administração [US EPA, 2006]. 

2.2.3.2 Estresse Oxidativo 

Além da inibição de PPs 1 e 2A, estudos sugerem que o estresse oxidativo 

também tem importância na toxicidade das MCs [Guzman e Solter, 1999; Ding et al., 

2000; Ding et al., 2001; Zegura et al., 2004; Bouaïcha e Maatouk, 2004; Sicinska et 

al., 2006; Wei et al., 2008]. Essas toxinas induzem a formação de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), as quais incluem radicais superóxido, hidroxila e radicais de 

compostos orgânicos celulares, causando peroxidação de lipídeos e oxidação de 

proteínas e de DNA. Estudos mostraram que a geração de ROS está relacionada ao 

dano hepático induzido por MC-LR [Bouaïcha e Maatouk, 2004; Ding et al., 2001; 

Wei et al., 2008]. A MC-LR induz a produção de ROS e alteração na concentração 

intracelular de glutationa em cultura primária de hepatócitos de ratos [Bouaïcha e 

Maatouk, 2004]. 

A formação de ROS tem uma função importante no rompimento da 

organização do citoesqueleto e conseqüente hepatotoxicidade [Ding et al., 2001]. As 

MCs aumentam o estresse oxidativo levando à morte celular porque além dessas 

hepatotoxinas exaurirem glutationa, levando ao dano oxidativo e morte celular, elas 

podem aumentar a produção de ROS pela ruptura da cadeia de transporte de 

elétrons mitocondrial. Essa ruptura leva à transição de permeabilidade de membrana 

e, conseqüentemente, à ativação de calpaína e proteína quinase II dependente de 

calmodulina/íons cálcio, resultando assim em apoptose de hepatócitos [Ding e Ong, 

2003]. Algumas informações recentes mostraram que o estresse oxidativo gerado 

pela MC-LR pode estimular a ativação sustentada de JNK (proteína quinase de N 

terminal c-Jun), a qual, por sua vez, induz em hepatócitos apoptose dependente de 

mitocôndria via fator de transcrição ativador de proteína 1 (AP-1) e via proteína pró-

apoptótica Bid, e dano hepático oxidativo [Wei et al., 2008]. 

O pré-tratamento com antioxidantes, como vitaminas C e E, silimarina e 

glutationa, atenua a apoptose de hepatócitos e os danos hepáticos causados por 

MC-LR [Mereish et al., 1991; Gehringer et al., 2004; Hermansky et al., 1991; Weng 

et al., 2007], o que confirma que o estresse oxidativo também pode contribuir para a 

toxicidade aguda induzida por MCs. 
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O estresse oxidativo gerado pelas MCs também induz degradação oxidativa 

de DNA [Zegura et al., 2004; Maatouk et al., 2004; Dittmann e Wiegang, 2006]. A 

fragmentação de DNA pode ser iniciada com a oxidação de purinas que não são 

reparadas posteriormente, e assim provoca a quebra da fita de DNA. Além disso, a 

oxidação de DNA resulta na formação de 8-oxo-7,8-dihidro-2,-desoxiguanosina (8-

OhdG), que é um importante marcador de dano oxidativo. Esse aduto de bases 

nitrogenadas foi detectado em hepatócitos de ratos tratados com MC-LR in vitro e in 

vivo [Maatouk et al., 2004], enquanto o tratamento com MC-LR induziu dano ao DNA 

em células de hepatoma humano HepG2 [Zegura et al., 2004]. Acredita-se que a 

exposição crônica a MC-LR pode causar genotoxicidade e carcinogenicidade 

mediada por ROS [Dittmann e Wiegang, 2006; US EPA, 2006]. 

 

2.2.4 Toxicidade 

O aspecto de intoxicação aguda pela exposição à MCs foi estudado tanto in 

vitro quanto in vivo [Miura et al., 1989; Pace et al., 1991; Rao et al., 1995; Wickstrom 

et al., 1996]. Foi observado que a DL50 pela via i.p. em camundongos varia de 50 – 

60 µg de MC-LR/Kg de p.c., e é semelhante à das MC-LA, MC-YR e MC-YM. Já a 

da MC-RR é aproximadamente dez vezes maior. Entretanto, devido às diferenças de 

lipofilicidade e polaridade entre as variantes de MCs, a DL50 pela via i.p. não pode 

predizer a toxicidade após administração oral. Como exemplo, um estudo de 

toxicidade aguda oral mostrou que a DL50 da MC-LR por essa via em ratos é maior 

do que 5000 µg/Kg de p.c. [Chorus e Bartram, 2003]. 

Após administração da dose letal média por via i.p. e i.v. de MCs em 

camundongos, o dano hepático severo é caracterizado por: desorganização de 

citoesqueleto, peroxidação lipídica, perda de integridade de membrana, 

fragmentação de DNA, apoptose, dilaceração celular, necrose e sangramento intra-

hepático, os quais podem levar à morte do animal por choque hipovolêmico [Miura et 

al., 1989; Mackintosh et al., 1990, Thompson e Pace, 1992, Wickstrom et al., 1995, 

Rao et al., 1996, Fischer et al., 2000, Gupta et al., 2003; Zegura et al., 2003]. Além 

disso, essas hepatotoxinas são potentes promotoras de tumor [Ito et al., 1997]. 

As conseqüências da exposição crônica a baixas concentrações de MCs são 

discutíveis, pois os mecanismos envolvidos na acumulação, na biotransformação e 

na eliminação dessas toxinas ainda não foram totalmente elucidados. Porém, o 
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principal problema levantado é a capacidade de promoção de tumor desses 

heptapeptídeos ciclícos. Estudos epidemiológicos encontraram a correlação entre a 

alta incidência de câncer de fígado primário na China e o uso de água superficial 

não tratada como fonte de água de consumo (contaminadas por MCs) [Ueno et a.l, 

1996; Harada et al., 1996; Dawson, 1998]. Em um estudo similar, na Flórida, foi 

encontrado um elevado risco de carcinoma hepatocelular primário em residentes 

próximo de estações de tratamento de água superficial, comparado aos moradores 

de áreas onde a água tratada para consumo era subterrânea [Fleming et al., 2002]. 

Além disso, a intoxicação pode ser originada pela via de bioacumulação em 

organismos aquáticos empregados para consumo humano, principalmente peixes ou 

moluscos criados em água contaminada por cianobactéria, e também vegetais 

irrigados com água contendo cianotoxinas [de Magalhães et al., 2001; Vasconcelos, 

1999; Ibelings e Chorus, 2007]. Nenhum risco de intoxicação para humanos parece 

existir via bioacumulação em gado expostos a cianobactérias, nem em leite nem 

pelo consumo de carne [Codd et al., 1999]. 

Os dois relatos de intoxicações letais atribuídas a cianobactéria em água 

potável ocorreram no Brasil. Em 1988, uma floração de Anabaena e Microcystis na 

Represa de Itaparica, Bahia, foi responsável por 2000 casos de gastrointerites 

resultando em 88 mortes, na maioria de crianças [Teixeira et al., 1993]. O outro 

caso, conhecido mundialmente como “Síndrome de Caruaru”, aconteceu quando um 

foco de insuficiência hepática aguda ocorreu em um centro de hemodiálise em 

Caruaru, Pernambuco. Na clínica 116 dos 131 pacientes apresentaram distúrbios 

visuais, náuseas e vômitos após rotina de tratamento de hemodiálise entre os dias 

13 e 20 de fevereiro de 1996. Posteriormente, cerca de 100 pacientes 

desenvolveram insuficiência hepática aguda, e, destes, 76 morreram. A comparação 

dos resultados dos estudos histopatológicos das amostras de fígado das vítimas 

com os estudos realizados em animais de laboratório levou a conclusão de que o 

principal fator contribuinte para a morte dos doentes em diálise foi a exposição 

intravenosa à MCs (MC-YR, MC-LR e MC-AR). A partir dos valores das 

concentrações no fígado e dos volumes de exposição, estimou-se que 19,5 µg de 

MCs/L estavam presentes na água utilizada para o tratamento de diálise [Jochimsen 

et al., 1998; Pouria et al., 1998; Codd et al., 1999; Carmichael et al., 2001; Azevedo 

et al., 2002]. Os estudos histopatológicos mostraram um quadro uniforme de hepatite 
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tóxica aguda nas amostras das vítimas, apresentando deformidade celular, necrose, 

apoptose, colestase severa, vacuolização citoplasmática, hepatócitos multinucleados 

e infiltração mista de leucócitos, com predomínio de neutrófilos. 

 

2.3 ENVOLVIMENTO DOS NEUTRÓFILOS EM LESÕES TECIDUAIS 

INFLAMATÓRIAS AGUDAS. 

 Traumas teciduais ou estresse excessivo com danos celulares desencadeiam 

uma inflamação aguda com a ativação de macrofágos residentes, células 

exterminadoras naturais (“natural killer cells” - NK) e recrutamento de leucócitos 

polimorfonucleares (neutrófilos) e mononucleares (monócitos e linfócitos) para o foco 

inflamatório. O principal objetivo dessa resposta imune inata é eliminar 

microorganismos invasores e corpos estranhos, remover células danificadas ou 

mortas e preparar o tecido para a regeneração. Por outro lado, há algumas situações 

fisiopatológicas na qual uma resposta inflamatória excessiva causa um dano tecidual 

adicional ou ainda desencadeia falência do órgão, como em endotoxemia, hepatite 

alcóolica e intoxicações agudas por monocrotalina [Jaeschke e Smith, 1997; Copple 

et al., 2003; Jaeschke e Hasegawa,2006]. 

 

2.3.1 Ativação e acumulação de neutrófilos no foco inflamatório. 

 Na inflamação aguda, logo nos estágios iniciais, há acúmulo predominante de 

neutrófilos, enquanto os leucócitos monunucleares são observados nas fases mais 

tardias e nos processos crônicos. A interação desses leucócitos circulantes com o 

endotélio vascular é o passo fundamental para o recrutamento destes para o foco de 

lesão [Farsky et al., 1995]. 

 Em condições normais, os leucócitos circulam no centro da corrente 

sangüínea e os eritrócitos na área mais externa do vaso. Logo nos estágios iniciais 

da resposta inflamatória, a ação de mediadores químicos liberados pelos leucócitos 

circulantes e células endoteliais promove vasodilatação, com conseqüente 

diminuição da velocidade do fluxo sangüíneo e aumento de permeabilidade vascular 

com extravasamento plasmático. Nessa condição, os leucócitos deslizam sobre o 

endotélio vascular e aderem, momentaneamente, à parede do vaso. Esse 

comportamento leucocitário, denominado “roller”, é o passo inicial e fundamental 

para migração leucocitária. Leucócitos “rollers” deslizam sobre o endotélio a uma 
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velocidade menor que o fluxo sangüíneo. Com o progredir da reação, o tempo de 

contato entre as membranas celulares aumenta até que finalmente os leucócitos 

permanecem aderidos à parede do vaso. Uma vez aderidas, as células migram 

através das junções interendoteliais, permanecendo um período de tempo entre o 

endotélio e a membrana basal e movem-se, orientadamente, no interstício em 

direção ao foco da lesão, respondendo a um gradiente de concentração de 

substâncias quimiotáticas geradas ou liberadas no foco de lesão [Adams e Lloyd, 

1997; Niggli, 2003; Kelly et al., 2007]. 

Para ocorrer essa série de eventos de sinalização, aderência e migração, 

moléculas de adesão são requeridas (Figura 3). O contato inicial dos neutrófilos com 

o endotélio é mediado por selectinas e seus ligantes [Bevilacqua e Nelson, 1993; 

Granger e Kubes, 1994]. As selectinas pertencem a uma família de moléculas de 

adesão que são glicoproteínas transmembranas tipo I, dependente de cálcio [Kelly et 

al., 2007]. A função principal das selectinas é promover a captação de leucócitos 

junto aos sítios de inflamação. Sem essas moléculas, o recrutamento das células 

inflamatórias é significantemente diminuído [Arbones et al., 1994; Bullard et al., 

1995; Johnson et al., 1995; Tedder et al., 1995; Bullard, et al., 1996]. Além disso, 

são sinalizadores envolvidos na ativação de leucócitos [Crockett-Torabi, 1998]. 

A família das selectinas é constituída por três membros, a L-selectina (CD62L) 

que se expressa sobre a superfície da maioria dos leucócitos, a P-selectina (CD62P) 

na superfície das plaquetas ativadas e células endoteliais, e a E-selectina (CD62E) 

na superfície das células endoteliais ativadas [Vestweber e Blanks, 1999]. 

O fenômeno de rolamento é um requisito para a subseqüente adesão e 

transmigração, as quais são mediadas pelos membros da família das integrinas 

(como a β2-integrina) e a superfamília das imunoglobulinas (como a molécula de 

adesão intercelular-1 (ICAM-1)) [Mayadas e Cullere, 2005]. As integrinas são 

ativadas por quimiocinas, citocinas quimioatraentes, as quais se ligam a receptores 

expressos em leucócitos. Além disso, muitas quimiocinas também são capazes de 

se ligar aos componentes da matriz extracelular, incluindo glicosaminoglicanas, e 

assim são imobilizadas e apresentadas aos leucócitos. Essa ligação é essencial, 

particularmente em condições de fluxo e promove ativação, adesão e migração de 

leucócitos [Kelly et al., 2007]. 
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Figura 3. Interações celulares e moleculares durante migração de neutrófilos. 

Adaptada de Terheggen-Lagro et al. [2005]. 

 

Entre os fatores quimiotáticos, as quimiocinas são proteínas de baixo peso 

molecular (8-10 kDa), as quais atraem leucócitos da corrente sanguínea para os 

tecidos extravasculares. As citocinas são classificadas em quatro subfamílias, com 

base na presença de cisteínas no grupo amino terminal: CXC, CC, CX3C e C 

[Murphy et al., 2000; Gangur et al., 2002]. Dentre elas, as CXC podem ser 

subclassificadas em CXC Glu - Leu - Arg (ELR)+ e as ELR-, com base na presença 

ou ausência de um tripeptídeo ELR no grupo NH2 terminal. A interleucina-8 (IL-8) 

pertence à subfamília CXC ELR+ [Murphy et al., 2000]. A característica das 

quimiocinas ELR+ é a sua capacidade para recrutar especificamente neutrófilos em 

tecidos inflamados. A acumulação de neutrófilos mediada por quimiocinas em sítios 

de inflamação é um processo seqüencial (rolamento - aderência - transmigração) e 

ocorre como resultado de alterações moleculares na superfície do endotélio em 

resposta a estímulos inflamatórios [Terheggen-Lagro et al., 2005]. 
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2.3.2 Dano tecidual mediado por neutrófilos em inflamação hepática. 

Os neutrófilos contribuem para a lesão hepática em algumas doenças, 

incluindo insuficiência hepática, endotoxemia, septicemia, hepatite por bebidas 

alcoólicas, choque hemorrágico, colestase obstrutiva e lesões hepáticas induzidas 

por alguns xenobióticos [Dorman et al., 2005]. 

O mecanismo básico de fisiopatologia mediada por neutrófilos no fígado 

requer a acumulação de neutrófilos ativados e pré-ativados na vasculatura hepática, 

extravasamento para o parênquima e a citotoxicidade contra hepatócitos [Jaeschke 

e Smith, 1997]. Esse dano a células parênquimais mediado por neutrófilos no fígado 

é iniciado pela ativação e subseqüente acumulação de neutrófilos na vasculatura 

hepática, em particular nos sinusóides hepáticos (Figura 4) [Jaeschke e Hasegawa, 

2006]. 
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Figura 4. Mecanismos propostos de dano hepático mediado por neutrófilos. 

Adaptada de Jaeschke e Hasegawa [2006]. Para maiores detalhes veja o texto. 
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O acúmulo de neutrófilos pode ocorrer na veia porta, sinusóides e vênulas 

pós-sinusoidais, e extravasar de todos estes locais [Wong et al., 1997]. No entanto, a 

migração de neutrófilos a partir dos sinusóides é a mais crítica para lesão hepática 

[Chosay et al., 1997]. O passo inicial é mediado por mediadores inflamatórios, como 

TNF-α, IL-1α ou IL-1β, quimiocinas CXC [por exemplo, IL-8, citocinas, proteína 

inflamatória de macrófago-2 (MIP-2), citocina quimioatraente induzida de neutrófilos 

(CINC)], fatores de complemento ativados (por exemplo, C5a) e fatores de ativação 

de plaquetas (PAF). Se os neutrófilos receberem um desses sinais quimiotáticos do 

parênquima, as células serão extravasadas. Esse processo é dependente de β2-

integrinas nos neutrófilos e de moléculas de adesão celular (ICAM-1 e VCAM-1) nas 

células do endotélio. Durante o processo de extravasamento e subseqüente adesão 

aos hepatócitos, os neutrófilos serão totalmente ativados e formarão ROS [Jaeschke 

et al., 2002]. 

A aderência de neutrófilos às células alvo via Mac-1 (CD11b/CD18) 

desencadeia a formação prolongada de ROS pela NADPH oxidase e desgranulação 

com liberação de mieloperoxidase (MPO) e proteases (Figura 5) [Jaeschke e 

Hasegawa, 2006]. Enquanto as proteases parecem estar mais envolvidas com a 

promoção de citocinas inflamatórias e quimiocinas, o peróxido de hidrogênio e o 

ácido hipocloroso (HOCl) derivado da MPO induz um estresse oxidativo intracelular 

em hepatócitos [Jaeschke et al., 2002]. 
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Figura 5. Esquema da formação de ânions superóxido pela NADPH oxidase e da 

desgranulação com liberação de mieloperoxidase e proteases (Adaptado de Witko-

Sarsat et al., 2000). Para maiores detalhes veja o texto. 

 

Esse estresse oxidativo é iniciado com a formação de ânions superóxido, os 

quais a enzima superóxido dismutase (SOD) espontaneamente dismuta para 

oxigênio e peróxido de hidrogênio que é então usado pela MPO derivada de 

neutrófilos, para gerar HOCl, um potente oxidante, o qual também pode reagir com 

grupos de aminoácidos e formar cloraminas tóxicas. Por outro lado, os grânulos 

azurófilicos contêm um grande número de enzimas proteolíticas (por exemplo, 

elastase, catepsinas e protease-3), e peptídeos microbicidas (defensinas, proteínas 

que aumentam a permeabilidade de bactericidas (BPI), metaloproteinases da matriz 

e lisosimas) [Faurschou e Borregaard, 2003]. Esse processo requer menos de uma 

hora após a transmigração e ataque dos neutrófilos [Jaeschke et al., 1999] e pode 

induzir disfunção mitocondrial em hepatócitos, os quais podem desencadear um 
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estresse oxidativo mitocondrial adicional. Isso pode eventualmente desencadear a 

abertura de poro de transição de permeabilidade mitocondrial e o colapso do 

potencial de membrana mitocondrial em necroses oncóticas [Jaeschke e Hasegawa, 

2006]. 

 

2.3.3 Influência de neutrófilos na toxicidade de microcistinas. 

Os estudos histopatológicos dos tecidos hepáticos obtidos da necrópsia das 

vítimas da “Síndrome de Caruaru” apresentaram quadro de hepatite tóxica aguda, 

sendo observada infiltração leucocitária, com predominância de neutrófilos 

[Jochimsen et al., 1998; Pouria et al., 1998]. Esse recrutamento de neutrófilos deve-

se principalmente ao dano inflamatório hepático, mas há trabalhos que sugerem que 

as MCs também possuem capacidade quimiotáxica para esses leucócitos 

[Hernández et al., 2000; Kujbida et al., 2006]. 

Em 2006 foi sugerido que há a possibilidade de os neutrófilos mediarem 

alguns dos efeitos tóxicos das MCs [US EPA, 2006], pelos resultados obtidos na 

avaliação de alguns efeitos das MC-LR e [Asp3]-MC-LR em neutrófilos humanos in 

vitro [Kujbida et al., 2006]. Observou-se que esses compostos causaram migração 

de neutrófilos numa câmara de quimiotaxia, o que sugere que neutrófilos podem 

migrar da corrente sangüínea para órgãos que concentram MCs, como o fígado [US 

EPA, 2006]. Esse aumento de migração observado complementa os resultados 

publicados anteriormente por Hernández et al. [2000], os quais relatam a 

intensificação de aderência espontânea de neutrófilos humanos em presença de 

MC-LR. Foi revelado ainda que, concentrações, menores que a recomendada pela 

Organização Mundial da Saúde para a presença de MCs em água para consumo 

humano, tem capacidade de modular aderência celular. 

Foi observado também que a MC-LR e [Asp3]-MC-LR aumentaram a 

produção de ROS avaliada por quimiluminescência (amplificada pelo luminol) de 

produtos de desgranulação de neutrófilos e a fagocitose de Candida albicans por 

essas células. Mas somente a MC-LR aumentou a morte intracelular desse fungo 

[Kujbida et al., 2006]. 

Yoshida et al.[2001] observaram a presença de neutrófilos no foco necrótico 

hepático de camundongos expostos a MC-LR (injeção única por via i.p. de 60 µg/kg 

de p.c.), e também sugeriu que esse dano hepatocelular pode ocorrer em 

Revisão de literatura 



43 

 

 

 

associação com a expressão de TNF-α. Essa citocina induz diretamente danos a 

células endoteliais e a células parênquimais vizinhas, induzindo uma resposta que 

pode estar ligada a produção de ROS por mitocôndrias. TNF-α pode também induzir 

danos indiretamente, mediados pelo recrutamento de neutrófilos ativados, os quais 

também podem liberar ROS em grande quantidade no foco inflamatório [Luster et al., 

1999], liberação essa que também foi comprovada por neutrófilos tratados com MCs 

[Kujbida et al., 2006]. 

Além do fígado, foi observado infiltrado de neutrófilos em pulmões de animais 

tratados com MC-LR. Em um estudo realizado para avaliar a toxicidade da MC-LR 

(260 - 265 µg de MC-LC/m3) inalada por camundongos durante 7 dias, observou-se 

além de degeneração e necrose, concentração de neutrófilos no epitélio respiratório 

[Benson et al., 2005]. Outro estudo mostrou infiltração de neutrófilos no parênquima 

pulmonar em camundongos expostos a MC-LR (4 µg/kg de peso corpóreo) por via 

i.p. [Soares et al., 2007]. 

Aqui foram expandidos nossos estudos prévios e investigados os efeitos das 

MC-LA, MC-YR e MC-LR em algumas funções de neutrófilos, com ensaios in vitro, in 

vivo e in sito. 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo geral desse projeto foi estudar a ação das MC-LA, MC-YR e MC-

LR sobre as funções de neutrófilos humanos e de ratos. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 Estudar os efeitos das MC-LA, MC-YR e MC-LR na migração de neutrófilos de 

ratos pelas técnicas: 

 in vivo: avaliação do influxo de leucócitos durante uma resposta 

inflamatória pelo modelo da bolsa de ar e liberação das citocinas CINC-

2αβ, IL-1β, TNF-α, VEGF-α e MIP-2; 

 in sito: avaliação do rolamento e adesão de neutrófilos na 

microcirculação; 

 in vitro: avaliação da síntese de RNAm e expressão das moléculas de 

adesão L-selectina e β2-integrina; 

 in vitro: avaliação da migração de neutrófilos. 

 
 Estudar os efeitos das MC-LA, MC-YR e MC-LR na viabilidade celular e 

ativação de neutrófilos humanos e de ratos (ensaios in vitro): 

 Avaliação da integridade de membrana celular; 

 Avaliação da fragmentação de DNA; 

 Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial; 

 Avaliação da produção de ROS; 

 Avaliação da produção das citocinas IL-8, TNF-α por neutrófilos 

humanos e CINC -2αβ, TNF-α por neutrófilos de ratos. 

 

 Avaliar os efeitos das MC-LA, MC-YR e MC-LR no influxo de cálcio 

intracelular em neutrófilos de ratos; 

 

 Avaliar os efeitos das MC-LA, MC-YR e MC-LR na produção de quimiocinas 

por células de Kupffer e hepatócitos isolados de ratos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 MATERIAL 

4.1.1 Reagentes 

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza. Agentes 

utilizados na anestesia: pentabarbital sódico (Cristália, SP, Brasil), cloridrato de 

xilazina 2% - Calmiun® (Agener União, Embu-Guaçu, Brasil) e cloridrato de cetamina 

0,116 g/mL - Dopalen® (Vetbrands, Jacareí, Brasil). Heparina foi adquirida da Roche 

(Basiléia, Suíça). Anticorpos monoclonais: FITC anti-rato CD18 (β2-integrina) e anti-

rato CD62L (L-selectina) da Pharmingen BD. Trizol, RPMI 1640, soro fetal bovino 

(SFB), colágeno bovino tipo I, penicilina/estreptomicina, Fluo-3AM, hidrocortisona e 

fosfoetalonamina (P/E) foram adquiridos da Invitrogen (Grand Island, NY, Estados 

Unidos). Os primers de Oligo(dT)15, de L-selectina e de β2-integrina, o inibidor de 

ribonuclease, a transcriptase reversa do vírus da leucemia murina de Moloney, a Taq 

DNA polimerase e a mistura de desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP) foram 

adquiridos da Promega (Madison, WI, Estados Unidos). Os kits de ELISA para 

análise de CINC-2αβ, TNF-α (Fator de necrose tumoral-α), MIP-2 (proteína 

inflamatória de macrófagos-2), VEGF-α (fator de crescimento endotelial vascular), IL-

1β (interleucina-1β) e IL-8 foram adquiridas da R&D System (Minneapolis, MN, 

USA). O meio de cultura PFMR-4 com pouco cálcio foi adquirido da Culitlab 

(Campinas, SP, Brasil). O ácido retinóico foi adquirido da MP Biomedicals (Solon, 

OH, Estados Unidos). Ácido sulfúrico, lítio, butanol, xilol, fosfato de potássio 

monobásico, sulfato de magnésio, clorofórmio, etanol, isopropanol, cloreto de sódio, 

cloreto de cálcio, cloreto de magnésio, bicarbonato de sódio, cloreto de cálcio di-

hidratado foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Dextran, histopaque® 

(d = 1,077), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), glicose, acetato de forbol 

miristato (PMA), lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridino), MC-LR, MC-YR, MC-LA, 

HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfônico), estreptomocina, 

penicilina, iodeto de propídeo (IP), citrato de sódio, triton X-100, hidroetidina, 

rodamina 123, tween 20, azida sódica, glicogênio de ostra, fMLP, lipopolissacarídeo 

(LPS), L-glutamina, hematoxicilina, ionomicina A23187, transferrina, extrato de 

pituitária bovina, insulina, triidotirosina (T3), fator de crescimento endotelial, L-

glutamina, fibronectina foram obtidos do Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados 

Unidos). 
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4.1.2 Equipamentos 

Autoclave vertical (mod. 103, FABBE-PRIMA®); balança analítica (mod. 

AG204, Mettler Toledo®); centrífuga de bancada (mod. IV, rotor swing, Incibrás); 

centrífuga refrigerada (Himac CR 20B2 Hitachi®, rotor RPR 20-2); estufa de CO2 com 

controle de temperatura e pressão (mod. CNW300a, Harris); leitor de Elisa (mod. 

SLT, Spectra®); luminômetro (mod. LB 96V, EG&G Berthorld®, para microplaca); 

microscópio óptico (mod. 81186, Nikon); pHmetro (Micronal® B374); FACS Calibur 

(Becton Dickinson® (BD)); vortex Genie 2 (Mod. G560, Scientific Industries, NY, 

USA); termociclador (Eppendorf); banho-maria (mod. TE-054 MAG, Tecnal, Brasil); 

câmara de fluxo laminar, microscópio óptico para microscopia intravital (Carl-Zeiss, 

AxioskopII); câmera de projeção de imagem (ZVS, 3C75DE, Carl-Zeiss), monitor de 

imagens (KS 300, Kontron); programa de análise de imagem (KS300, Carl-Zeiss); 

microscópio confocal de escaneamento a laser (LSM 410, Carl Zeiss, Jena, 

Alemanha); câmara de Neubauer (Optic Labor); agulhas vacutainer (BD); adaptador 

para tubo de coleta de sangue a vácuo (BD); tubo para coleta de sangue a vácuo 

sem anticoagulante (BD); microplacas para luminômetro; microplacas de 24 e 96 

poços estéreis para cultura celular; filtros fluoropore 0,22 µm e de celulose 8 µm 

(Millipore), seringas de plástico de 1 e 10 mL (BD), tubos de plástico de 15 e 50 mL 

tipo Falcon; placas de imunodifusão; cuba de vidro com tampa; lâminas; lamínulas. 

 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Casuística. 

Foram realizados ensaios com três MCs: MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 – 1000 

nM).  

Para a realização dos ensaios foram isolados neutrófilos humanos de doadores 

voluntários saudáveis após aprovação do projeto de pesquisa pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas (FCF) da Universidade 

de São Paulo (USP) (Ofício CEP: 135/2004 – anexo I), e consentimento dos doadores 

(ficha-modelo no anexo II). Foram incluídos neste estudo doadores de sangue 

periférico que não tinham administrado nenhum tipo de medicamento antiinflamatório, 

e nem estavam com qualquer sintoma de doença, até 24 horas antes da coleta. O 

volume coletado foi de 10 mL de cada doador. As coletas foram realizadas no Setor 

de Bioquímica do Laboratório de Análises Clínicas da FCF/USP. 
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Nos ensaios com animais, foram utilizados ratos Wistar machos adultos, de 

aproximadamente 2 meses de idade (180 ± 20 g), saudáveis, provenientes do Biotério 

de Produção e Experimentação da FCF e Instituto de Química da USP (Protocolo de 

aprovação da Comissão de Ética em Experimentação Animal da FCF/USP, nº 

24/2007 – anexo III). Os ratos foram mantidos a 23 ºC em ciclo de luz claro:escuro 

(12:12h). Comida e água foram dadas ad libitum. Em procedimentos que possam 

causar dor, os ratos foram anestesiados por injeção i.p. de pentobarbital sódico (65 

mg/kg) ou 200 – 250 µL de uma solução de cloridrato de cetamina:cloridrato de 

xilazina (2:1). Os procedimentos referentes ao tratamento dos animais seguem as 

regras da Comissão de Ética em Experimentação Animal da FCF/USP. 

Os ensaios com neutrófilos foram realizados em colaboração com a Profa. 

Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky, a Profa. Dra. Ana Campa (ambas do 

Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas – FCF/USP) e o Prof. Rui Curi 

(Departamento de Fisiologia e Biofísica - ICB/USP). Já os isolamentos de 

hepatócitos e células de Kupffer foram realizados em colaboração com a Profa. Dra. 

Ligia Ferreira Gomes (Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas – 

FCF/USP). 

 

4.2.2 Isolamento de neutrófilos de ratos. 

Dois métodos de separação de neutrófilos de ratos foram utilizados, 

dependendo do ensaio a ser realizado. 

Método I: Os neutrófilos foram obtidos após 4 h da injeção i.p. de 10 mL de solução 

de glicogênio de ostra (1 %) em solução tampão fosfato salina (PBS) estéril. Os 

animais foram anestesiados com uma injeção i.p. de 200-250 µL de uma solução 2:1 

de cloridrato de cetamina (0,116 g/mL):cloridrato de xilazina (2%). As células foram 

coletadas por lavagem da cavidade abdominal com 40 mL de PBS estéril [Lagranha 

et al., 2005] após 4 horas da indução com glicogênio de ostra. A suspensão celular 

foi centrifugada a 4 ºC (500 g durante 10 minutos) em 50 mL de PBS. O 

sobrenadante foi ressuspendido com solução de lise (solução de cloreto de amônio 

(0,13 M)) e centrifugado a 4 ºC (500 g durante 10 minutos). O número de células 

viáveis (> 98 %) foi contado com auxílio de câmara de Neubauer, corante Trypan 

Blue e microscópio óptico. 
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Método II: Após os ratos serem anestesiados com uma injeção i.p. de 200-250 µL 

de uma solução 2:1 de cloridrato de cetamina (0,116 g/mL):cloridrato de xilazina 

(2%), foi realizado uma punção cardíaca do sangue total em seringa heparinizada 

(5000 U/mL). A suspensão celular foi centrifugada a 4 ºC (500 g durante 10 minutos) 

em 50 mL de PBS. O precipitado foi ressuspendido com solução de lise (solução de 

cloreto de amônio (0,13 M)) e centrifugado a 4 ºC (500 g, 10 minutos). Após o 

precipitado ser ressuspendido com meio RPMI suplementado com 10% de SFB, o 

número de células viáveis (> 98 %) foi contado com auxílio de câmara de Neubauer, 

corante Trypan Blue e microscópio óptico. 

 

4.2.3 Isolamento de neutrófilos humanos. 

 O sangue periférico (10 mL) de doadores voluntários saudáveis, foram 

coletados a vácuo pelo sistema de Vacutainer® (Beckton Dickinson) com tubo com 

anticoagulante EDTA. Os neutrófilos foram isolados como descrito previamente por 

Boyum [Boyum, 1968], usando um gradiente comercial Ficoll-Hypaque® 

(histopaque). Após a adição cuidadosa do sangue num tubo contendo 10 mL de 

histopaque, o tubo foi centrifugado a 2500 rpm a temperatura ambiente por 20 

minutos. O sobrenadante, rico em células mononucleares foi descartado, e 10 mL de 

dextran 5 % em PBS foram adicionados ao precipitado. O tubo foi homogeneizado e 

mantido por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir a sedimentação de 

eritrócitos. O sobrenadante resultante, rico em granulócitos, foi recuperado, lavado 

com PBS e novamente centrifugado a 2500 rpm, a temperatura ambiente por 5 

minutos. Após, o precipitado foi submetido a tratamento hipotônico com 10 mL de 

água destilada gelada para promover a lise de eritrócitos contaminantes. Após 1 

minuto, a isotonicidade foi reestabelecida pela adição de 5 mL de NaCl 2,7% e 15 

mL de PBS para a nova centrifugação a 2500 rpm a temperatura ambiente por 5 

minutos. O precipitado celular foi ressuspenso em meio de cultura. O número de 

células viáveis (> 98 %) foi contado com auxílio de câmara de Neubauer, corante 

Trypan Blue e microscópio óptico. 

 

4.2.4 Avaliação da migração de leucócitos pelo modelo de bolsa de ar. 

Para avaliar a inflamação, o modelo de cavidade de bolsa de ar induzida no tecido 

subcutâneo dorsal de roedores, via coleta de exsudatos, tem sido empregado [Freire 
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et al., 2003; Carvalho et al., 2005; Costa et al., 2008]. A cavidade da bolsa é 

caracterizada pela neovascularização e infiltração de células residentes, muito 

semelhantes à sinoviais [Sin et al., 1986; Sedgwick e Lees, 1986 a;b]. Foi preparada 

uma bolsa de ar na pele do rato como descrito em Farsky et al. [1997]. Para isso, foi 

insuflado um volume de 20 mL de ar estéril (usando filtros fluoropore, 0,22 m) no 

tecido subcutâneo do tronco dorsal dos ratos anestesiados por injeção i.p. de 

pentobarbital sódico (65 mg/kg). Após 7 dias um volume adicional de 10 mL de ar 

estéril foi insuflado no mesmo local, e no oitavo dia, 1 mL de soluções de MC (1 e 

1000 nM) em PBS estéril foram injetados na bolsa de ar, em condições assépticas e 

no rato anestesiado, como descrito acima. Animais de controle negativo receberam 1 

mL de PBS estéril (veículo das soluções de toxinas e de controle positivo), e os de 

controle positivo receberam fMLP (10 nM) através da mesma via. 

Após 4 horas da injeção de MC, os animais foram mortos por decapitação e o 

exsudato inflamatório foi coletado após lavagem da cavidade da bolsa de ar com 10 

mL de PBS estéril. A suspensão foi centrifugada à 500 g por 10 minutos a - 4 ºC. 

Após isto, as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS. O número de células foi 

determinado usando câmara de Neubauer e microscópio óptico. 

 

4.2.5 Avaliação de citocinas (CINC-2αβ, IL-1β, TNF-α, VEGF-α e MIP-2) 

presentes nos exsudatos obtidos nos ensaios da bolsa de ar. 

Os exsudatos inflamatórios foram coletados e centrifugados no final dos 

ensaios de migração pelo modelo de bolsa de ar. Os sobrenadantes foram 

congelados à -80 ºC. 

A produção de citocinas foi avaliada por ELISA. As determinações de CINC-

2αβ, IL-1β, TNF-α, VEGF-α e MIP-2 foram realizadas através de kits de ELISA, como 

descrito a seguir. 

 

Preparo da Placa: 

1. O anticorpo de captura foi diluído em PBS, na concentração final desejada. Foram 

colocados 100 L do anticorpo diluído por poço, a placa foi coberta e incubada por 

20 horas a temperatura ambiente. 
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2. No dia seguinte, os poços foram aspirados e lavados com tampão de lavagem 

(0,05 % Tween 20 em PBS, pH 7,4) três vezes seguidas. Cada lavagem contendo 

400 L do tampão. Todo o tampão foi removido após a última lavagem. 

3. As placas foram bloqueadas adicionando 300 L de tampão bloqueador (1 % de 

BSA, 5 % de sucrose em PBS com 0,05 % de azida sódica), sendo incubadas a 

temperatura ambiente por 1 hora. 

4. As lavagens e aspirações foram repetidas e as placas foram secas à vácuo. 

 

Procedimento de dosagem: 

1. Quando necessário, a diluição de amostras ou padrões foram preparadas com o 

reagente diluente (0,1 % de BSA, 0,05% Tween 20 em tampão Tris-salina, pH 

7,4), por poço, finalizando 100 L de amostra. As placas foram  cobertas com fita 

adesiva e incubada por 2 horas a temperatura ambiente. 

2. As aspirações e lavagens do passo dois do preparo das placas foram repetidas. 

3. 100 L do anticorpo de detecção diluído no reagente diluente foi adicionado. A 

placa foi coberta novamente com fita adesiva e incubada por duas horas a 

temperatura ambiente. 

4. As aspirações e lavagens do passo 2 do preparo das placas foram repetidas. 

5. 100 L de estreptavidina-HRP (diluída 1:200 no reagente diluente) foi adicionado 

e a placa foi incubada 20 minutos a temperatura ambiente evitando luz direta. 

6. As aspirações e lavagens do passo 2 do preparo das placas foram repetidas. 

7. 100 L da solução substrato em cada poço foi adicionado e incubado durante 20 

minutos a temperatura ambiente evitando luz direta. A solução substrato foi 

preparada diluindo-se o reagente colorido A (peróxido de hidrogênio) e o reagente 

colorido B (tetrametilbenzidina) na proporção 1:1. 

8. 50 L da solução “stop” (ácido sulfúrico, 2 N) foi adicionado em cada poço, 

homogeneizando. 

9. A densidade óptica das placas foram determinada imediatamente a 450/550 nm. 

10. Os resultados foram expressos através da construção de uma curva padrão linear 

com oito pontos, de concentrações conhecidas, conforme orientações do 

fabricante. 
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4.2.6 Avaliação do comportamento de rolamento e aderência de leucócitos pela 

técnica de microscopia intravital. 

O ensaio de microscopia intravital foi realizado como descrito por Farsky et al. 

[1995]. Ratos anestesiados por injeção intraperitoneal de pentobarbital sódico (65 

mg/kg), tiveram o mesentério exteriorizado. Após cirurgia, os animais foram mantidos 

numa tábua especial com temperatura controlada (37 ºC), que inclui uma plataforma 

transparente na qual o tecido a ser trans-iluminado foi posicionado. A preparação foi 

mantida úmida e aquecida por irrigação do tecido com uma solução aquecida a 37 ºC 

de Ringer-Locke (pH 7,2-7,4; cloreto de sódio (154 mM); cloreto de potássio (5,6 

mM); cloreto de cálcio di-hidratado (2 mM); bicarbonato de sódio (6 mM), glicose (5 

mM) e gelatina (1 %)). A razão de fluxo da solução no tecido em exposição foi 

controlada para manter a preparação em contato contínuo com um filme de líquido. 

Vênulas pós-capilares foram expostas topicamente a MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 nM) 

por 10 minutos antes da avaliação. Imagens trans-iluminadas foram obtidas por 

microscopia óptica. As imagens foram capturadas por uma câmera e foram 

transmitidas simultaneamente em um monitor de TV e um computador. 

A interação entre leucócitos e parede dos vasos foi avaliada pela determinação 

do número de leucócitos que rolaram e aderiram na parede da veia capilar (20-30 µm 

de diâmetro, 200 µm de comprimento) do mesentério em intervalos de 10 minutos. 

Três campos foram avaliados em cada animal após a aplicação de 20 µL de MCs (1 

nM) sobre os vasos com auxilio de uma pipeta. Os leucócitos que se movimentaram 

na corrente axial periférica, em contato com o endotélio, foram considerados “rollers”. 

Esses leucócitos moveram-se suficientemente lentos para serem visivelmente 

individualizados e contados quando eles passaram rolando por um ponto selecionado 

num dos lados da veia durante 10 minutos após o tratamento com MC. O número de 

leucócitos que aderiram ao endotélio (pararam na parede da veia) foi determinado no 

mesmo segmento vascular após 10 minutos da adição de cada MC. 

 

4.2.7 Avaliação da síntese de mRNA de moléculas de adesão pelo ensaio de 

PCR-RT. 

Os neutrófilos foram isolados de sangue da aorta abdominal como descrito no 

método II de isolamento de neutrófilos de ratos. As células (2,5 x 107) foram 

incubadas com MC-LA, MC-YR, MC-LR (1000 nM), Hanks ou fMLP (10 nM) por 4 
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horas (37 ºC; 5% de CO2) em placa de 24 poços. Após incubação, as amostras 

foram transferidas para eppendorfs e centrifugadas por 15 minutos (94 ºC, 0,6 g). 

 

Extração de RNA. Para extração do RNA total, foi realizada a seguinte sequência 

de procedimentos: 

 Lise do precipitado com 1 mL de trizol e incubação por 5 minutos (15 - 30 ºC); 

 Adição de 200 µL de clorofórmio, agitação por 15 segundos, em vortex e 

incubação da amostra por 3 minutos (15 - 30 ºC); 

 Centrifugação da amostra 12000 g por 15 minutos (2 - 8 ºC); 

 Adição de 500 µL de isopropanol, agitação por 15 segundos, em vortex, e 

incubação por 10 minutos (15 - 30 ºC); 

 Centrifugação a 12000 g por 10 minutos (2 - 8 ºC); 

 Remoção do sobrenadante e lavar o pellet com 1 mL de etanol 75º GL; 

 Após agitação em vortex, centrifugação a 7500 g por 5 minutos (2 - 8 ºC); 

 O sobrenadante foi desprezado por inversão do tubo e o mesmo permaneceu 

em repouso até secagem do precipitado; 

 O precipitado seco foi dissolvido em 30 µL de água DEPC (livre de RNAse). 

  A extração de RNA foi realizada em ambiente sem RNAse. O RNA foi 

quantificado pela leitura da absobância da solução de RNA à 260 nm. 

 

PCR-RT. Os cDNAs foram sintetizados de 1 µg de RNA total usando um “primer” 

oligo(dT)15 (20 mg/mL) após incubação à 70 °C por 15 minutos no termociclador. 

A reação de transcrição reversa foi realizada pela incubação de 2 mM de uma 

mistura de dNTP, inibidor de ribonuclease (20 U) e transcriptase reversa do vírus da 

leucemia murina de Moloney (M-MLV-RT) (200 U) num volume final de 25 µL em 

tampão de M-MLV-RT à 42 °C por 60 minutos no termociclador. 

Para PCR, o cDNA obtido foi incubado com 2,5 U de Taq DNA polimerase, 

0,4 mM de “primers” específicos e 200 mM de mistura de dNTP em tampão 

termofílico de DNA polimerase, contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio. As 

seqüências de “primer” usadas foram GAPDH, 5’-TATGAT 

GACATCAAGAAGGTGG-3’ (“forward”) e 5’-CACCACCCTGTTGCTGTA-3’ (reverso); 

L-selectina, 5’-AACGAGACTCTGGGAAGT-3’ (“forward”) e 5’-

CAAAGGCTCACATTGGAT-3’ (reverso); β2-integrina, 5’-
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TGCGCCCCTCACTGCTGCTTG-3’ (“forward”) e 5’-

GAGATCCATGAGGTAGTACAGATC-3’ (reverso). 

As reações de PCR ocorreram em 30 ciclos de desnaturação das cadeias de 

DNA (94 ºC por 2,5 minutos), anelamento dos “primers” ao DNA alvo (54ºC para β2-

integrina e GAPDH e 51 ºC para L-selectina por 45 segundos) e extensão dos 

“primers” (72º C por 4 minutos). 

A eletroforese em gel de agarose do fragmento de DNA amplificado por PCR 

foi preparado com 2 g de agarose e 100 mL de TAE 1 % (Tris, ácido acético glacial, 

EDTA 0,5 M e água) em aquecimento brando. Após a polimerização, o gel foi 

transferido para a cuba e foi adicionado tampão de corrida (TAE 1 %) e aplicados 16 

µL de cada amostra em cada poço. A corrida eletroforética ocorreu com voltagem de 

100 V. 

Após o término da corrida, o gel foi corado com brometo de etídio por 15 

minutos, fotografado em uma cabine multimage TM light. A imagem das bandas 

foram analisadas com o programa Scion Image pela expressão relativa de 

intensidade das bandas das moléculas de adesão analisadas com as de GAPDH 

correspondente. 

 

4.2.8 Avaliação de expressão de moléculas de adesão na membrana 

plasmática de neutrófilos pela técnica de citometria de fluxo. 

O ensaio de citometria de fluxo para avaliação de expressão das moléculas 

de adesão L-selectina e β2-integrina foi realizado como descrito por Farsky et al. 

[1997]. Para esse experimento, os neutrófilos de ratos foram obtidos pelo método II 

de isolamento. Placas de 6 poços (o volume final em cada poço foi de 1 mL) foram 

preparadas em fluxo laminar para incubação dos neutrófilos (1,5 x 106 células/mL) 

com as toxinas MC-LA, MC-YR e MC-LR (1000 nM) ou fMLP (0,01 nM). Após 

incubação por 4 horas em estufa (37 ºC; 5% de CO2) a suspensão celular de cada 

poço foi ressuspendida, e 500 µL de cada amostra foram transferidos para tubos 

específicos para análise em FACS (seleção de células ativadas pela fluorescência). 

Para análise de expressão de β2-integrina foram acrescentados nos tubos 10 µL de 

fMLP, e incubados em banho-maria a 37 ºC por 30 minutos. Para análise de 

expressão de L-selectina foram acrescentados nos tubos 10 µL de fMLP (mas esses 

tubos foram incubados por apenas 15 minutos). Após o tempo de incubação, os 
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tubos foram centrifugados (4 ºC; 1500 rpm; 10 minutos), e os sobrenadantes foram 

descartados. Os precipitados foram lavados com 1 mL de PBS (suplementado com 

10 % de glicose e 10% de cloreto de magnésio) e após nova centrifugação, os 

precipitados foram ressuspendidos com 90 µL de fMLP e 10 µL de anticorpo 

monoclonal contra L-selecina ou β2-integrina (50 µg/mL) e homogeneizados 

suavemente. Os tubos foram encapados com papel alumínio e guardados em 

geladeira por 20 minutos. Imediatamente após a incubação, as células foram 

analisadas em um citômetro de fluxo FACS Calibur. Os dados de dez mil células 

foram obtidos e somente neutrófilos viáveis morfologicamente foram considerados 

para análise. 

 

4.2.9 Avaliação de migração in vitro pelo ensaio com câmara de quimiotaxia de 

Boyden. 

O ensaio de migração foi realizado usando câmara de quimiotaxia com vários 

poços como descrito previamente por Boyden [1962]. 

As células foram obtidas como descrito no método I de isolamento de 

neutrófilos de ratos. Para avaliar a capacidade da MC-LA, MC-YR ou MC-LR induzir 

migração de neutrófilos, alíquotas de suspensão celular contendo 1,5 x 106 

neutrófilos (em solução salina balanciada de Hanks (HBSS) (contendo 0,01% de 

albumina) foram adicionadas no compartimento superior da câmara em um filtro de 

celulose de poros com tamanho de 8 µm (Millipore). Os compartimentos inferiores 

foram preparados como a seguir: HBSS contendo o agente quimiotático fMLP (10 

nM) nos poços que representam os controles positivos, somente HBSS nos poços 

que representam os controles negativos e soluções de MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1, 

100 e 1000 nM em HBSS) nos poços testes. 

As células foram incubadas por 60 minutos (ar umidificado, 37 ºC, 5% CO2), e 

em seguida os filtros foram removidos para fixação e coração das células. Para 

realização de coloração dos filtros, pela técnica de Hematoxicilina de Harris, os filtros 

foram tranferidos para placas de imunodifusão, e com auxílio de uma pipeta Pasteur 

foram acrescentados (minutos de reação): etanol absoluto (5 min.); água destilada (2 

min.); hematoxicilina (60 seg.); água destilada (2 min.); “Tap Water” {solução 

saturada de lítio (1 mL do sobrenadante) para 100 mL de água destilada} (10 min.); 
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etanol 70% (10 min.); etanol 95% (10 min.); butanol + etanol {80 mL de álcool 

butílico + 20 mL de álcool etílico} (10 min.). 

Após coloração, cada par de filtro foi transferido para um béquer com xilol 

(dentro de uma cuba de vidro tampada), onde permaneceu por toda a noite. Para 

fixar os filtros, eles foram transferidos para lâminas de vidro de microscopia; foi 

adicionada uma gota de bálsamo do Canadá sobre cada filtro e lâminula. 

A migração de neutrófilos nos filtros foi determinada por microscopia como 

descrito por Zigmound e Hirsch (1973). A distância percorrida pelos neutrófilos foi 

avaliada do topo do filtro para o plano mais afastado que continham duas células, 

com uma objetiva de aumento de 40x. Para cada substância avaliada foram 

utilizados dois poços, e cinco campos foram contados em cada filtro. No total foram 

realizados cinco ensaios para cada substância, portanto vinte e cinco campos foram 

avaliados para cada teste e controles. 

 Para investigar a influência das MC-LA, MC-YR ou MC-LR na migração de 

neutrófilos induzida pelo fMLP, alíquotas de suspensão celular contendo 1,5 x 106 

neutrófilos foram adicionados ao compartimento superior da câmara após incubação 

por 60 minutos (37 ºC, 5% CO2) com MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1, 100 e 1000 nM). 

Após esse período de incubação, as células foram lavadas e ressuspendidas com 

HBSS contendo 0,01% de albumina para serem empregadas no ensaio de 

quimiotaxia. O agente quimiotático fMLP (10 nM) foi adicionado no compartimento 

inferior em cada poço da placa, exceto nos poços de controle negativo (somente 

HBSS). As células foram incubadas por 60 minutos (ar umidificado, 37 ºC, 5% CO2), 

em seguida os filtros foram removidos e os mesmos métodos de fixação, coloração e 

avaliação de migração celular foram usados como descrito anteriormente. 

 

4.2.10 Avaliação da integridade de membrana celular de neutrófilos pela 

técnica de citometria de fluxo. 

A integridade de membrana celular de neutrófilos tratados com MCs foi 

avaliada por citometria de fluxo. Nesse método (descrito por Cury-Boaventura et al. 

[2006]) as células com membrana íntegra não permitem a entrada do IP, portanto 

apresentam baixa fluorescência. Já células cuja membrana esteja rompida permitem 

a entrada do IP, que se liga ao DNA, emitindo alta fluorescência quando excitadas 

pelo laser. 
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Neutrófilos (2,5 106 células/mL) de ratos (isolados pelo método I) e humanos 

ressuspendidos em RPMI 1640 (suplementado com glutamina (0,3 g/L), Hepes (2,32 

g/L), bicarbonato de sódio (2 g/L), estreptomicina (100 μg/mL), penicinina (100 

UI/mL) e SFB (10%)) foram cultivados com MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 e 1000 nM), 

à 37°C e 5 % de CO2. Após 24 h, as células foram centrifugadas a 1000 g por 15 

minutos a 4ºC e o precipitado obtido foi ressuspendido em 50 μL de PBS. Depois, 50 

μL de solução de IP (50 mg/mL em PBS) foram adicionados. Os neutrófilos foram 

analisados por um citômetro de fluxo FACS Calibur, que é um separador de células 

ativado por fluorescência, o qual mede a intensidade de fluorescência de cada célula. 

Dez mil eventos foram analisados por experimento. As células com IP fluorescentes 

foram avaliadas pelo programa “Cell Quest”. O IP é excitável por laser de argônio 

(480 nm) e emite fluorescência na faixa de 560-580 nm. 

 

4.2.11 Avaliação da fragmentação de DNA de neutrófilos pela técnica de 

citometria de fluxo. 

A fragmentação de DNA foi avaliada por citometria de fluxo de acordo com o 

método descrito por Nicoletti et al. [1991]. Após o rompimento celular pelo tampão de 

lise, os núcleos são expostos e o IP se liga ao DNA. As células contendo núcleos 

íntegros emitem alta fluorescência, enquanto a condensação da cromatina e da 

fragmentação de DNA pode ser observada pela ocorrência de eventos com baixa 

fluorescência. Isto se deve a menor marcação do DNA com o IP devido à 

condensação da cromatina. Além disso, pedaços menores de DNA captam menos 

IP, emitindo menor fluorescência [van Engeland et al., 1998]. 

Neutrófilos (2,5 106 células/mL) de ratos (isolados pelo método I) e humanos 

ressuspendidos em RPMI 1640 (suplementado com glutamina (0,3 g/L), Hepes (2,32 

g/L), bicarbonato de sódio (2 g/L), estreptomicina (100 μg/mL), penicinina (100 

UI/mL) e SFB (10%)) foram cultivados com MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 e 1000 nM), 

com ou sem LPS (5 μg/mL), à 37°C e 5 % de CO2. Após 24 h, as células foram 

centrifugadas a 1000 g por 15 minutos a 4ºC. O precipitado obtido foi delicadamente 

ressuspendido em 300 μL do tampão de lise (contendo citrato de sódio (0,1 %), 

Triton X-100 (0,1 %) e IP (5 μg/mL)) e as células foram incubadas por 2 h a 4 ºC. 

Após o tempo de incubação, os neutrófilos foram analisados por FACS. Dez 

mil eventos foram analisados por experimento. As células com IP fluorescentes foram 
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avaliadas pelo programa “Cell Quest”. O IP é excitável por laser de argônio (480 nm) 

e emite fluorescência na faixa de 560-580 nm. 

 

4.2.12 Avaliação de potencial transmembrânico mitocondrial (MTP) de 

neutrófilos pela técnica de citometria de fluxo. 

O potencial transmembrânico da mitocôndria foi avaliado por citometria de 

fluxo. Nesse método a rodamina 123 é um corante fluorescente catiônico permeável 

a membrana celular, e é rapidamente seqüestrado por mitocôndrias ativas sem 

induzir efeitos tóxicos. Esse corante é excitável por laser de argônio (480 nm) e emite 

fluorescência na faixa de 515-530 nm. Células com potencial transmembrânico 

inalterado captam a rodamina e emitem alta fluorescência quando atingidas pelo 

laser. Alterações no potencial mitocondrial transmembrânico levam ao efluxo da 

rodamina de dentro da mitocôndria, gerando eventos que emitirão menor 

fluorescência [Kroemer et al., 1998]. 

Os neutrófilos de ratos (isolados pelo método I) e humanos foram tratados 

com 1 µL de solução de rodamina 123 (5 mg/mL diluída em etanol). Essas células 

(2,5 106 células/mL) foram incubadas com MC-LA, MC-YR ou MC-LR por 15 minutos 

a 37 ºC, em ambiente escuro. Após o período de incubação, as células foram 

lavadas duas vezes com 0,5 mL de PBS e incubadas por 30 minutos a 30 ºC, em 

ambiente escuro. A fluorescência de dez mil eventos foi determinada por citometria 

(fluorescência no λ= 515-530 nm – FL1). 

 

4.2.13 Avaliação da produção das citocinas: IL-8 (por neutrófilos humanos), 

CINC-2αβ (por neutrófilos de ratos) e TNF-α (por neutrófilos humanos e de 

ratos). 

 Neutrófilos (2,5 106 células/mL) de ratos (isolados pelo método I) e 

humanos ressuspendidos em RPMI 1640 (suplementado com glutamina (0,3 g/L), 

Hepes (2,32 g/L), bicarbonato de sódio (2 g/L), estreptomicina (100 μg/mL), 

penicinina (100 UI/mL) e soro fetal (10%)) foram cultivados com MC-LA, MC-YR e 

MC-LR (1 e 1000 nM) à 37 °C e 5 % de CO2. Após 24 h, os sobrenadantes foram 

coletados e congelados à -80 ºC até o momento em que as citocinas foram 

determinadas por kits de ELISA, como descrito no ítem 4.2.5. Os resultados foram 
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expressos através da construção de uma curva padrão linear com oito pontos, de 

concentrações conhecidas, conforme orientações do fabricante. 

 

4.2.14 Avaliação de produção de ROS por neutrófilos pela técnica de 

quimiluminescência amplificada por lucigenina. 

Uma das técnicas utilizadas para avaliar a liberação de ânions superóxido foi 

a de quimiluminescência amplificada por lucigenina, realizado de acordo com o 

método descrito por Hatanaka et al. [2006]. Após ser excitada pelo ânion superóxido, 

a lucigenina libera energia em forma de luz [Stevens e Hong, 1984]. 

Neutrófilos de ratos (isolados pelo método I) e humanos foram 

ressuspendidos em PBS (suplementado com cloreto de cálcio (1mM), cloreto de 

magnésio (1,5 mM) e glicose (10 mM), à 37 ºC, no volume final de 0,3 mL. 

Neutrófilos (2,5 106 células/mL) foram tratados com MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1 e 

1000 nM), e imediatamente após adicionado o reagente lucigenina (1 nM). Após 20 

minutos, o PMA (16 ng/mL) foi adicionado e a monitorização da produção de ROS foi 

reiniciada. A leitura foi realizada em luminômetro. 

 

4.2.15 Avaliação de produção de ROS por neutrófilos pela técnica de citometria 

de fluxo. 

Outra técnica utilizada para medir a liberação de ROS foi a citometria de fluxo, 

realizada de acordo com o método descrito por Hatanaka et al. [2006]. A 

hidroetidina, um derivado de brometo de etídeo reduzido, é usada para medida de 

produção de ROS intracelular. Esse reagente penetra facilmente nas células e 

mostra picos de fluorescência quando excitada por luz no comprimento de onda de 

480 nm. Na reação, a hidroetidina é oxidada intracelularmente por radicais livres, 

sendo convertida em brometo de etídeo, o qual se liga firmemente ao DNA e mostra 

uma forte fluorescência vermelha [Rothe e Valet, 1990]. 

Os neutrófilos (2,5 106 células/mL) de ratos (isolados pelo método I) foram 

tratados com MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1 e 1000 nM), hidroetidina (1 μM), PMA (16 

ng/mL) e PBS (suplementado com cloreto de cálcio (1 mM), cloreto de magnésio (1,5 

mM) e glicose (10 mM)), à 37 ºC, no volume final de 0,3 mL. Após 30 minutos de 

incubação a temperatura ambiente, no escuro, a fluorescência foi medida usando o 
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canal FL3 num citômetro de fluxo FACS Calibur®. Dez mil eventos foram analisados 

por experimento. 

 

4.2.16 Avaliação do influxo de cálcio intracelular em neutrófilos pela técnica de 

microscopia confocal. 

A concentração intracelular de íons cálcio ([Ca2+]i) em neutrófilos em contato 

com as MCs foi analisada por microscopia confocal pelos procedimentos descritos 

por Lotufo [2003]. Os neutrófilos foram obtidos como descrito no método I de 

isolamento de neutrófilos de ratos. As células foram coletadas por lavagem da 

cavidade abdominal com 40 mL de tampão Krebs-HEPES estéril (cloreto de sódio 

(120 mM), cloreto de potássio (4,8 mM), fosfato de potássio monobásico (1,2 mM), 

sulfato de magnésio (1,2 mM), cloreto de cálcio (1,3 mM), HEPES (25 mM), BSA (0,1 

%), pH 7.3), e incubadas com o indicador de cálcio Fluo-3AM (1 mM) por 45 minutos, 

à temperatura ambiente. Após o tempo de incubação, os neutrófilos foram lavados e 

ressuspendidos a 4 x 106 cells/mL em tampão Krebs-HEPES. Para cada 

experimento, 35 µL de suspensão celular foram adicionados a um disco de cultura 

com centro de vidro. Após 10 minutos de repouso, para aderência celular, o disco foi 

instalado no microscópio confocal. As células foram focalizadas no microscópio 

confocal usando uma objetiva de 63x. Após as primeiras imagens serem adquiridas, 

a MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM) foram suavemente adicionadas aos discos. 

Imediatamente após estimulação com as MCs, a [Ca2+]i foi analisada pelo 

microscópio confocal. Os comprimentos de onda de excitação e emissão foram 

506/526 nm, respectivamente. As amostras foram escaneadas a cada segundo por 

200 segundos. A [Ca2+]i a cada ponto escaneado foi analisado e integrado por 95 

segundos. A fluorescência emitida por célula foi avaliada através do programa LSM 

510 (Zeiss). Cada placa foi utilizada para apenas um experimento. Os valores de 5 

células por grupo experimental foram obtidos e a média ± SE da intensidade de 

fluorescência dessas células foram então calculadas. Ao final de todos os 

experimentos foi adicionado o ionóforo para íons cálcio (A23187, 100 µM) seguido 

de um agente quelante para cálcio (EDTA, 4 mM). Desta forma os níveis máximos e 

mínimos de [Ca2+]i foram estabelecidos para cada experimento. 
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4.2.17 Isolamento de hepatócitos e células de Kupffer de ratos 

Todos os procedimentos foram realizados em fluxo laminar e com soluções e 

materias autoclavados, conforme descrito por Giavarotti [2001]. Um circuito de 

perfusão foi preparado circulando álcool 75 %, seguido de PBS, para limpar o 

sistema de perfusão. Após o animal ser anestesiado com 200 – 250 µL de uma 

solução de cloridrato de cetamina:cloridrato de xilazina (2:1), a cavidade peritoneal 

foi aberta e o intestino colocado de lado, expondo o fígado e as veias cava e porta. A 

perfusão foi iniciada com fluxo de 14 mL/min de PBS. Após feito um pequeno orifício 

na veia porta para a introdução de uma cânula; e em seguida fez-se uma incisão na 

veia cava, permitindo a saída do líquido após a perfusão pelo fígado. O fluxo foi 

então aumentado para 34 mL/min, até ¾ do tampão de perfusão ser utilizado 

(volume final de 200 mL). Após esse procedimento, 50 mL do tampão com 

colagenase (334 U/mL) foi perfundido no fígado. Durante a perfusão com albumina e 

antes da perfusão com colagenase, o fígado do animal foi separado e colocado em 

cima de uma cuba de perfusão. Após a digestão do fígado, o mesmo foi removido do 

corpo e colocado numa placa de Petri com tampão com colagenase. O fígado foi 

passado por uma malha de alumínio esterizada, e o filtrado celular permaneceu em 

repouso por 10 minutos para separação celular (células de Kupffer no sobrenadante, 

e hepatócitos no precipitado) em meio de cultura PFMR-4 com pouco cálcio, 

suplementado com 10 µg/mL de transferrina; 0,33 nM de ácido retinóico; 7,5 µg/ml 

de extrato de pituitária bovina; 1,75 µM de insulina; 0,2 µM de hidrocortisona; 50 nM 

de T3 (triidotirosina); 50 nM de P/E; 1% de penicilina; 5 ng/ml de fator de 

crescimento endotelial; 2 mM de L-glutamina; 10% de soro fetal bovino. 

 

4.2.18 Avaliação da produção das citocinas: CINC-2αβ (por hepatócitos e 

células de Kupffer de ratos), TNF-α e IL-1β (por células de Kupffer de ratos). 

Hepatócitos e células de Kupffer de ratos (1,0 x 105 células/mL) foram 

aderidas em placas de cultura celular de 96 poços sobre um filme de colágeno (20 

µL/poço) formado por uma mistura de 0,01 mg/mL de albumina; 0,01 mg/mL de 

fibronectina e 0,03 mg/mL de colágeno I. O filme foi preparado em meio PFMR-4 

com suplementos e requeriu solidificação prévia a 37°C, por 3 horas. Todos os 

procedimentos foram realizados em fluxo laminar com materias autoclavados e os 

reagentes esterilizados com filtro 0,22 µm. 
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As células foram incubadas com veículo (meio de cultura PFMR-4), MC-LA, 

MC-YR ou MC-LR (1, 100 e 1000 nM) na presença ou ausência de LPS (1 µg/mL) à 

37 °C e 5 % de CO2, durante 24 h. Após esse período, as placas foram centrifugadas 

(4 °C; 2500 rpm, 10 minutos) e os sobrenadantes foram coletados e congelados à -

80 ºC até o momento em que as citocinas foram determinadas por kits de ELISA, 

como descrito no ítem 4.2.5. Os resultados foram expressos através da construção 

de uma curva padrão linear com oito pontos, de concentrações conhecidas, conforme 

orientações do fabricante. 

 

4.2.19 Análise estatística 

Os resultados numéricos foram expressos como média  desvio do erro das 

médias e as diferenças significativas foram analisadas com ANOVA, seguido pelo 

teste de Comparação Múltipla Student-Neuman-Keuls. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 RECRUTAMENTO DE LEUCÓCITOS DURANTE A RESPOSTA 

INFLAMATÓRIA. 

 O influxo de leucócitos para o tecido subcutâneo inflado foi quantificado 4 

horas após injeção de fMLP (10-8 M), MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM) na a 

bolsa de ar. A figura 6 mostra que a migração de leucócitos para o sítio de lesão em 

ratos que foram expostos às MC-LA, MC-YR e MC-LR, por injeção das toxinas na 

bolsa de ar, foi maior do que a migração para a cavidade de animais que receberam 

apenas o veículo na bolsa de ar. 
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Figura 6. Influxo de neutrófilos em cavidade de bolsa de ar de ratos, 4 horas após 

injeção de veículo, fMLP (10 nM), MC-LA, MC-YR or MC-LR (1000 nM). Os valores 

estão expressos em média ± SE de cinco animais de cada grupo. *p<0,001 e 

**p<0,05 pela comparação entre veículo e MC-LA, MC-YR ou MC-LR como indicado 

por ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla de Student-Newman-Keuls. 
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5.2 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS PRESENTES NO EXSUDATO 

DA BOLSA DE AR: CINC-2αβ, IL-1β, TNF-α, VEGF-α E MIP-2. 

 Os exsudatos das bolsas de ar dos animais utilizados nos ensaios realizados 

para avaliar o recrutamento de leucócitos durante a resposta inflamatória (bolsa de 

ar) foram coletados para análise de produção das citocinas CINC-2αβ, IL-1β, TNF-α, 

VEGF-α e MIP-2 por essas células. 

A tabela 3 mostra que não houve diferença significativa entre a produção de 

IL-1β, TNF-α e VEGF-α nos exsudatos obtidos de animais tratados com MC-LA, MC-

YR ou MC-LR (1000 nM) em relação ao veículo. A figura 7 mostra as concentrações 

de CINC-2αβ e MIP-2 obtidas dos exsudatos inflamatórios de ratos 4 horas após 

injeção de veículo, MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM). Observa-se que a 

produção de CINC-2αβ por leucócitos expostos às MC-LA e MC-LR, foi maior do que 

a produção por animais que receberam apenas o veículo (PBS) na bolsa de ar. No 

entanto, somente foram observadas concentrações maiores de MIP-2 nos exsudatos 

dos animais expostos a MC-LR. 

 

Tabela 3. Produção de IL-1β, TNF-α e VEGF-α (em pg/mL ± SE) nos exsudatos de 

bolsa de ar obtidos de ratos tratados com MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM). 

 

 TNF-α VEGF-α IL-1β 

Veículo 221,0 ± 15,1 84,9 ± 4,5 263,6 ± 72,1 

MC-LA 185,3 ± 9,2 108,9 ± 9,6 385,7 ± 112,6 

MC-YR 193,4 ± 4,8 103,4 ± 13,8 203,9 ± 38,5 

MC-LR 194,2 ± 8,4 131,0 ± 17,5 284,3 ± 127,5 

Os valores estão apresentados como média ± SE de cinco animais por grupo. P>0,05, como indicado 

por ANOVA. 
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Figura 7. Concentrações determinadas por ELISA de (A) CINC-2αβ e (B) MIP-2 

liberadas na cavidade de bolsa de ar de ratos, 4 horas após injeção de veículo, MC-

LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM). Os valores estão expressos em média ± erro 

padrão de cinco animais de cada grupo. *p<0,05 e **p<0,01 pela comparação entre 

veículo e MC-LA, MC-YR ou MC-LR como indicado por ANOVA, seguido pelo teste 

de comparação múltipla de Student-Newman-Keuls. 

 

5.3 EFEITOS DA APLICAÇÃO TÓPICA DAS MCS SOBRE A REDE 

MICROCIRCULATÓRIA DE MESENTÉRIO DE RATO. 

 O comportamento de leucócitos no sangue periférico foi avaliado por 

observação direta da rede microcirculatória (Figura 8). Como mostra a figura 9A, 

apenas a exposição a MC-LR (1 nM) aumentou o contato inicial entre as células 

brancas e as membranas do endotélio, das vênulas pós-capilares do mesentério; o 

número de células aderidas ao endotélio foi também maior do que no grupo veículo 

(Figura 9B). A exposição às MC-LA e MC-YR não alteraram nem o número de 

células “rollers”, nem o de células aderidas. 
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Figura 8. Leucócitos na microcirculação de mesentério de ratos observados antes (I) 

(basal) e após (II) exposição a MC-LR (1 nM) obtidos por microscopia intravital. A: 

circulação de leucócito no centro do vaso; B: rolamento na parede do vaso; C: adesão 

na parede do vaso. 
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Figura 9. Número de neutrófilos em (A) rolamento e (B) aderidos em vênulas pós-

capilares (20-30 µm de diâmetro) do mesentério de ratos expostos ao veículo (PBS), 

MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 nM). Os resultados foram obtidos por microscopia intravital 

10 minutos após a aplicação local da toxina ou veículo. Os dados estão expressos em 

média ± erro padrão de quatro animais de cada grupo. *p<0,05 e **p<0,001 pela 

comparação entre veículo e MC-LA, MC-YR ou MC-LR como indicado por ANOVA, 

seguido pelo teste de comparação múltipla de Student-Newman-Keuls. 
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5.4 AVALIAÇÕES DA SÍNTESE DE RNAm E DA EXPRESSÃO EM MEMBRANA 

CELULAR DE L-SELECTINA E β2-INTEGRINA EM NEUTRÓFILOS. 

 A síntese RNAm de L-selectina e β2-integrina foi investigada em neutrófilos 

tratados com veículo (PBS), fMLP (10 nM), MC-LA, MC-YR ou MC-LR. Para isso, 

quantidades de mRNA foram isoladas e ensaios de PCR-RT foram realizados. As 

quantidades de mRNA de L-selectina e β2-integrina foram aumentadas 

significantemente em neutrófilos tratados com MC-LR quando comparados com as 

células expostas a MC-LA, MC-YR ou veículo (Figuras 10A e 10B). As células 

estimuladas com fMLP foram usadas como controle positivo dos ensaios, e os 

resultados mostram que essas células apresentam expressões elevadas dessas 

duas moléculas testadas (Figuras 10A e 10B). 

A expressão de L-selectina e β2-integrina na membrana também foram 

avaliadas em neutrófilos usando a técnica de citometria de fluxo com anticorpos 

específicos. Os resultados mostraram que a expressão de ambas as moléculas in 

vitro em neutrófilos expostos a MC-LR (1000 nM), por 4 horas, foi maior do que a 

encontrada em células expostas ao veículo, MC-LA ou MC-YR (p<0,05) (Figuras 

11A e 11B). Expressões similares de L-selectina e β2-integrina foram observadas 

em células expostas a MC-LA, MC-YR ou veículo. Como no ensaio de PCR-RT, as 

células estimuladas por fMLP foram usadas como controle positivo e as expressões 

de L-selectina e β2-integrina foram também aumentadas nas membranas dessas 

células (Figuras 11A e 11B). 
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Figura 10. Efeitos dos tratamentos com MC-LA, MC-YR ou MC-LR na expressão 

gênica de moléculas de adesão. PCR-RT foi realizado em leucócitos total da artéria 

aorta de ratos. Os neutrófilos (1,0 x 106 células/mL) foram incubados com MC-LA, 

MC-YR, MC-LR (1000 nM) ou fMLP (10 nM) por 4 horas. As imagens representam 

géis de agarose de eletroforese de mRNA total, GAPDH, L-selectina (A) e β2-

integrina (B). Os valores estão apresentados em média ± SE de quatro animais por 

grupo *P< 0,05 e **P<0,01 pela comparação entre os tratamentos com veículo e 

fMLP, MC-LA, MC-YR ou MC-LR, como indicado por ANOVA, seguido pelo teste de 

comparação múltipla Student-Newman-Keuls. 
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Figura 11. Expressão de moléculas de adesão em neutrófilos incubados com MCs por 4 
horas. Os leucócitos foram obtidos de amostras de sangue coletadas da artéria aorta 
abdominal. A expressão de (A) L-selectina ou (B) β2-integrina foi quantificada em neutrófilos 
quiescentes (condições basais) ou após estimulação por fMLP (10-8) por citometria de fluxo 
(histogramas típicos obtidos nos ensaios estão expostos a esquerda das figuras). Os 
resultados estão expressos em média ± erro padrão de cinco animais de cada grupo. 
*p<0,05 e **p<0,001 pela comparação entre os tratamentos com veículo e fMLP, MC-LA, 
MC-YR ou MC-LR, como indicado por ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla 
Student-Newman-Keuls. 
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5.5 EFEITOS DAS MCs NA MIGRAÇÃO DE NEUTRÓFILOS in vitro. 

Os resultados mostraram que a migração de neutrófilos foi aumentada em 

resposta a MC-LA, MC-YR e MC-LR, e portanto, foi demonstrado que essas toxinas 

induzem quimiotaxia per se. Os valores obtidos foram maiores do que os observados 

em resposta ao veículo (HBSS) e equivalentes a migração induzida pelo fMLP, o 

qual foi usado como controle positivo do ensaio (Figura 12A, 12B e 12C). Entretanto, 

a potência das toxinas foi diferente. Respostas elevadas foram detectadas com 1 e 

100 nM de MC-LA (p<0,001; Figura 12A); 1 nM de MC-YR (p<0,01; Figura 12B) e 1, 

100 e 1000 nM de MC-LR (p<0,001; Figura 12C). 

O segundo ensaio foi realizado para avaliar a capacidade das MCs em alterar 

a quimiotaxia em resposta ao fMLP. Portanto, as células foram previamente 

incubadas com diferentes concentrações de MC-LA, MC-YR, MC-LR ou HBSS, e a 

migração resultante no filtro foi avaliada em resposta ao fMLP. Os resultados 

apresentados na Tabela 4 mostraram que, em todas as concentrações estudadas, 

as três MCs exerceram maior migração em resposta ao fMLP do que as células 

incubadas somente com HBSS (p<0,01 ou p<0,001). 
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Figura 12. Respostas quimiotáticas de neutrófilos (sistema de filtros de papel) ao 

veículo (HBSS), fMLP (10 nM), MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1, 100 e 1000 nM). 

Câmaras de quimiotaxia com suspensão de neutrófilos (1,5 x 106 células/mL) nos 

compartimentos superiores e MCs, veículo ou fMLP na parte inferior foram 

incubadas por 60 minutos, com filtros de papel na interface de cada compartimento. 

Os valores estão apresentados como média ± SE de oito animais por grupo *P<0,01, 

**P<0,001 pela comparação entre (A) MC-LA, (B) MC-YR ou (C) MC-LR e veículo 

como indicado por ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla de Student-

Newman-Keuls. 
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Tabela 4. Respostas quimiotáticas de neutrófilos tratados com veículo (HBSS), MC-
LA, MC-YR ou MC-LR (1, 100 e 1000 nM) em resposta ao fMLP (10 nM) obtidas nos 
ensaios em câmara de Boyden. 
 

Grupos 
Concentração de 

MC (nM) 

Migração de neutrófilos em 
filtros de papel (µm) em 

resposta ao fMLP 
 (média ± SE) 

HBSS 
0 
 

51,6 ± 1,7** 
 

MC-LA 

1  64,3 ± 4,5 * 
100  77,5 ± 4,7** 
1000 

 
68,3 ± 4,1 * 

 

MC-YR 

1  68,0 ± 3,0 * 
100  80,3 ± 4,7** 
1000 

 
74,0 ± 6,3** 

 

MC-LR 
1  76,8 ± 4,5** 

100  84,8 ± 4,6** 
1000 79,8 ± 2,8** 

Os valores estão apresentados como média ± SE de oito animais por grupo. *P<0,01, **P<0,001 pela 

comparação entre os tratamentos com o veículo (HBSS) e MC-LA, MC-YR ou MC-LR em resposta ao fMLP, 

como indicado por ANOVA, seguido por teste de comparação múltipla Student-Newman-Keuls. 

 

5.6 EFEITOS DAS MCs NA INTEGRIDADE DE MEMBRANA, FRAGMENTAÇÃO 

DE DNA E POTENCIAL TRANSMEMBRÂNICO MITOCONDRIAL DE 

NEUTRÓFILOS HUMANOS E DE RATOS. 

Para verificar a influência das MCs na viabilidade de neutrófilos, análises de 

citometria de fluxo foram realizadas visando determinar a integridade de membrana 

celular, fragmentação de DNA e potencial transmembrânico de mitocôndria de 

neutrófilos humanos e de ratos tratados com MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 e 1000 

nM), por 24 h. 

Foi observado que a viabilidade de neutrófilos humanos após o tratamento 

dessas células com MC-LA ou MC-LR (1 e 1000 nM) foi melhor preservada. Mas a 

viabilidade de neutrófilos humanos não foi alterada pelo tratamento com MC-YR 

(Tabela 5). 

A integridade de membrana de neutrófilos de ratos tratados com as três MCs 

não foi alterado quando comparadas com aquela do grupo veículo (Figura 13; 

Tabela 5). 
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Os neutrófilos de ratos tratados com MC-LA (1 nM e 1000 nM) e MC-YR 

(1000 nM) após 24 horas mostraram um aumento da porcentagem de células com o 

DNA fragmentado, quando comparado com o grupo controle (Figura 14 e Tabela 5). 

Somente os neutrófilos humanos incubados com MC-LR (1000 nM) resultou em uma 

diminuição da porcentagem de células com DNA fragmentado comparado com 

condições controle (Tabela 7). 

 Nenhum efeito significante dessas variantes de MC foi observado na 

despolarização de mitocôndria de neutrófilos humanos ou de ratos (controle= 99,2% 

vs. MC= 99,3% [com 1 nM de MC] e 99,4% [com 1000 nM de MC] por neutrófilos de 

ratos, e controle= 99,5% vs. MC= 99,4% [com 1 nM de MC] e 99,6% [com 1000 nM 

de MC] por neutrófilos humanos (média)). 

 

            

B1 B2

C1 C2A

D1 D2

 

Figura 13. Histogramas da intensidade de fluorescência emitida no comprimento de 

onda 560-580 nm (FL2) obtidos no ensaio de determinação de integridade de 

membrana por citometria de fluxo. Após incubação de neutrófilos de ratos com o 

veículo (A); MC-LA 1000 nM (B1) e 1nM (B2); MC-YR 1000 nM (C1) e 1nM (C2); 

MC-LR 1000 nM (D1) e 1nM (D2) por 24 horas, as células íntegras não permitiram a 

passagem de IP pela membrana (M1). Caso houvessem células que apresentassem 

membranas rompidas, haveria a entrada do IP, que se ligaria ao DNA, emitindo 

fluorescência quando excitadas pelo laser (M2). 
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Figura 14. Histogramas da intensidade de fluorescência emitida no comprimento de 

onda 560-580 nm obtidos no ensaio de determinação de fragmentação de DNA por 

citometria de fluxo. Após incubação de neutrófilos de rato com o veículo (A); MC-LA 

1000 nM (B1) e 1nM (B2); MC-YR 1000 nM (C1) e 1nM (C2); MC-LR 1000 nM (D1) 

e 1nM (D2) por 24 horas, as células foram rompidas pelo tampão de lise expondo os 

núcleos. Nesse ensaio, o IP se liga ao DNA e as células contendo núcleos íntegros 

emitirão alta fluorescência (M1). A condensação da cromatina e fragmentação do 

DNA pode ser observada devido à menor marcação do DNA com o IP e, portanto 

baixa fluorescência (M2). 
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Tabela 5. Porcentagem de integridade de membrana celular e fragmentação de DNA 

de neutrófilos humanos e de ratos tratados com MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 e 1000 

nM). 

 

Toxina 
Concentração 

(nM) 

Neutrófilos de ratos Neutrófilos humanos 

Controle 0 96,3 ± 0,4 3,9 ± 0,4 87,2 ± 0,2 13,3 ± 0,6 

MC-LA 
1 98,6 ± 1,0 14,3 ± 0,5* 89,6 ± 0,5*** 14,2 ± 1,5 

1000 98,2 ± 0,6 23,5 ± 4,6** 89,7 ± 0,2*** 11,4 ± 0,7 

MC-YR 
1 98,1 ± 0,9 10.1 ± 4,5 88,4 ± 0,3 17,8 ± 1,3 

1000 97,3 ± 1,3 22,9 ± 4,4** 87,1 ± 0,1 16,5 ± 2,3 

MC-LR 
1 96,3 ± 0,3 4,0 ± 0,7 89,6 ± 0,5*** 10,7 ± 1,4 

1000 96,8 ± 0,9 4,2 ± 0,5 89,2 ± 0,2*** 10,8 ± 1,4*** 

Os dados estão expressos em porcentagem (média ± SE). 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 pela comparação entre os tratamentos com veículo e MC-LA, MC-YR ou MC-LR, 
como indicado por ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla Student-Newman-Keuls. 

 

5.7 PRODUÇÃO DE CITOCINAS POR NEUTRÓFILOS HUMANOS E DE RATOS. 

Os efeitos de MC-LA, MC-YR e MC-LR na produção de IL-8, CINC-2αβ e TNF-

α por neutrófilos foram determinados em sobrenadantes de células tratadas em 

culturas. Os neutrófilos humanos foram incubados com essas MCs (1 e 1000 nM) 

por 24 h, o que resultou em um aumento da produção de IL-8 (Figura 15A). No 

entanto, os neutrófilos de ratos liberaram maiores quantidades de CINC-2αβ 

somente após incubação com MC-LR (1000 nM) (Figura 15B). Nenhum efeito 

significante da MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1 e 1000 nM) na produção de TNF-α por 

neutrófilos humanos (controle= 1502,7 pg/mL  55,3 vs. MC= 1844,1 pg/mL  433 

[com 1 nM de MC] e 1727,9 pg/mL  369,5 [com 1000 nM de MC]) ou de ratos 

(controle= 472,1 pg/mL  45,8 vs. MC= 575,9 pg/mL  73,2 [com 1 nM de MC] e 

783,1 pg/mL  95,3 [com 1000 nM de MC]) foi observado (média  SE)). 
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Figura 15. Concentrações de (A) IL-8 determinadas no sobrenadante de culturas de 

neutrófilos humanos (2,5 x 106 células/mL) e de (B) CINC-2αβ por neutrófilos de 

ratos, incubadas com MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 e 1000 nM) por 24 h, 

quantificadas por ELISA. Os dados representam a média ± SE de no mínimo quatro 

experimentos. *P<0,001, **P<0,05 pela comparação entre os tratamentos com 

veículo e MC-LA, MC-YR ou MC-LR, como indicado por ANOVA, seguido pelo teste 

de comparação múltipla Student-Newman-Keuls. 

 

5.8 PRODUÇÃO DE ROS POR NEUTRÓFILOS HUMANOS E DE RATOS. 

Para avaliar a geração de ROS por neutrófilos em presença de MCs, foi 

examinada a produção de ROS intracelular e extracelular por neutrófilos humanos e 

de ratos. Nesse estudo, a determinação de ROS intracelular por citometria de fluxo 

usando hidroetidina indicou que o tratamento de neutrófilos de ratos com MC-LA, 

MC-YR ou MC-LR (1 e 1000 nM) não causou mudança significante na fluorescência 

emitida (controle= 17,7  0,9 vs. MC= 17,5  0,8 [com 1 nM de MC] e 18,2  0,4 

[com 1000 nM de MC] (média  SE). Entretanto, o ensaio de quimiluminescência 

amplificada por lucigenina indicou que neutrófilos humanos incubados com MC-LA 

(1000nM), MC-YR (1000 nM) e MC-LR (1 e 1000 nM) por 20 minutos apresentou 

aumento na produção de ROS extracelular (Figura 16A). Esse resultado foi 

observado em neutrófilos de ratos somente quando PMA foi adicionado ao meio de 

ensaio (Figura 16B). 
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Figura 16. Produção de ânions superóxido por neutrófilos humanos e de ratos (2,5 x 

106 células/mL) determinada pelo método de quimiluminescência amplificada por 

lucigenina, na presença e ausência de MC-LA, MC-YR e MC-LR (1 e 1000 nM). (A) 

Representa a emissão integrada de luz (unidade relativa de luz (URL)) medida após 

adição de MCs ao meio com neutrófilos humanos. (B, C e D) Representam a 

emissão integrada de luz (URL) medida após adição de MC-LA (B), MC-YR (C) e 

MC-LR (D) e PMA (16 ng/mL) ao meio com neutrófilos de ratos. Os valores estão 

apresentados como a média ± SE de no mínimo oito experimentos em duplicata. 

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 pela comparação entre veículo (A) ou PMA (B, C e 

D) e MC-LA, MC-YR ou MC-LR como indicado por ANOVA, seguido pelo teste de 

comparação múltipla de Student-Newman-Keuls. 
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5.9 EFEITOS DAS MCs NA MOBILIZAÇÃO DE Ca2+ INTRACELULAR EM 

NEUTRÓFILOS. 

A produção de Ca2+ intracelular por neutrófilos foi avaliada por 95 segundos 

após a exposição a MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM), veículo (basal), ionóforo 

(100 µM) e EDTA (4 nM) (Figura 17). A média ± SE da fluorescência relativa 

integrada de cinco células por grupo estimuladas pelas MCs demonstrou que essas 

toxinas aumentam [Ca2+]i  (Figura 18). Foi observado que a [Ca2+]i aumentou 

imediatamente após a adição de MC-LA, MC-YR e MC-LR, e alcançou a 

concentração máxima em 20, 27 e 40 segundos, respectivamente. Embora todas 

que as MCs foram capazes de liberar influxo de cálcio em neutrófilos, a incubação 

com MC-LR manteve a [Ca2+]i elevada por todo o período de investigação (Figura 

18). Valores da fluorescência relativa integrada, como mostrado na figura menor 

inserida, representam um aumento de [Ca2+]i em neutrófilos expostos a MC-LA 

(p<0,05), MC-YR (p<0,01) e MC-LR (p<0,01) em comparação às células expostas 

somente ao veículo. 
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Figura17. Imagens obtidas por microscopia confocal mostrando o efeito da MC-LA, 

MC-YR ou MC-LR sobre a [Ca2+]i em neutrófilos de rato. A: contraste de fase; B: 

fluorescência basal das células; C: fluorescência após aproximadamente 5 segundos 

da adição das MCs (1000 nM), D: fluorescência após a adição do ionóforo (100 µM); 

E: fluorescência a adição de EDTA (4 nM). 
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Figura 18. Indução do aumento de Ca2+ intracelular após a exposição de neutrófilos 

ao veículo ( ), MC-LA ( ), MC-YR ( ) ou MC-LR ( ). 

Os neutrófilos foram incubados com 1 mM de Fluo 3AM por 45 minutos a 

temperatura ambiente. As células foram lavadas e ressuspendidas a 4 x 106 

células/mL em tampão Krebs-HEPES. O influxo de Ca2+
 intracelular foi analisado por 

microscopia confocal (em 506/536 nm). A figura menor mostra a média ± SE da 

fluorescência relativa integrada emitida por neutrófilos em presença de MC-LA, MC-

YR ou MC-LR (1000 nM). *P<0,001 pela comparação entre veículo e MC-LA, MC-YR 

ou MC-LR como indicado por ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla de 

Student-Newman-Keuls. 
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5.10 PRODUÇÃO DE CITOCINAS POR HEPATÓCITOS E CÉLULAS DE 

KUPFFER DE RATOS. 

Os efeitos de MC-LA, MC-YR e MC-LR na produção de CINC-2αβ, IL-1β e 

TNF-α por células de Kupffer isoladas de rato e CINC-2αβ por hepatócitos isolados 

de rato foram determinados em sobrenadantes de células tratadas em cultura. Essas 

células foram incubadas com veículo (meio de cultura PFMR-4 com suplementos), 

LPS (1 µg/mL) ou MCs (1, 100 e 1000 nM) com ou sem LPS por 24 h. 

Os resultados mostraram aumento da produção de CINC-2αβ por células de 

Kupffer tratadas com LPS em conjunto com MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM) 

em comparação com as células tratadas somente com LPS (Figura 19A). Por outro 

lado, nenhuma alteração foi observada nas células tratadas somente com as MCs 

em relação às tratadas somente com o veículo (Tabela 6). 

A produção de TNF-α não foi alterada em cultura de células de Kupffer com as 

MCs (Tabela 6). Contudo, observou-se aumento da produção de TNF-α em células 

tratadas LPS e MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM), em comparação da liberação 

dessa citocina pelas células tratadas somente com LPS (Figura 19B). Não foram 

observadas mudanças na produção de TNF-α pelas células tratadas somente com 

as LPS em relação às tratadas somente com o veículo (Figura 19B). 

Em culturas de hepatócitos não foram observadas alterações na produção de 

CINC-2αβ tanto na presença como ausência de LPS (Tabela 6). Por outro lado, 

maior liberação de CINC-2αβ foi observada em hepatócitos tratados com LPS e MC-

LA ou MC-YR (1000 nM) quando comparado com células tratadas somente com LPS 

(Figura 19C). 
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Figura 19. (A) Citocina quimioatraente induzida (CINC-2αβ) e (B) fator de necrose 

tumoral (TNF-α) determinadas no sobrenadante de culturas de células de Kupffer 

isoladas de ratos (1,0 x 105 células/mL) e (C) CINC-2αβ determinadas no 

sobrenadante de culturas de hepatócitos isolados de ratos (1,0 x 105 células/mL). 

Ambas as células hepáticas foram incubadas com veículo (meio de cultura PFMR-4 

com suplementos), LPS (1 µg/mL), MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1000 nM) por 24 h. 

Os dados representam a média ± SE de quatruplicata. *P<0,05, **P<0,01 e 

***P<0,001 pela comparação entre o LPS e MC-LA, MC-YR ou MC-LR como 

indicado por ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla de Student-

Newman-Keuls. 
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Tabela 6. Produção de CINC-2αβ, TNF-α e IL-1β ((pg/mL) ± SE), por células de 

Kupffer e CINC-2αβ por hepatócitos isolados de rato (1,0 x 105 células/mL) tratados 

com veículo, MC-LA, MC-YR ou MC-LR (1, 100 ou1000 nM). 

 

  [MC] (nM) CINC-2αβ  TNF-α IL-1β 

 

 

 

 

CÉLULAS DE 

KUPFFER 

Veículo  105,1 ± 1,3 230,8 ± 1,8 590,9 ± 17,7 

 

MC-LA 

1 94,7 ± 3,4 215,0 ± 3,7 626,4 ± 6,9 

100 95,9 ± 3,3 216,3 ± 5,6 578,5 ± 3,2 

1000 102,3 ± 3,9 222,8 ± 12,6 587,7± 20,5 

 

MC-YR 

1 95,2 ± 1,3 235,4 ± 4,9 647,8 ± 12,1 

100 97,2 ± 2,1 233,7 ± 1,9 576,5 ± 24,5 

1000 103,9 ± 4,6 217,8 ± 8,2 613,3 ± 16,6 

MC-LR 

1 111,2 ± 4,6 254,5 ± 3,9 637,5 ± 21,2 

100 104,2 ± 5,9 255,5 ± 8,9 604,1 ± 13,2 

1000 107,8 ± 0,9 239,9 ± 2,6 606,4 ± 13,9 

HEPATÓCITOS 

Veículo  95,9 ± 2,7 - - 

 

MC-LA 

1 88,3 ± 3,9 - - 

100 104,1 ± 13,9 - - 

1000 85,4 ± 5,2 - - 

 

MC-YR 

1 87,2 ± 1,8 - - 

100 98,1 ± 2,2 - - 

1000 88,5 ± 1,7 - - 

MC-LR 

1 90,8 ± 2,5 - - 

100 86,2 ± 5,0 - - 

1000 82,5 ± 2,9 - - 

 

Os valores estão apresentados como média ± SE de quatruplicata. Os dados obtidos pelo 

tratamentos das células com MC-LA, MC-YR ou MC-LR não foram significativamente diferentes dos 

dados do tratamento com somente o veículo (meio de cultura PFMR-4 com suplementos), como 

indicado por ANOVA com p>0,05. 
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6. DISCUSSÃO 

Alguns trabalhos mostram a infiltração de neutrófilos ao redor do foco 

inflamatório em seres humanos e animais de laboratório após exposição a MCs 

[Jochimsen et al., 1998; Pouria et al., 1998; Codd et al., 1999; Azevedo et al., 2002; 

Benson et al., 2005; Soares et al., 2007]. No entanto, a função dos neutrófilos na 

patogênese da toxicidade do órgão inflamado ainda não foi estabelecida. Nesse 

estudo, foi avaliada a capacidade das MC-LA, MC-YR e MC-LR para promover a 

ativação e a migração de neutrófilos ao foco de toxicidade das MCs e induzir a 

secreção de quimiocinas e de ânions superóxido. 

O recrutamento de neutrófilos em tecidos inflamados é inicialmente 

dependente da interação desses leucócitos com a parede do endotélio da rede 

microcirculatória, posterior transmigração em espaço extravascular e locomoção 

direta ao sítio da inflamação [Kelly et al., 2007]. Os mediadores pró-inflamatórios 

liberados por hepatócitos e células de Kupffer em inflamações agudas, como 

algumas citocinas, podem desencadear a acumulação de neutrófilos nos sinusóides 

[Jaeschke et al., 2002], o que antecede ao extravasamento destes leucócitos ao 

parênquima, que é necessário para causar o dano tecidual [Chosay et al., 1997]. 

A exposição de hepatócitos e células de Kupffer isolados de ratos às MC-LA, 

MC-YR e MC-LR mostrou que essas MCs não exerceram ação direta na produção 

de citocinas por essas células, visto que não houve alteração na liberação de CINC-

2αβ, TNF-α e IL-1β pelas células de Kupffer e nem de CINC-2αβ pelos hepatócitos. 

Por outro lado, os resultados mostraram que após essas células hepáticas 

serem ativadas pelo LPS, foi observado um aumento tanto da liberação de CINC-

2αβ e TNF-α pelas células de Kupffer expostas às três MCs, como de CINC-2αβ 

pelos hepatócitos expostos a MC-LA e MC-YR, em comparação a liberação por 

células expostas somente ao LPS. Portanto, essas MCs podem ter pré-ativado 

(“primed”) hepatócitos e células de Kupffer, e quando essas células hepáticas foram 

expostas a um segundo estímulo, o LPS, as células foram mais susceptíveis a 

ativação, o que resultou uma resposta maior do que a induzida somente pelo 

estímulo em células em repouso. Curiosamente não houve aumento da produção de 

CINC-2αβ pelos hepatócitos incubados com MC-LR, sugerindo a necessidade de 

mais estudos para explicar esse fato. 
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Os nossos resultados coincidiram com o da literatura [Ohkubo et al., 1998] 

quanto a estimulação das células de Kupffer e de hepatócitos com o LPS, já que 

somente as células de Kupffer aumentaram a produção de CINC-2αβ por estímulo 

de LPS. Mas a justificativa dessa afinidade do LPS por diferentes populações de 

células do fígado ainda não é conhecida. Sabe-se somente que enquanto o LPS 

preferencialmente estimula as células de Kupffer a secretar CINC, o TNF-α causa 

aumento da secreção dessa quimiocina por hepatócitos [Ohkubo et al., 1998]. 

Nossas observações dão suporte à hipótese de que as MCs tornam a 

ativação celular mais susceptível a liberação de quimiocinas e assim contribuem 

para o aumento de sua liberação por hepatócitos e células de Kupffer. Esses 

mediadores liberados por essas células hepáticas podem contribuir com o aumento 

da liberação de quimiocinas entre si, tanto por hepatócitos, como por células de 

Kupffer pelo fato de estarem em contato, ou ativarem neutrófilos presentes no foco 

inflamatório. 

A infiltração de neutrófilos num órgão inflamado, depende da capacidade de 

serem atraídos em veias capilares e pós-capilares. Nossos resultados sugerem que 

as MCs ativam mecanismos que direcionam os leucócitos ao foco inflamatório in 

vivo. Foi observado que a injeção de MC-LA, MC-YR ou MC-LR induziu migração de 

células nas bolsas em números equivalentes e similares a quantidade recrutada pelo 

fMLP, um N-formilado peptídeo sintetizado por bactérias e usado classicamente 

como um estímulo inflamatório [Prossnitz e Ye, 1997]. 

Além disso, nossos dados indicaram também que as MCs agem em diferentes 

aspectos do processo de migração de leucócitos. Quantidades mais altas de CINC-

2αβ foram encontradas nos exsudatos de bolsas induzidas pela injeção das três 

MCs, enquanto concentrações elevadas de MIP-2 foram observadas somente nos 

exsudatos das bolsas em que a MC-LR foi injetada. Esses dois mediadores de 

inflamação são classificados como quimiocinas por serem citocinas quimioatraentes, 

as quais desempenham uma função fundamental na inflamação, compartilhando a 

capacidade de induzir migração e de ativar subgrupos específicos de leucócitos, 

incluindo os neutrófilos [Kobayashi, 2008]. 

A quimiocina CINC é sintetizada e liberada por leucócitos e células epiteliais e 

desempenha uma função quimiotática importante em ratos [Watanabe et al., 1989; 

Alonso et al., 1996; Yoshida et al., 2001; Wuyts et al., 1998; Shibata et al., 2000; 
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Shibata et al., 1995], enquanto que em seres humanos, a IL-8 tem a mesma 

atividade [Cassatella et al., 1992; Baggliolini e Clark-lewis, 1992]. Outra quimiocina é 

a MIP, a qual é secretada por macrófagos, linfócitos B, neutrófilos, células 

dendríticas, mastócitos e células NK [Maurer e von Stebut, 2004]. Portanto, 

concentrações elevadas de quimiocinas nas bolsas sugerem um efeito das MCs em 

células residentes, tais como mastócitos, macrófagos ou em neutrófilos recrutados. 

Foi demonstrado também que incubações diretas de MC-LA, MC-YR ou MC-

LR com neutrófilos humanos induzem secreção de IL-8. E ainda foi observado 

aumento da secreção de CINC-2αβ por incubação de MC-LR com neutrófilos 

recrutados no peritônio de ratos. Esses dados sugerem a hipótese de que as MCs 

podem inicialmente atrair neutrófilos pela atividade inflamatória tecidual que essa 

toxina exerce, como também aumentar a migração de neutrófilos pela indução da 

produção de quantidades adicionais de quimiocinas pelos neutrófilos. 

Um outro mediador que pode iniciar acúmulo de neutrófilos no fígado é o 

TNF-α, o qual induz a produção e liberação de grandes quantidades de IL-8 (em 

seres humanos) e CINC (em ratos) por hepatócitos [Jaeschke et al., 1996], mas não 

foram observadas mudanças na liberação desta citocina por neutrófilos nos ensaios 

realizados. 

Os leucócitos exercem o comportamento de rolamento durante a acumulação 

de neutrófilos nas vênulas, causada pelo gradiente quimiotático [Witko-Sarsat et al., 

2000]. Nos nossos ensaios, a aplicação tópica de MC-LR induziu rolamento de 

neutrófilos em vênulas pós-capilares do mesentério de ratos, e essas células foram 

capazes de aderir à parede do vaso. Anteriormente, Hernández et al. [2000] 

mostraram que a MC-LR ativa e induz a aderência de neutrófilos humanos numa 

membrana inerte. Juntos, esses resultados sugerem que a MC-LR induz interações 

neutrófilo-endotélio, as quais promovem, pelo menos em parte, a expressão de 

moléculas de adesão de neutrófilos. As moléculas de adesão L-selectina e β2-

integrina são expressas em membranas de leucócitos durante os comportamentos 

de rolamento e aderência, respectivamente [Mayadas e Cullere, 2005; Patel et al., 

2002]. De fato, a incubação de MC-LR com neutrófilos resultou na síntese de RNAm 

e expressão em membrana celular de L-selectina e β2-integrinas. Esses efeitos não 

foram observados com o tratamento com as toxinas MC-LA ou MC-YR. 
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A capacidade das MCs de desencadear a secreção de quimiocinas e da MC-

LR de induzir a síntese de moléculas de adesão, sugerem efeitos potenciais das 

MCs na transcrição de mRNA de proteínas relacionadas à eventos inflamatórios. O 

efeito das MCs na ativação do fator nuclear-kappaB (NF-kappaB) e do AP-1 podem 

ser áreas importantes para uma investigação mais aprofundada, uma vez que esses 

fatores transcricionais medeiam a síntese de quimiocinas e moléculas de adesão 

[Nanji et al., 1999; Tergaonkar, 2006]. De fato, foi revelado recentemente que a MC-

LR induz um aumento na atividade de AP-1 dependente de tempo no fígado de 

ratos, via proteína quinase c-Jun N-terminal [Wei et al., 2008]. 

A ação direta das MCs na locomoção de neutrófilos também foi estudada em 

ensaios in vitro. Sabe-se que na quimiotaxia, movimento orientado das células em 

resposta a um agente quimiotático em gradiente, os fatores quimioatraentes se ligam 

aos receptores de membrana de sete domínios e ativam proteínas-G-

heterotrimétricas, as quais ativam uma complexa rede de sinalização organizada, o 

que induz a polimerização reversível de actina, desenvolvimento de polaridade, 

aderência reversível e migração [Niggli 2003; Kay et al., 2008]. Contudo, a via 

intracelular de quimiotaxia não está completamente entendida e varia conforme o 

fator quimiotático [Niggli, 2003]. 

Utilizando o modelo de Câmara de Boyden, foi demonstrado que as MCs são 

quimioatraentes para neutrófilos e que a prévia incubação de neutrófilos com as 

MCs reforça a migração direta de neutrófilos na resposta a um agente inflamatório. 

Portanto, é evidente que as MCs per se ativam mecanismos intracelulares 

responsáveis pela locomoção orientada e “priming” de neutrófilos em resposta a 

outro agente quimiotático. 

Considerando os dados apresentados nesse trabalho, as ações na 

quimiotaxia de neutrófilos sugerem que as MCs interagem com componentes de 

membrana ou penetram em uma célula, ativando-a, e em ambos os casos, devem 

ativar rotas intracelulares responsáveis por ações pró-inflamatórias. Como as MCs 

entram na célula ou acionam as vias intracelulares de ativação ainda não está bem 

estabelecido. Contudo, sabe-se que a MC-LR entra em hepatócitos e atravessa a 

barreira hematoencefálica através de OATPs [Fischer et al., 2005, Lu et al., 2008]. 

Na literatura não há demonstração da expressão desses transportadores pelos 
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neutrófilos, e só recentemente a expressão de mRNA de OATP foi evidenciado em 

leucócitos humanos de sangue periférico [Huber et al., 2007]. 

Dois modelos da atividade intracelular da MC-LR em hepatócitos foram 

propostos. O primeiro está relacionado à inibição específica das proteína fosfatases 

serina/treonina (PP1 e PP2A), o que resulta na interrupção de muitos processos 

celulares e alteração de estruturas do citoesqueleto [Mackintosh et al., 1990, Ding et 

al., 2001; Toivola e Eriksson, 1999], após a entrada das MCs nos hepatócitos pela 

via de transporte OATP [Erikkson et al., 1990]. O segundo mecanismo propõe que a 

capacidade das MCs para produzir grandes quantidades de ROS no fígado provoca 

estresse oxidativo, o qual contribui para a apoptose dos hepatócitos ou promoção de 

tumor, e conseqüentemente, para o dano hepático [Bouaïcha e Maatouk, 2004; Ding 

et al., 2001, Weng et al., 2007, Zegura et al., 2006]. Essa lesão hepática pode ser 

agravada com a diminuição das concentrações de glutationa reduzida pelas MCs, 

que pode provocar grande desequílibrio no balanço redox celular. Nessas 

condições, com a produção de ROS aumentada, pode haver a ruptura da cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial, levando à transição de permeabilidade de 

membrana e indução ao processo apoptótico [Ding e Ong, 2003]. Além da MC-LR 

induzir apoptose de hepatócitos, essa toxina tem capacidade para agir como um 

iniciador de tumor pela indução de dano ao DNA, ou por interação direta com o DNA 

ou indireta, tal como pela indução de ROS, as quais podem induzir dano oxidativo ao 

DNA [Wei et al., 2008]. 

Em condições normais, as células são capazes de detoxificar os radicais mas 

quando as ROS se acumulam, várias mudanças ocorrem em macromoléculas e 

células, as quais podem levar ao acúmulo de mutações e assim contribuir à 

promoção de tumor [Matés et al., 2000]. Os nossos resultados sugerem que as MC-

LA, MC-YR e MC-LR aumentam a produção de ROS extracelular por neutrófilos 

humanos e de ratos e têm correlação com nossas observações prévias nas quais 

MC-LR e [Asp3]-MC-LR causaram um aumento na produção de ROS por neutrófilos 

humanos pelo uso da técnica de quimiluminescência amplificada por luminol, a qual 

mede concentrações de ROS intra e extracelular [Kujbida et al., 2006]. 

Os resultados até aqui apresentados reforçam a hipótese de que o 

recrutamento de neutrófilos pode representar uma fonte adicional de toxicidade das 

MCs (Figura 21). O processo apoptótico de hepatócitos induzidos por essas toxinas 
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pode desencadear esse recrutamento, pois quando as células mortas ou danificadas 

sofrem apoptose pode haver geração de quimiocinas [Faouzi et al., 2001], e esses 

neutrófilos per se aumentam a liberação de ROS, o que pode agravar esse processo 

ou gerar a promoção de tumores. 
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Figura 20. Esquema dos prováveis efeitos das microcistinas (MCs) em funções de 

neutrófilos. (1) As MCs pré-ativam (2) os hepatócitos e as células de Kupffer a 

liberarem (3) CINC/IL-8, TNF-α e MIP. Estas quimiocinas pré-ativam os neutrófilos 

na corrente sanguínea, os quais aumentam os seus comportamentos de rolamento e 

de aderência, pela maior expressão de (4) L-selectinas e (5) β2-integrinas, 

respectivamente, nas suas membranas. Após transmigração, os neutrófilos (6) 

migram em direção ao foco inflamatório para (7) fagocitarem as células mortas e 

debilitadas pela toxicidade aguda das MCs [Kujbida et al., 2006], mas por estarem 

muito ativados, os neutrófilos (8) liberam ROS, causando assim (9) estresse 

oxidativo adicional no tecido hepático e agravamento dos danos celulares causados 

pelas MCs. 
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A figura 20 ilustra os eventos aqui estudados. Nesse trabalho foi observado 

que a MC-LR aumenta os comportamentos de rolamento e de aderência de 

leucócitos, e provavelmente isso ocorra por essa MC aumentar a síntese de RNAm e 

expressão nas suas membranas de L-selectinas e β2-integrinas, respectivamente. 

Foi observado também que as MC-LA, MC-YR e MC-LR aumentam a migração de 

neutrófilos, tanto in vitro como in vivo per se. E isso pode ter acontecido por essas 

MCs aumentarem a liberação de quimiocinas tanto por neutrófilos (efeito direto) 

como por hepatócitos e células de Kupffer (efeito indireto). Assim, os neutrófilos 

podem estar envolvidos na toxicidade das MCs, por aumentarem a liberação de 

ROS no foco inflamatório, e por tanto o estresse oxidativo. 

Nossos resultados sugerem também que o Cai
2+ pode ser um mecanismo 

pelo qual a atividade de neutrófilos pode ser modulada pelas MCs. As três toxinas 

estudadas aumentaram a concentração de Cai
2+ com perfis cinéticos diferentes, 

indicando que as MCs agem por caminhos distintos de ativação de neutrófilos. O 

início da resposta de aumento de Cai
2+ pela MC-LR foi mais demorado, mas foi mais 

intensa e sustentada em comparação com as respostas induzidas pelas MC-YR e 

MC-LA. Em concordância com esses dados, a função do Cai
2+ na toxicidade da MC-

LR já foi demonstrado. O Cai
2+ liberado da mitocôndria após estresse oxidativo 

induzido pela MC-LR e a ativação de proteína quinase II dependente de 

calmodulina/íons cálcio foram implicados na apoptose de hepatócitos induzida por 

MCs [Fladmark et al., 1999; Ding e Ong, 2003]. A fonte de Cai
2+ e sua real 

participação nos processos de migração de neutrófilos requerem uma investigação 

mais aprofundada. No entanto, sugerimos que a abertura de canais de Ca2+ não 

ocorra pelo acoplamento direto, e sim a geração de um segundo mensageiro, o qual 

abre os canais de Ca2+, já que as MCs parece não penetrar em neutrófilos. A 

sinalização de Cai
2+ em neutrófilos é importante para o desencadeiamento e a 

coordenação do comportamento de neutrófilos. Mudança rápida no formato celulare 

rearranjo de organelas internas, quimiotaxia, fagocitose, liberação de ROS e 

apoptose estão relacionados a mudanças da concentração de Cai
2+ livre no citosol 

[Dewitt e Hallett, 2007]. 

Outro fato também relevante foi a preservação da viabilidade de neutrófilos 

humanos observada após o tratamento dessas células com MC-LA e MC-LR (1 e 

1000 nM). As razões de sobrevida aumentada são observadas em condições 
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inflamatórias. É descrito que citocinas e produtos de bactérias podem prolongar a 

sobrevida de neutrófilos por interferirem com o processo fisiológico de apoptose. 

Esse processo pode ser importante para a regulação de resistência e de inflamação 

do hospedeiro, e pode representar um passo essencial de permissão para que 

certas citocinas e produtos microbiais ativem funções em neutrófilos [Collota et al., 

1992]. Já os nossos resultados dos ensaios de fragmentação de DNA sugerem que 

MC-LA e MC-LR são mais tóxicas do que MC-YR a neutrófilos humanos. Um padrão 

de toxicidade comparativo similar foi observado em mudanças patológicas induzidas 

por MC-LR em nefrotoxicidade [Milutinovic et al., 2003] e hepatotoxicidade [Gupta et 

al., 2003]. Em ambos exemplos a MC-LR foi mais tóxica do que a MC-YR. 

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a MC-LA, a MC-YR e a 

MC-LR induzem inflamação e atuam como agentes quimiotáticos de neutrófilos. 

Esses mecanismos podem potencializar a toxicidade das MCs já que o recrutamento 

e a ativação desregulados de neutrófilos resultam em danos severos a tecidos 

sadios adjacentes pela liberação exarcebada de ROS e proteinases. Portanto, uma 

melhor compreensão dos mecanismos pelos quais as MCs afetam neutrófilos pode 

fornecer novas abordagens terapêuticas para a intervenção em resposta a grave 

toxicidade aguda induzida por MCs. 
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7. CONCLUSÕES 

As MCs têm efeito sobre algumas funções de neutrófilos, como a migração, a 

liberação de citocinas e de ROS e a mobilização de cálcio intracelular. Nesse sentido 

observou-se que: 

 

(I) As MCs são capazes de alterar a liberação de citocinas quimioatraentes de 

neutrófilos, sendo que em: 

 Células de Kupffer expostas a MC-LA, MC-YR ou MC-LR há aumento 

da liberação de CINC-2αβ e TNF-α; 

 Hepatócitos expostos a MC-LA ou MC-YR há aumento da liberação de 

CINC-2αβ (ao receber um segundo estímulo); 

 Neutrófilos humanos e de ratos expostos a MC-LA, MC-YR ou MC-LR 

há aumento da liberação de IL-8 e CINC-2αβ, respectivamente; 

 Células presentes no foco inflamatório expostas a MC-LA, MC-YR ou 

MC-LR há aumento da liberação de CINC-2αβ e MIP-2. 

 

(II) O recrutamento de leucócitos para o foco inflamatório pode ser aumentado 

pelas MC-LA, MC-YR e MC-LR. 

 

(III) MC-LA, MC-YR e MC-LR têm ação direta na locomoção de neutrófilos e são 

capazes também de pré-ativar essas células tornando-as mais responsivas a 

migração. 

 
(IV) Os eventos de migração de leucócitos podem ser alterados por ação da MC-

LR devido ao aumento das funções de rolamento, de adesão e de síntese de 

RNAm e de expressão das moléculas de adesão L-selectina e β2-integrina 

dessas células. 

 

(V) MC-LA, MC-YR e MC-LR são capazes de ativarem neutrófilos a produzirem e 

liberarem ROS. 

 

(VI) aumento do influxo de cálcio intracelular em neutrófilos em presença de MC-

LA, MC-YR e MC-LR. 
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9. ANEXOS 

9.1 ANEXO I: Informações para os Membros de Bancas Julgadoras de 

Mestrado/Doutorado 

 

1. O candidato fará uma apresentação oral do seu trabalho, com duração 
máxima de trinta minutos. 

 
2. Os membros da banca farão a argüição oral. Cada examinador 

disporá, no máximo, de trinta minutos para argüir o candidato, exclusivamente sobre 
o tema do trabalho apresentado, e o candidato disporá de trinta minutos para sua 
resposta. 

 
2.1 Com a devida anuência das partes (examinador e candidato), é 

facultada a argüição na forma de diálogo em até sessenta minutos por examinador. 
 
3. A sessão de defesa será aberta ao público. 
 
4. Terminada a argüição por todos os membros da banca, a mesma se 

reunirá reservadamente e expressará na ata (relatório de defesa) a aprovação ou 
reprovação do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argüição. 

 
4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissão 

Julgadora deverá emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado 
na ata. 

4.2 Será considerado aprovado o aluno que obtiver aprovação por 
unanimidade ou pela maioria da banca. 

 
5. Dúvidas poderão ser esclarecidas junto à Secretaria de Pós-

Graduação: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621. 
 
 

São Paulo, 18 de março de 2005. 
 
 
 

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco 
Presidente da CPG/FCF/USP 

 
 

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitária - CEP 05508-900 - São Paulo - SP 

Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 – e-mail: pgfarma@usp.br 
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9.2 ANEXO II: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa-FCF/USP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexos 

 



110 

 

 

 

9.3 ANEXO III: Termo de Consentimento pós informativo 

 

 
Universidade de São Paulo 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

I – DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL 
RESPONSÁVEL 
 
1. Nome do Paciente:........................................................................................................................ 

Documento de Identidade Nº :.........................................................    Sexo: (  )  M           (  ) F 

Data de Nascimento:............/............/........... 

Endereço:.....................................................................................Nº:....................Apto:.................... 

Bairro:..............................................................Cidade:......................................................................... 

CEP:...................................................Telefone:................................................................................... 

2. Responsável Legal:.......................................................................................................................... 

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.):............................................................................ 

Documento de Identidade Nº:....................................................................Sexo: ( )M           ( )F 

Data de Nascimento:........../........../............. 

Endereço:..................................................................................................Nº: ...............Apto:.............. 

Bairro:...................................Cidade:.....................................CEP:........................Tel:........................ 

 

II – DADOS SOBRE A PESQUISA 
1. Título do Protocolo de Pesquisa: “Alguns aspectos do mecanismo de ação das microcistinas 
sobre a função de neutrófilos humanos” 
 
2. Pesquisadora: Paula da Silva Kujbida 

Cargo/Função: Aluna do curso de Doutorado em Toxicologia e Análises Toxicológicas – FCF/USP 
Inscrição Conselho Regional: CRFNº: 30812 
Departamento da FCF/USP: Análises Clínicas e Toxicológicas 
 
1. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA 
  Sem Risco    (  ) Risco Mínimo   (X)  Risco Médio  (  ) 

 Risco Baixo  (  )  Risco Maior      (  ) 

(Probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como conseqüência imediata ou tardia do 
estudo. Nos projetos com coleta de sangue, incluir detalhadamente, como observação as 
possíveis reações decorrentes desse procedimento.) 

 
Duração da Pesquisa: 03 anos 
 
 

Anexos 

 



111 

 

 

 

III – REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU 

REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO: 

 
1. Justificativa e os objetivos da pesquisa: Um dos problemas que atualmente desafiam as 
instituições responsáveis pelo fornecimento de água para a população é a contaminação por toxinas 
de cianobactérias (algas azuís), que podem causar indução de tumor e danos ao fígado. Poucas são 
as reportagens sobre os efeitos destas toxinas no sistema imune humano. Devido a esta falta de 
evidência experimental, este projeto tem o objetivo de elucidar alguns aspectos do mecanismo de 
ação das microcistinas sobre a função de neutrófilos humanos. 
 
2. Procedimentos que serão utilizados e propósitos: Serão incluídos neste estudo 20 doadores de 
sangue periférico que não tenham administrado nenhum tipo de medicamento anti-
inflamatório, e nem estarem com qualquer sintoma de doença, até 24 horas antes da coleta. O 
volume coletado será de 10 mL de cada doador. As coletas serão realizadas no Setor de 
Bioquímica do Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 
Universidade de São Paulo. Após a realização das coletas de sangue dos doadores serão 
separados os neutrófilos das amostras para execução de ensaios imunotoxicológicos no 
Departamento de Bioquímica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP. 
 
3. Desconfortos e riscos: Os materiais de coleta não oferecem nenhum risco de contaminação 
aos doadores, uma vez que todo o material utilizado é estéril e de uso único. 
 
4. Benefícios: A contribuição do voluntário trará benefício ao próprio indivíduo e à população 
em geral, visto que todos podem estar expostos à água contaminada por microcistinas. A 
realização dos ensaios é importante para entender o mecanismo de ação destas toxinas 
durante a intoxicação. 
 
 

IV – ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA 
PESQUISA 
 

 A participação neste estudo é voluntária, tendo o doador liberdade para recusar ou retirar seu 
consentimento para fazer parte da mesma no momento que desejar, sem que haja prejuízo ao seu 
atendimento. 
 Os doadores que participarem deste projeto, em hipótese alguma terão sua identidade 
divulgada para outras pessoas que não façam parte da pesquisa. Também serão mantidas em sigilo 
todas as informações obtidas e que estejam relacionadas com a privacidade dos doadores. 
 Os pesquisadores e a Comissão de Ética que aprovou este estudo, comprometem-se a 
fornecer todas as informações que venham a obter durante a pesquisa. 
 

V – INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS PELO 
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRÊNCIAS 
CLÍNICAS E REAÇÕES ADVERSAS. 

 
Orientadora da Pesquisa: Prof. Dr. Ernani Pinto Júnior – Departamento de Análises Clínicas e 
Toxicológicas – Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP – Fone: (11) 3091-2192. 
 
Autora da Pesquisa: Discente de Pós-Graduação de Doutorado em Toxicologia e Análises 
Toxicológicas – FCF/USP - Paula da Silva Kujbida – Fone: (11) 6255-0789. 
 
 
 
 
 
 
 

Anexos 

 



112 

 

 

 

VI – OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 
 
 Caro colaborador, 
 
 A formulação deste documento foi realizada para informá-lo sobre os procedimentos 
necessários para alcançar o objetivo desse estudo. Caso concorde com a sua participação durante o 
desenvolvimento do estudo, vale ressaltar que todos os procedimentos adotados estão de acordo 
com a Declaração de Helsinque, capítulo 50, que trata da proteção dos participantes, parágrafo 
50.20/27, que orienta procedimentos referentes às pesquisas que necessitam experiências com 
humanos. 
 

VII – CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi 
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa. 
 

 

São Paulo, __________ de ________________________ de ___________. 

 
 
 
 
 
_________________________________                           __________________________________ 
      Assinatura do sujeito de pesquisa                                                 Assinatura da pesquisadora 
                ou responsável legal                      .                                          Paula da Silva Kujbida 
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9.4 ANEXO IV: Aprovação do Comitê de ética em Experimentação Animal 
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9.5 ANEXO V: Curriculum vitae  

 
Formação acadêmica/Titulação  

2005 Doutorado em Toxicologia e Análises Toxicológicas.  
Universidade de São Paulo, USP, Brasil.  
com período sanduíche em Friedrich-Shiller-Universität Jena (Orientador:Bernd Luckas ).  
Título: Alguns aspectos do mecanismo de ação das microcistinas sobre a função de 
neutrófilos humanos, Orientador: Ernani Pinto.  
Bolsista do(a): Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo, FAPESP, 
Brasil.  
Palavras-chave: microcistinas; migração; neutrófilos; espécies reativas de oxigênio; cultivo 
celular; amostras ambientais.  

2003 - 2005 Mestrado em Toxicologia e Análises Toxicológicas.  
Universidade de São Paulo, USP, Brasil.  
Título: Microcistinas produzidas pela cianobactéria Microcystis panniformis e alguns 
efeitos sobre funções de neutrófilos, Ano de Obtenção: 2005.  
Orientador: Ernani Pinto.  
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico, CNPq, 
Brasil.  

1998 - 2002 Graduação em Farmácia - Bioquímica. Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, 
Brasil.  

 
Formação complementar  

2008 - 2008 PCR em Tempo Real. (Carga horária: 20h).  
LGC Biotecnologia, LGC, Brasil.  

 
Projetos de Pesquisa (como integrante)  

2006 - Atual Convênio Internacional entre a Universidade de Jena - Alemanha e a Universidade de 
São Paulo, visando a cooperação acadêmica na área de Toxicologia Analítica e 
Monitoramento de Cianotoxinas 

 
.  

2005 - 2008 04/14264-0 - Avaliação dos possíveis mecanismos de ação das microcistinas sobre a 
função de neutrófilos humanos 

 
  

2005 - Atual 475607/2004-0 - Padronização de métodos para o isolamento e quantificação de 
hepatotoxinas presentes em reservatórios na Zona da Mata/Pernambuco 

2004 - Atual 03/06443-0 - Algas presentes em florações: Isolamento e padronização de métodos 
analíticos para a quantificação de toxinas 

 
  

Prêmios e títulos  

2007 (1º lugar) Bolsa de Auxílio à Pesquisa/Prêmio MAPFRE-USP 2007, Fundação MAPFRE - 
Espanha e a USP.  
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Produção em C,T & A  
 

Produção bibliográfica  

 
Artigos completos publicados em periódicos 

1.  KUJBIDA, P. ; HATANAKA, E ; CAMPA, A ; CURI, R ; POLISELLIFARSKY, S ; PINTO, E . Analysis of 
chemokines and reactive oxygen species formation by rat and human neutrophils induced by microcystin-LA, -
YR and -LR?. Toxicon, v. 51, p. 1274-1280, 2008.  

2.  KUJBIDA, P ; HATANAKA, E ; CAMPA, A ; COLEPICOLO, P ; PINTO, E . Effects of microcystins on human 
polymorphonuclear leukocytes. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 341, p. 273-277, 
2006.  

3.  BITTENCOURTOLIVEIRA, M ; KUJBIDA, P. ; CARDOZO, K ; CARVALHO, V ; MOURA, A ; COLEPICOLO, P ; 
PINTO, E . A novel rhythm of microcystin biosynthesis is described in the cyanobacterium Microcystis 
panniformis Komárek et al.. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 326, p. 687-694, 2005.  
 
 

 
Capítulos de livros publicados  
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Resumos publicados em anais de congressos  
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KUJBIDA, P. ; HATANAKA, E. ; Vinolo, M. ; Wiaisman, K. ; FARSKY, S.H.P. ; CURI, R. ; PINTO, E. . Effects of 
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2007.  
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Effects of microcystins on human polymorphonuclear leukocytes. 
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Analysis of chemokines and reactive oxygen species formation by rat and 

human neutrophils induced by microcystin-LA, -YR and -LR. 
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The role of microcystins -LA, -YR, and -LR on neutrophil migration. 
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Saxitoxins accumulation in freshwater fish (Oreochromis niloticus) for human 

consumption. 
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9.7 ANEXO VII: Certificado do estágio realizado na Universität Jena, Co-

orientador estrangeiro: Prof. Dr. Bernd Luckas (CAPES-DAAD-PROBAL - 

Processo BEX 2243/07-5). 
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O estágio realizado foi vinculado ao projeto baseado no intercâmbio de 

estudantes e pesquisadores entre Brasil e Alemanha do programa 

CAPES/PROBRAL, que tem como título: Investigação e monitoramento de 

hepatotoxinas produzidas por cianobactérias em reservatórios de água e lagos na 

Alemanha e Brasil. 

Os coordenadores envolvidos (Prof. Dr. Ernani Pinto no Brasil e Prof. Dr. Luckas 

na Alemanha) já desenvolvem colaboração no tema mencionado e possuem um 

acordo formal entre a Universidade de Jena e Universidade de São Paulo, assinado 

pelos reitores das instituições, para o intercâmbio de estudantes e pesquisadores. 

A bolsa de doutorado da FAPESP (Processo 04/10348-5) foi interrompida e o 

estágio foi proporcionado finaceiramente pela CAPES-DAAD-PROBAL (Processo 

BEX 2243/07-5) no período de 1 de setembro a 31 de dezembro de 2007. 

Considerando o plano de atividades proposto nesse projeto, foram realizados: 

 estágio de 4 meses no Departamento de Química de Alimentos da 

Universidade de Jena, na Alemanha, para analisar amostras coletadas no 

Brasil com a possível presença de toxinas; 

 análises das amostras (tecidos de peixes e água de reservatórios) por LC-

MS/MS para detectar e quantificar microcistinas (MC-LR, -RR, -LA, -LF, -LW e 

-YR), nodularina (NOD), anatoxina-a (ANA), cilindrospermopsinas (CYN e 

doCYN) e saxitoxinas (STXs) e seus análogos (NEO, GTX1, GTX2, GTX3, 

GTX4, and dcSTX); 

 análise dos dados para preparo de um artigo científico. 

Além da infra-estrutura viável para o desenvolvimento de métodos analíticos 

de extração e isolamento de cianotoxinas, essa instituição tem uma ampla eficiência 

(comprovada na literatura) em determinação de cianotoxinas a partir de amostras 

ambientais, como água e tecidos de peixes. A adaptação ao novo ambiente foi muito 

fácil, visto que os pesquisadores e funcionários da Universidade de Jena estão 

acostumados em receber pesquisadores de vários países, para estágios ou simples 

visitas. O orientador estrangeiro também foi muito acessível quando solicitado.  

Nossos resultados indicaram que tilápias podem acumular neurotoxinas, em 

aquacultura de dulcícola durante episódios de florações de cianobactéria. Portanto, 

o monitoramento de peixes de água doce deveria ser considerado uma importante 

questão no controle de qualidade. 
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