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Resumo

A anémona do mar Bunodosoma caissarum possui mais de 40 proteinas diferentes, como
mostrado através da eletroforese 2-D, o que pode levar a uma variedade de efeitos biologicos. Foram
investigados também alguns pardmetros farmacoldgicos, onde se pode verificar a capacidade desta
toxina em interagir com modelos de homeostase sanguinea, no caso em particular das agregacdes
plaquetarias, assim como sua capacidade de indugdo a inflamagdo, através do edema de pata de rato,
onde se observou um aumento de até 400% de modo proporcional a quantidade de material utilizada,
sendo o maximo de 12pg/ml. Nos ensaios antibacterianos foi possivel observar que o extrato de B
caissarum apresentou diminui¢do de aproximadamente 97% da bactéria Xanthomonas axonopodis. O
efeito toxicologico da Bumnodosoma caissarum foi estudado através da utilizacdo duas linhagens
celulares pancreaticas tumorais RINmSF e RINmSF-Cat (esta ultima superexpressando a enzima
catalase) , onde apos o periodo de exposi¢do ao veneno (até 72 h) foi observado um aumento da morte
na células RINmSF de modo dose-tempo depentende de até 60%, enquanto que as células RINmSF-
Cat ndo apresentaram diminui¢do de sua viabilidade celular em nenhuma dose e tempo utilizada,
mostrando que a B caissarum poderia causar a morte celular através do aumento do stress oxidativo. A
determinagd@o de espécies reativas de oxigénio no meio intracelular foi medido através da fluorescéncia
do DCFH-DA, formados através da incubagdo com o extrato de B caissarum, mostrando um aumento
na produgdo de espécies reativas de oxigénio de mais de 100% quando comparadas com as células
controle. A analise das principais enzimas antioxidantes mostrou que o extrato de B caissarum causou
um aumento da atividade da enzima Cu/ZnSOD, tanto para as células RINm5F controle como para as
com superexpressdo da enzima catalase (RINmSF. Cat), enquanto que, a atividade da enzima
glutationa peroxidase ndo sofreu nenhuma diferenca nas células RINmSF controle ou nas
RINmSF.Cat. e a enzima catalase ndo aumentou na células RINmSF e se manteve alta nas células
RINmSF.Cat. Sendo assim, Bc provocou um aumento das espécies reativas de oxigénio, sendo
principalmente de oxigénio superoxido. Resumindo, este trabalho visa contribuir de forma modesta ao
entendimento da acdo de toxinas de anémonas do mar mostrando que a Bunodosoma caissarum

possui caracteristicas antibacteriana, citotoxica, inflamatdrio e tromboliticos que podem ser de grande

X1



interesse biologico e farmacologico, e o possivel mecanismo de citotoxicidade B. caissarum em
células de mamiferos, que inclui aumento do estresse oxidativo com excessiva produgédo de peroxido

de hidrogénio, pelo menos no caso das células produtoras de insulina.

Palavras chaves: anémona do mar, toxina, atividade biologica, fosfolipase A2 e viabilidade celular.
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Abstract

Acording to our studies, we could notice that the sea anemone, Bunodosoma caissarum have
more than 40 different protein, as showed through the electrophoresis 2-D, what may lead to a variety
of biological effects. Also was investigated, some pharmacological parameters where we could
confirm the ability of this toxin on interacting with models of blood homeostasis. In particular case of
the platelet aggregation, as well as its ability to induce inflammation, trough the edema in rat paw,
where we could observe an increased response proportional to the amount of used material. In the
antibacterian tests it was possible to observe that the Bc extracts presents a decrease in the numbers of
severals bacterias in a dose dependent way. The toxicological effect of the Bunodosoma caissarum
was studied through the use of two pancreatic tumor cell lines RINmSF and RINmSF-Cat (the last one
overexpressing the enzyme catalase), where after the period of exposure to the poison (till 72h), was
observed an increase in RINmSF cell death, much greater than when compared with cells RINmSF-
Cat, in every doses and administrated time, showing that the Bc could cause cell death through the
oxidative stress increase. The DCFH-DA test measured the production of reactive oxygen species
intracellularly formed by incubation with the Bc extract, showing an increase in the production of
reactive oxygen species of more than 100% when compared with control cells. The analysis of the
main antioxidant enzymes showed that the Bc extract caused an increase in enzyme Cu/ZnSOD
activities, both cells RinmSF control and for the overexpression of catalase (RINmSF. Cat), while the
glutathione peroxidase did not suffered any difference in RINmSF cell control or in the RINmSF.Cat.
and the catalase enzyme did not increase in the RINmSF cells and remained high in cells RINmSF .Cat.
So, we could believe that Be caused an increase in the reactive oxygen species, being mainly the
oxygen superoxide. Abstracting, this paper aims to contribute modestly to the understanding in
molecular level of the sea anemone toxin action, showing that the Bunodosoma caissarum have
antibacterial, cytotoxic, inflammatory and thrombolytic characteristics that can be of great biological

and pharmacological interest, and the possible mechanism of cytotoxicity of the Bunodosoma
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caissarum in mammals cell, certainly includes increased oxidative stress with excessive production of

hydrogen peroxide, at least in the case of insulin-producing cells.

Key-words: sea anemone, toxin, biological activities, phospholipase A2 and cell viability.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

Os cnidarios (do grego knide, irritante, e do latim aria [sufixo plural], como ou conectado com)
constituem um filo que inclui os animais aquaticos de que fazem parte as hidras de agua doce, as
medusas ou dguas-vivas, que sdo normalmente oceanicas, € 0s corais € anémonas-do-mar (Solomon et al,
2002)

As anémonas do mar pertencem a classe Anthozoa, ordem Actiniaria, perfazendo 26 familias
distintas. Sdo conhecidas mais de 1.000 espécies em todos os mares do mundo. Observa-se que a fauna
de anémonas do mar do Estado de Sdo Paulo, atualmente com 17 espécies, certamente devera ter seu
numero bastante aumentado quando se empreender o estudo de espécies pequenas, relativamente comuns
em ambientes cripticos do litoral paulista, e de profundeza maior (Brusca & Brusca, 2003).

O corpo dos cnidarios € basicamente um saco formado por duas camadas de células, a epiderme,
no exterior, e a gastroderme no interior, com uma massa gelatinosa entre elas, chamada mesogleia. Ao
redor da abertura, chamada arquéntero, os celenterados ostentam uma coroa de tentaculos com células
urticantes, os cnidocitos, capazes de ejectar um minusculo espinho, o nematocisto que pode conter uma
toxina ou material mucoso. Este mecanismo serve ndo so para se defenderem dos predadores, mas
também para imobilizarem uma presa, como um pequeno peixe, para se alimentarem - os cnidarios s@o
tipicamente carnivoros. Algumas células da gastroderme da cavidade central (o celéntero) segregam
enzimas digestivas, enquanto que outras absorvem a matéria digerida. Na mesogleia, encontram-se
dispersas células nervosas e outras com fung¢do muscular que promovem o fluxo de dgua para dentro e
fora do animal ( Solomon, 2002).

As anémonas do mar, assim como todos os cnidarios, sdo providas de cnidoblastos com
nematocistos, localizados nos tentdculos e cavidade gastrovascular. Estas células providas de potentes
toxinas, sdo utilizadas principalmente na captura de alimentos e na defesa contra predadores (Brusca &

Brusca, 2003).



Os estudos farmacologicos sobre toxinas marinhas ainda sdo modestos no Brasil, apesar de haver
dados importantes em relagdo a Bunodosoma caissarum, uma anémona do mar endémica do litoral
brasileiro (Hessinger & Lenhoff, 1988). Esse baixo numero de estudos se deve, também, ao fato de
existir poucos acidentes envolvendo esses cnidarios (Haddad et al, 2003).

As toxinas de anémonas do mar incluem varios polipeptideos dentre os quais temos as
neurotoxinas e citolisinas (Gondran et al, 2002). Além dos compostos protéicos temos uma importante
contribui¢cdo dos compostos ndo protéicos, como as purinas, compostos de amdnia quartenaria e aminas
biogeénicas (Anderluh & Macek, 2002). A maior parte destas toxinas ¢ produzidas pelo cnidoblasto, que

sdo células altamente especializadas encontradas principalmente nos tentaculos (Watson, 1988).

1.2 Bunodosoma caissarum (Bc).

Bunodosoma caissarum, Correia, 1964, cnidario pertencente a classe Anthozoa, ordem Actiniaria,
familia Actinidae, ¢ uma espécie endémica e encontrada na costa brasileira, desde a cidade de Guarapari
(ES) até a cidade de Rio Grande (RS) e nas ilhas oceénicas de Fernando de Noronha e Trindade. Habita
regides do médio-litoral e do infra-litoral, fixando-se em rochas grandes onde ha cracas e mexilhdes, e
em areas de costa aberta ou protegida, mas sujeita ocasionalmente a intenso movimento das ondas
(Correia, 1964). A alta densidade de Bunodosoma caissarum em praias rochosas, rasas e de facil acesso
tem motivado e permitido a diversos autores brasileiros estuda-la sob diferentes pontos de vista. Estas
anémonas possuem coloragdo vermelha escura uniforme, uma base fortemente aderente e bem

desenvolvida de cor creme com contorno circular ou lobulado.



Figura 1 - Bunodosoma caissarum (site do Centro de Biologia Marinha da Universidade de Sdo Paulo

http://www.usp.br/cbm/index.php/component/rsgallery2/item/328/asInline.html)

1.3 Toxinas do veneno de Anémonas

Toxicidade ¢ um aspecto comum em acidentes com cnidarios € um grande numero de toxinas ja
foram identificadas nos nematocistos desses animais (Macek, 1992). As anémonas do mar contém uma
gama interessante de compostos com atividades bioldgicas, incluindo potentes toxinas (Pennington et al,
1994; Freitas et al., 2003). Entre as primeiras proteinas isoladas estdo peptideos cardio-estimuladores e
neurotoxinas de baixo peso molecular (Torres-Ramos & Aguilar, 2003). Posteriormente, foi mostrado
que as anémonas sdo ricas em neurotoxinas que atuam em canais de sodio, potassio e que lembram a
estrutura de neurotoxinas escorpidnicas (Gasparini et al., 2004).

Compostos polipeptidicos tém sido isolados e identificados no extrato de cnidocistos, como as
neurotoxinas que afetam os canais de sddio voltagem dependente e os canais de potassio (Malpezzi et al,

1990) e hemolisinas (Malpezzi et al, 1993).



Estudos demonstraram que a Budonosoma caissarum possui grandes quantidades de uma
imunopurina denominada caissarona (Zelnik et al., 1986). A primeira analise farmacoldgica realizada
com a caissarona em ovos de ouricos do mar revelou ser esta uma substancia indutora de poliespermia e
de anomalias no desenvolvimento embrionario (Freitas e Sawaya, 1986). Este produto natural também
estimula a atividade peristaltica em intestino de mamiferos, aumentando a freqiiéncia de descarga dos
potenciais de ag¢do dos neurdnios de plexo mioentérico. Esta foi a primeira vez que encontrou-se um
produto natural marinho com atividade antagonista de receptores purinérgicos com potencial terapéutico.
O exame toxicoldgico dos nematocistos descarregados por estimulacdo elétrica de B. caissarum, revelou
também a presenga de diversos peptideos neurotoxicos (Freitas e Sawayna, 1990). As neurotoxinas
isoladas e sequenciadas da Bunodosoma caissarum (Malpezzi e Freitas, 1990) mostraram em ensaios in
vivo, que sdo capazes de promover convulsdes de maneira dose-depentende em ratos, e que estes efeitos
decorriam da interacdo direta de componentes protéicos do extrato de anémona sobre os receptores
NMDA, néo envolvendo o aumento de liberagdo de glutamato ou da presenga de citolisinas.

Do extrato de B. caissarum foi isolado um peptidio denominado Bclll, de 48 residuos de
aminodcidos, com uma DL50=600ug/kg mostrando ser letal em siris e caranquejos. A Bclll parece
interagir com o sitio 3 dos canais de sodio dependente e consequentemente atrasar a fase de inativagao
destes canais (Oliveira et al, 2004). Oliveira et al, (2006b) isolaram uma outra fragdo neurotoxica
denominda BcelV cuja acdo farmacologica se assemelha com a Belll.

A atividade citolitica tem sido caracterizada pela presenca de citolisinas que podem ser inibidas
por lipidios de membrana como a esfingomielina, que preferencialmente inibem a agdo de hemolisinas
conhecidas como actinoporinas. Estes, sdo entdo compostos por proteinas de peso molecular variando de
15-20kDa (Oliveira et al 2004).

Recentemente Oliveira et al 2006b, descreveram a caissarolisina I (BcSI), uma hemolisina com

atividade fosfolipasica A2 (PLA2), diferente de algumas actinoporinas conhecidas, como as Stl e StIl.



1.3.1 Neurotoxinas

Neurotoxinas 1soladas de anémonas do mar ja descritas na literatura apresentam massa molecular
em torno de 5,0 kDa e se ligam a canais i6nicos voltagem dependentes (Simpson et al, 1990), sendo que
a maior parte delas atua nos canais de sodio, embora no caso particular da Bunodosoma granulifere e da
Stichodactyla helianttus atuem nos canais de potassio (Aneiros et al, 1993).

Estudos realizados por Romey et al (1976) mostram que toxinas isoladas de anémona do mar
(Anemonia sulcata) possuem uma acdo farmacoldgica semelhante a veratridina, batracotoxina e a toxina
de escorpido, que estimulam a liberagdo de neurotransmissores dos sinaptosomas. Esta acdo ¢
provavelmente devido a a¢do despolarizante da neurotoxina, que provocaria a entrada de Ca>* na sinapse
e consequente liberagdo do neurotransmissor.

Estudos realizados por Eno et al (2001) mostraram que o extrato total de Bunodosoma cavernatus
¢ capaz de induzir experimentalmente mudangas na pressdo sanguinea em ratos bem como efeitos
recorrentes sobre o sistema cardiovascular. Em doses entre 2 a 20 microgramas o extrato protéico
mostrou um efeito hipotensivo e ja em doses maiores do que 20 microgramas, o extrato induziu um
aumento rapido da pressdo sangtiinea.

Cunha et al (2005) determinaram recentemente a estrutura e fun¢do da toxina cragicum, uma
neurotoxina que atua em canais de sodio de que se caracteriza pela sua interagdo com células nervosas,
produzindo alteragdes no sistema nervoso central. Sua atividade toxicoldgica gera quadros semelhantes
ao da encefalite e epilepsia. Por esse motivo, a compreensdo da estrutura e funcdo desta toxina esta sendo
usada como uma ferramenta para a compreensdo e etiologia da epilepsia. Adicionalmente, Gondran
2002, conduziu experimentos com extrato da anémona Bunodosoma caissarum observaram convulsdes
dose-dependentes e os resultados sugerem a interagdo de toxinas presentes na B. caissarum com o

sistema glutaminérgico sendo que esses efeitos ndo dependem da agéo de citolisinas.



1.3.2 Fosfolipases A, (PLA2)

As fosfolipases A, (PLA2) sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas em bactérias, plantas, tecidos de mamiferos (pulmao, figado, bago, coragdo, eritrocitos,
plaquetas e leucocitos polimorfonucleares). No entanto, as mais conhecidas e amplamente estudadas séo
aquelas encontradas nos tecidos pancreaticos de mamiferos e nos venenos de serpentes e insetos (Verheij,
et.al., 1980). Todas as PLA2s de venenos contém cerca de 120-135 aminoacidos, varias pontes disulfeto
e uma alta conservagdo da estrutura tridimensional. Além disso, a maioria dessas PLLA2s tem atividade
catalitica, mas a caracterizagdo sistematica destas tem conduzido para a identificacdo de diferentes
variantes de PLA2 como as PLA2-like que sdo cataliticamente inativas (Gutierrez et al.,1995). Estas
moléculas sd@o enzimas que desempenham importante papel no metabolismo de lipidios com alta
especificidade estéreo especifica para hidrolise da ligagdo 3sn-fosfoglicideos na posi¢do sn-2, sendo,
portanto, denominada de PLA2 (Dennis, 1997). O mecanismo para catalise das PLA2 proposto por Scott
e Sigler (1994) envolve uma interagdo altamente especifica com glicofosfolipidios. Nesta catalise ha
participagdo de calcio como cofator, o sitio ativo e molecular da agua. As PLA2 consistem-se numa
superfamilia de proteinas, que tem sido caracterizada como uma importante familia de enzimas
transdutoras de sinal, atuando como proteinas que interagem de forma especifica com receptores do tipo
M e N ou como efetores de atividades biologicas intracelulares (Dennis, 1997).

As PLA2 secretorias sdo proteinas de baixo peso molecular, com a presenga de pontes disulfeto,
com uma massa molecular de aproximadamente 13 a 15 KDa e sdo produzidas e secretadas por células
(Gutierrez et al., 1995, Valentin e Lambeau, 2000). Estas proteinas normalmente requerem concentragdes
milimolares de Ca** para a atividade catalitica 6tima. As PLA2 sio encontradas e distribuidas através de
todo o reino animal e recentemente evidenciou-se a presenga de PLA2 em Pinus americanus (Valentin e
Lambeau, 2000). As PLA2 pancreaticas de mamiferos sdo produzidas e secretadas como zimogénios,
com a presenca de um heptapeptidio na regido N-terminal na enzima inativa. Contudo, no caso das
serpentes ou de outros animais pegonhentos, diversas isoformas de PLA2 sd3o constantemente

sintetizadas. As isoformas geralmente apresentam graus diferenciados de atividade enzimatica e



atividade farmacologica, podendo ser ou ndo dependentes da atividade enzimatica, como evidenciados
para as miotoxinas K49, que exibem varias atividades farmacologicas, desde a atividade neurotdxica,
cardiotoxica, nefrotdxica, mionecrdtica, anticoagulante, convulsionante, hipertensivo e edematogénico.
Estas PLA2 K49 diferentemente das PLA2 D49 (cataliticamente ativas) sdo capazes de desencadear suas
atividades bioldgicas independentemente da liberagdo do acido araquidonico (Solomon, 2002).

Neste contexto, segundo Kini (2003), as PLA2 procedentes de veneno de serpentes compartilham
uma similaridade em estrutura e fungdo com as enzimas de mamiferos. No entanto, dentre as PLA2 de
veneno de serpentes, muitas sdo toxicas e induzem um amplo espectro de efeitos farmacologicos.
Propde-se que as PLA2 procedentes de veneno de serpentes possuam uma habilidade de se unir a um
“sitio especifico”, devido a sua alta afinidade de se ligar a proteinas especificas que atuam como
receptores ou aceptores. Essa ligacdo especifica de PLA2 se dispde pela presenca de um sitio
“farmacologico” em sua superficie, que é independente do sitio catalitico. Além destes mecanismos,
nestas ultimas décadas, receptores de proteinas PLA2 secretorias e de venenos tem sido identificados em
mamiferos, sugerindo que as PLA2 do veneno possam exercer sua toxicidade através da interagdo com
proteinas, que seriam, portanto, os mesmos receptores para as PLA2 secretorias produzidas pelos
mamiferos, além da atividade enzimatica. Até o presente momento foram caracterizados dois receptores
denominados M e N. (Valentine e Lamdeau, 2000), (Figura 2).

A interacdo da alta afinidade da PLLA2 com seu aceptor (proteina alvo) deve-se provavelmente a
complementariedade de carga, hidrofobicidade e forcas de Van der Walls, que se da entre o sitio
farmacoldgico e o sitio alvo na superficie do receptor protéico ou aceptor. A PLA2 pode induzir seus
efeitos farmacologicos por mecanismos dependentes ou independentes de sua atividade enzimatica. A
identifica¢do dos sitios farmacoldgicos tem o potencial para a exploragdo no desenvolvimento de novos
sistemas uteis, devido ao amplo espectro de especificidade em tecidos e orgdos, para o “direcionamento”
de proteinas especificas a um tecido alvo particular ou o6rgéo (Solomom, 2002).

As pesquisas recentes buscam os novos papéis das PLA2 intracelulares, no entanto, varias
enzimas secretadas tém sido registradas na maioria das células. Também tém sido encontrados varios

novos papéis das PLA2 que diferem consideravelmente das PLLA2 secretadas. A extensa literatura sobre
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PLA2 indica a importancia destas enzimas para muitas areas de pesquisa em bioquimica, biologia

molecular, biologia estrutural, toxicologia e medicina.
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Figura 2 - Receptor tipo M para PLA2 secretorias e possivel local de interagdo da PLA2 com o receptor.

1.3.2.1 Classificacdo das PLA2s

As fosfolipases sdo classificadas dependendo de sua estrutura, do seu mecanismo de catalise e de
acordo com seu sitio de hidrolise sobre o triacilglicerol. Podendo desta forma, ser inicialmente
classificadas em Fosfolipase A1, Fosfolipase A2, Fosfolipase B, Fosfolipase C, Fosfolipase D (Figura

3).
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Figura 3 - Principais classes de lipases e seus respectivos sitios de atuacdo catalitica.



As PLA2, também podem ser classificadas segundo algumas caracteristicas tais como, localizagéo
celular (secretorias ou citosolicas), de acordo com a massa molecular (de alta ou baixa massa),
dependéncia ou ndo de calcio para sua atividade enzimatica, de acordo com o numero de pontes
disulfeto. Desta forma as PLA2 conhecidas até o presente momento podem ser colocadas em algumas
das classes de PLA2 de acordo com a Tabela 1. Nos venenos de uma forma geral, existem 3 grandes
classe de PLA2 denominadas de PLA2 secretorias classe I, Il e III, sendo que as PLA2 de venenos
pertencentes as classes I e Il sdo encontradas em veneno de serpentes da familia Elapidae e
Hydrophiliidae e pertencem a esta classe as PLA2 pancredticas.

As PLA2 da classe II sdo predominantes em venenos de serpentes das familias Crotalidae e
Viperidae e sdo estruturalmente relacionadas as PLA2 secretorias pancreaticas de mamiferos e de PLA2
secretorias presentes em fluidos sinoviais (Yang et al, 1994). Na ultima classe representativa de PLA2
secretorias presentes em veneno estdo as PLA2 provenientes do veneno de abelhas e de lagartos,

caracterizados por sua forte atuagdo neurotdxica (Scott e Sigler, 1994) (Figura 4).

D¢
070
9 31

Classe | Classe Il Classe Il

Figura 4 Esquema topografico das PLA2 classe I, II e IIII . Os retangulos indicam as estruturas em o-
hélice, as setas indicam as folhas 3, as linha azuis indicam as pontes de sulfeto e os circulos vermelhos

indicam a presenga do calcio.
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1.3.2.2 PLA2s de Anémonas do mar

Estudos mostram que extratos totais de anémonas do mar sdo capazes de secretar componentes
protéicos semelhantes a PLA2, com atividade farmacologica semelhante as encontradas em venenos de
abelhas, vespas, serpentes, salamandras, escorpides e formigas. As PLA2 da anémona do mar Adamsia
carciniopados foram as primeiras PLA2 clonadas e sequenciadas (Talvinen e Nevalainen, 2002). A
analise estrutural desta PLA2 mostra aspectos estruturais comumente encontrados em outras PLA2 como
a presenga de pontes dissulfeto (6 pontes dissulfeto), um sitio de atividade catalitica e um sitio de ligagdo
ao calcio.

Recentemente, uma nova PLA2 proveniente do anémona do mar Bunodosoma caissarum foi
isolada e testada biologicamente (Martins et al, 2009). Entretanto, o efeito sistémico das PLA2 de
venenos de cnidarios é desconhecido, e a estrutura molecular e propriedades farmacologicas/

toxicoldgicas destes cnidarios necessitam de maiores estudos.

1.3.3- Citolisinas

Existem evidéncias que anémonas do mar produzem pelo menos quatro grupos de peptideos
citoliticos (citolisinas), que podem ser classificados de acordo com seu peso molecular. De todos os
grupos o mais estudado sdo as citolisinas do segundo grupo (peptideos formadores de poro inibidos pela
esfingomielina, de massa molecular em torno de 20 kDa), que ja foram clonadas e sequenciadas. As
citolisinas t€m sido usadas como modelo para estudar a interagdo de proteinas com membranas lipidicas-
protéicas, com potencial aplicagdo no tratamento de tumores e como antimicrobiano ( Alvarez et al,
2003).

Sendo assim, podemos observar que as anemonas do mar possuem potentes proteinas citoliticas
que agem como toxinas, mostrando atividades diversas, como hemolitica e citolisinas com atividade
especifica na membrana de fosfolipideos, particularmente a esfingomielina (Bernheimer e Avigad, 1976;

Bernheimer e Rudy, 1986).

11



Entretanto, nfo estd completamente compreendido o mecanismo de agdo destes venenos
citoliticos. Alguns afetam as membranas biologicas através da formagfo de poros ou canais em
membranas naturais € em modelos de membranas lipidicas (Michaels, 1979; Tejuca et al, 1996; De los
Rioset al, 1998).

A lise celular pode ser descrita, a0 menos em parte, como um desequilibrio i0nico intracelular
pela formagdo de canais i6nicos (Zorec et al.,1990; Belmonte et al., 1993; Macék et al., 1994; Meunier et
al., 2000), entretanto ndo esta suficientemente claro se esses efeitos sdo suficientes para explicar todas as
acoes bioldgicas desses venenos citoliticos.

Bartholomea annulata, uma anémona do mar comum no mar de Caraibas (México), mostrou um
significativo efeito concentragdo-dependente de hemdlise (avaliada como liberagdo de hemoglobina) e
peroxidacdo de lipidios (como um indice de dano oxidativo de lipidios de membranas) nas células
vermelhas do sangue. Além disso, a incubagdo dos eritrocitos na presenca de qualquer um antioxidante
geral, como a glutationa reduzida (GSH, 50 uM), ou um quelante de ferro, desferrioxamina (DFA, 10
uM), resultou em uma significante atenuagdo de hemolise, em ambos os casos (Santamaria et al, 2002).
Assim podemos ver que o envolvimento de radicais de oxigénio mediada por danos a membrana como

um mecanismo potencial de toxicidade associada a hemolise deve ser discutida.

1.4. Espécies reativas de oxigénio

Nas ultimas décadas, foram realizadas inimeras pesquisas para esclarecer o papel dos radicais
livres em processos fisiopatoldgicos como envelhecimento, céncer, aterosclerose, inflamagdo, etc.(
Harber, 2007)

Os radicais livres (ROS) podem ser definidos como espécies quimicas, caracterizadas por
apresentarem um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital mais externo (Gutteridge e Halliwell,
2000). Como os elétrons tendem ao pareamento, esta caracteristica dos radicais livres confere maior

instabilidade e aumento da sua reatividade quimica. Sua formag@o ocorre em um cenario de reacdes de
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oxido-reducdo, isto é, ou cedem o elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se.
Portanto, os radicais livres ou provocam ou resultam dessas reagdes de oxido-reducéo.

ROS sdo encontradas em todos os sistemas biologicos, em condicdes fisioldgicas do metabolismo
celular aerdbio, o O, sofre redugdo tetravalente, com aceitagdo de quatro ou cinco elétrons , resultando na
formacdo de H,O, como mostrado na figura 2. Durante esse processo sdo formados intermediarios
reativos, como os radicais superéxido (O*), hidroperoxila (HO,.) e hidroxila (OH), ¢ o peroxido de
hidrogénio (H,0,). Normalmente, a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade das

ROS ¢ neutralizada com a entrada dos quatro elétrons (Valko et al 2007).

Oz (0D
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B ; * : .
(HOO) HOz o ()
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*
H, O (H:0:0: H)

Hy O (HaO: My
Figura 2 - Redugdo tetravalente do oxigénio molécula (O,) na mitocondria até¢ a formagdo da agua

(H,O). Varias espécies reativas de O, s@o formadas no processo. (Adaptacdo de Cohen MV.)

O estudo sobre os mecanismos de lesdo oxidativa tem, progressivamente, confirmado a acdo
catalitica dos metais nas reagdes que levam a estas lesdes. O papel dos metais na formagao in vitro das
ROS ¢ confirmado pelas reagdes de Fenton e de Haber-Weiss (Gutteridge, 1981) . Embora o cobre possa
também catalisar a reag@o de Haber-Weiss, o ferro ¢ o metal pesado mais abundante no organismo e esta
biologicamente mais capacitado para catalisar as reagdes de oxida¢do de biomoléculas (Aust et al,1990.
Como pode ser observado a seguir, nas reacdes de Fenton e de Haber-Weiss sdo formados diferentes

tipos de ROS:
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Reacdo de Fenton:
H,0, + Fe **— OH- + OH + Fe **

Reag¢do de Haber-Weiss:

Fr+02- < >Fe’ +0,
Fe* + H,0, —— > Fe*" + OH + OH.
0" +H,0p——— >0, +OH + OH

Tabela 1 - Exemplos de espécies reativas radicalares (radicais livres) e ndo-radicalares.

1. Radicais Livres
a. Espécies reativas de oxigénio (ROS) radicalares
0)) — Oxigénio molecular
OH" - Hidroxil
0O,”  -- Superdxido
HO,"- -- Peridroxil
b. Outros exemplos de radicais livres
RO" -- Alcoxil
NO® -- Oxido nitrico
RO;" - Peroxil
2. Espécies reativas de oxigénio (ROS) ndo radicalares
0O, -- Oxigénio singlete
O3 -- Ozdbnio
ONOO- -- Peroxinitrito

H,0, -- Perdéxido de hidrogénio ou 4gua oxigenada

Resumidamente, os radicais livres podem ter dois papéis importantes no organismo: quando

produzidos de forma descontrolada e em condi¢des de estresse metabolico podem gerar ROS que reagem
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com moléculas de forma indiscriminada ja em condig¢des fisioldgicas e de forma controlada as ROS
podem desempenhar um papel relevante e crucial, como no mecanismo de defesa, sinalizacdo celular,
combate a infecg¢des e na proliferagdo celular (Finkel e Holbrook, 2000).

Sendo assim, a idéia original para os radicais livres se baseia na sua capacidade de reagir de
forma cadtica, indiscriminada e cumulativamente com diferentes tipos de proteinas, porém, apesar das
ROS terem de fato estas caracteristicas, evidéncias experimentais mostram que podem exercer um papel
sinalizador intracelular em condig¢des fisiologicas e patologicas. Essa visdo mais complexa do papel dos

oxidantes é resumida na Figura 6.
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Figura 6 - Fontes e Principais atividades bioldgicas das ROSs. (Gutteridge e Halliwell, 2000).

1.5- Sistemas antioxidantes

Em sistemas aerdbicos, € essencial o equilibrio entre agentes oxidante (como os ROS) e o sistema
de defesa redutor. Como vimos, esses agentes sdo gerados endogenamente como consequiéncia direta do
metabolismo do O, e também em como produto de origem externa, como radia¢do, medicamentos, dieta
ou ainda hormdnios, fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatorias, dentre outras (Bashan et al,

2009). Os sistemas antioxidantes s3o os responsaveis para que, em situagdes normais de producdo
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excessiva de de radicais livres, seja capaz de atenuar ou mesmo reparar apos oxidacdes, evidanto assim,
um dano oxidativo (Halliwell, 2007).

Este sistema de defesa pode atuar em duas linhas: como detoxificadora do agente antes que ele
cause lesdo, esta linha é constituida por glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD),
catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E, e outra linha de defesa que possui a fun¢do de
reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e
pela GSH-Px, entre outros. Com exce¢do da vitamina E (tocoferol), que é um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd no meio intracelular (Turrens, 2003).

As enzimas antioxidantes possuem metais de transi¢do ou selénio, que sdo cofatores, localizados
em sitios cataliticos. Estes cofatores sdo importantes na regulagdo da expressdo e atividade dessa enzima.
Fatores endogenos e exdgenos, tais como citocinas, hormonios e substratos (como por exemplo, a
glicose), também exercem efeitos regulatorios sobre a atividade e expressdo das enzimas antioxidantes. O
TNF-a (fator de necrose tumoral), por exemplo, € uma citocina capaz de promover o aumento do mRNA
da superdxido desmutase que possue dependente de manganés (MnSOD) em pulmao de rato sem afetar a
expressdo da superoxido dismutase dependente de cobre e zinco (CuZnSOD) (Tsan et al, 1990).

Superoxido-dismutase (SOD)- A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes
grupos prostéticos em sua composi¢do. Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma
SOD-cobre-zinco esta presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganés esta localizada
primariamente na mitocondria. Seu papel antioxidante se caracteriza pela capacidade de catalisar a
dismutacdo do radical superéxido em H,O, e O,, na presenca do préton H', como na reagdo abaixo

(Green et al, 2004):
O, + 0y SOD H,O, + O,

ou ainda;

2H' +2 Oy SOD H,O, + O,
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O radical O, ndo reage com a maioria das moléculas biologicas, porém reage com outros radicais
como NO, bem como residuos de ferro presente em algumas enzimas. A SOD ¢ biologicamente
necessaria porque a superoxido reage ainda mais rapido com alguns componentes como o radical de NO,
que forma peroxinitrito. (Lenzen, 2008). Pelo fato de O* ndo atravessar membranas facilmente, o radical
que ird reagir com o O% deve ser produzido no mesmo compartimento ou difundir até este local. Em
termos quantitativos, a cadeia respiratoria mitocondrial ¢ o local de maior importancia na geragdo de O*
(Green et al, 2004).

O produto final da dismutacdo do O,, o peroxido de hidrogénio (H,O,) € produzido
continuamente em todas as células, apesar de difundir-se facilmante dentro das células e entre as células,
ele ndo ¢ muito reativo (Finkel e Holbrook, 2000), porém em concentragdes micromolares pode ser
citotoxico (Lenzen, 2008). O H,O, ¢ removido do meio intracelular por enzimas como a catalase e da
familia da peroxidases (glutationa peroxidase).

Glutationa-peroxidase (GPx) — Existem pelo menos quatro tipos de GPx nos mamiferos (GPx 1-
4), todos contendo selenocisteina. A fungdo bioquimica da glutationa peroxidase consiste em reduzir
hidroperoxidos a dlcoois e em reduzir peroxido de hidrogénio a agua, utilizando a conversdo da GSH a
GSSG (doador final de eletrons que permite a regeneragdo da enzima) como visto na fig. 7.

As moléculas doadoras de elétrons, neste caso, sdo pequenas moléculas, como as glutationas,
sendo necessarias duas moléculas de glutationa para a remog¢do de uma molécula de H,O,. Para que
ocorra esta reagdo ¢ necessaria a participacdo de outras moléculas como o NADPH, o qual ¢ responsavel

pela regeneragdo da glutationa oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH) (Margis et al, 2008).
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Figura 7- Figura mostrando a atividade da enzima glutationa-peroxidase em que uma molécula de
peroxido de hidrogénio € reduzida a duas moléculas de agua, enquanto duas moléculas de glutationa

(GSH) sdo oxidadas numa reac¢do catalizada pela glutationa peroxidase.

Catalase (Cat)- A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica localizada principalmente nos
peroxissomos que catalisa a redu¢do do H,0, a H,O e O,. E encontrada no sangue, mucosas, rim e
figado, sendo sua atividade dependente de NAPH.

2 H,O, (catalase) O, + 2 H,O,

A catalase tem o mais alto numero de turnover (kcat= 4x107 s-1.) conhecido em enzimas: uma
molécula de catalase pode catalisar a decomposi¢do de até¢ 1:40 000 000 moléculas de perdxido de
hidrogénio por segundo, tornando-a numa enzima importante para a desintoxicacdo desta substincia
(Nelson et al, 2005).

Os antioxidantes ndo enzimaticos, em sua maioria s30 exogenos, Oou seja, necessitam ser
absorvidos pela alimentagdo apropriada. Os principais podem ser divididos em: vitaminas lipossuluveis
(vitamina A, vitamina E, beta-caroteno), vitaminas hidrossoluveis (vitamina C, vitaminas do complexo
B).e os oligoelementos (Zinco, cobre, selénio, magnésio etc.), os bioflavonoides (derivados de plantas),

etc.
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Tabela 2 — Tabela mostrabdo as ROS relacionadas aos seus respectivos antioxidantes..

Antioxidantes
ROS
Enddgenos Exogenos
Superoxido (0O,7)  Superdxido dismutase (SOD): Vitaminas, zinco, cobre, mangangés,
a) citoplasmatica: Zinco-Cobre picnogenol, EDTA

b) mitocondrial: Manganés

Peroxido de  hidrogénio Catalase Fe™"

(H207)

Peroxido lipidico Glutationa peroxidase, selénio, Vitamina E, selénio

(COOH) cisteina

Radical hidroxila (HO* ) Vitamina C, picnogenol, dimetil sulféxido, EDTA, &cido
dimercapto succinico e manitol

Oxigénio singlet (10,) Betacaroteno

A vitamina E confere protecdo a membrana celular por atuar como quelante dos oxidantes
produzidos durante a lipoperoxidagdo. E um importante antioxidante lipofilico, mas esta fungo podera
estar limitada em situagdes de sobrecarga de ferro. A vitamina C ou ascorbato, ¢ um antioxidante
hidrossoluvel que pode neutralizar diretamente as ROS; porém, pode funcionar como pré-oxidante
quando em dose elevada, ou quando exposta a metal, levando a lipoperoxidagdo (Finkel e Holbrook,

2000).
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Figura 8 - Formagdo das ROS

SOD — Superoxido dismutase, Cat — Catalase, 0 — Superdxido, O, — Oxigénio, GSSH — Glutationa
Oxidada, GPx — Glutationa Peroxidase, H,O — Agua, OHe — Radical Hidroxila, GSH — Glutationa, H,O,

— Peroxido de Hidrogénio.

1.5. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do bioldgica em que ocorre desequilibrio entre a producdo de
espécies reactivas de oxigénio e a sua desintoxicagdo através de sistemas biologicos que as removam ou
reparem os danos por elas causados. O balango entre a produg¢do de ROS e o sistema antioxidante
determina o grau de estresse oxidativo. Contudo, todos os orgdos e proteinas podem potencialmente
sofrer danos causados pelo estresse oxidativo, sendo alguns mais sensiveis e susceptiveis que outros
(Gutteridge e Halliwell, 2000; Reid e Durham, 2002).

Diversos estudos in vitro e in vivo tém mostrado que muitos parametros sdo negativamente

afetados pelo aumento do estresse oxidativo, tal como as mudangas na permeabilidade ionica da
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membrana citoplasmatica de eritrocitos (Maridonneau et al, 1983), aumento na peroxidagdo lipidica
(Rohn et al, 1998; Tavazzi et al, 2000), oxidagdo de grupos de proteinas sulfidrila (Snyder et al, 1988), e
ativacdo de proteolise (Davies e Goldberg, 1987).

Dentre os danos causados pelas ROS tém sido relacionados a condigdes de inflamagdo, formagéo
de tumores, envelhecimento, diabetes mellitus entre outras doengas (Newsholme et al, 2007).

Como visto, os estudos farmacologicos sobre toxinas marinhas ainda sdo modestos no Brasil,
apesar de haver dados importantes em relacdo a Bunodosoma caissarum, uma anémona do mar endémica
do litoral brasileiro (Hessinger e Lenhoff, 1988). Esse baixo numero de estudos se deve, também, ao fato
de existir poucos acidentes envolvendo esses cnidarios (Haddad et al, 2003). A alta densidade de
Bunodosoma caissarum em praias rochosas do litoral de Sdo Paulo tem motivado e permitido a diversos
autores estuda-la sob diferentes pontos de vista. Porém, informagdes sobre as suas atividades bioldgicas e

farmacolodgicas, caracteristicas bioquimicas e seu modo de agdo sdo pouco conhecidas.
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JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

As anémonas dos mar possuem uma caracteristica principal: a presenca dos cnidocitos, que
ejetam substancias com agdes neurotoxicas, cardiotoxicas e de citolisinas (Oliveira et al, 2006), no
entanto, os acidentes com anémonas ndo constituem um grave problema de saude publica. Por outro lado,
desde a década de 60, alguns estudos mostraram a presenga de prostaglandinas em corais do Caribe,
deixando evidente o potencial destes organismos como produtores de compostos de interesse biologico e
farmacoldgico, despertando entdo o interesse da comunidade cientifica (Weinheimer e Spraggins, 1969;
Correia et al, 2002).

A anémona do mar Bunodosoma caissarum ¢ muito presente no litoral brasileiro, principalmente
no litoral do estado de Sdo Paulo. Produz uma variedade de componentes biologicos, cuja maioria ainda
ndo foi estudada. Dentre os componentes estudados ja se evidenciou efeitos como ag¢do em canais de
sodio e potassio dependentes de voltagem (Malpezzi et al, 1991; Oliveira et al, 2004), acdo em receptores
NMDA (Gondran et al, 2002), citolitico (Uechi et al, 2005) e caracterizagdo de um componente PLA;
(Anderluh e Macek, 2002; Oliveira et al, 2006; Martins et al, 2009). No entanto, o estudos de seu extrato
ainda sdo escassos, revelando a necessidade de estudos mais profundos de sua atividade biologica e de

seus componentes.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos bioldgicos e citologicos do extrato total do veneno da anémona do mar

Bunodosoma caissarum.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar o0 modo de agdo do extrato protéico do veneno, com enfdse ao excesso na produgdo de
radicais livres sobre células de mamiferos (RINmSF, células produtoras de insulina) com ou sem
superexpressdo da enzima catalase, e sua indu¢do a morte celular;
- Avaliar a importancia das enzimas antioxidantes na citotoxicidade induzida pelo extrato
protéico;
- Caracterizacdo fisico-quimica do extrato protéico através de eletroforese bi-dimensional;
- Caracterizacdo biologica do extrato protéico através dos testes de:

- atividade na agregacdo plaquetaria;

- acdo antibacteriana em bactérias Gram-positivas € Gram-negativas;

- edema em pata de camundongo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Produtos e reagentes

Neste trabalho todos os reagentes quimicos que foram utilizados para a condug¢do dos
experimentos, foram comprados da SIGMA-Aldrich, Bio-Rad, GE Health Care (Pharmacia), Supelco e

Waters.

4. 2 Preparacio do extrato proteico de Bunodosoma caissarum

As anémonas marinhas Bunodosoma caissarum foram coletadas na Ilha Porchat, Sdo Vicente,
durante os periodos de maré baixa, no periodo entre Julho e Setembro de 2007. As anémonas foram
transportadas vivas e mantidas em aquario durante 72 horas para eliminacdo do conteudo gastrico. Os
tentaculos foram removidos utilizando-se forceps e imediatamente imersos em banho de gelo e,
submetidos a ciclos de congelamento e descongelamento para liberagdo das toxinas. Esta suspen¢do foi
centrifugada a 20.000 g por 60 minutos a 4 °C, e o sobrenadante filtrado usando filtro de 45 micras
seguida de uma segunda filtragdo em um novo filtro de 22 micras. As proteinas foram precipitadas do

extrato total usando TFA 10% a 4 °C. O pellet de proteinas foi dissolvido em agua e liofilizado.

4.3 Efeito do extrato de Bunodosoma caissarum em células produtoras de insulina RINmS5F.

4.3.1Transfeccdo de células produtoras de insulina.

A transfecc¢do da isoforma 3 da peroxirredoxina, presente na mitocondria, foi feita em células
produtoras de insulina RINmS5F, de acordo com Souza 2004. Para isso, foram utilizados plasmideos
especificos para células de mamifero (pcDNA3 Expression Vector e pcDNA3.1V5-His-TOPO,
InVitrogen, Alemanha). Os cDNAs para PRDX 3 foram amplificados utilizando-se primers com
sequéncias contendo sitios de restricdo para Bam HI (sense) e Eco Rl e purificados em resinas de silica
(PureLink™ PCR Purification Kit, InVitrogen, USA). O vetor foi subclonado em bactérias para

propagacdo, que foram selecionadas utilizando-se ampicilina. Os vetores foram purificados usando
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colunas para minipreps (PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit and PureLink™ HiPure Plasmid Kit,
InVitrogen, USA). Finalmente as células RINmSF foram transfectadas usando lipofectamina e os vetores.

A selegdo foi feita utilizando-se G418.

4.3.2 Cultura de células

Células produtoras de insulina RINmSF foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma Chemicals
Co.(St. Louis, MO, USA), suplementado com 10 mM de glicose, 10 % (v/v) de soro fetal bovino (FCS),
penicilina, estreptomicina e fungizona em uma atmosfera humidificada a 37 °C e 5 % de CO,. As células
foram plaqueadas e cultivadas até confluéncia para utilizagdo posterior. A exposi¢do aos compostos foi
feita em meio RPMI 1640, quando adequado sem adi¢do de soro fetal. Posteriormente, as células foram
coletadas para estudos. Células controle foram mantidas em meio RPMI sem adi¢do dos compostos

citotoxicos.

4.4 Viabilidade celular pelo teste de MTS

Para todos os experimentos de viabilidade celular utilizamos o método espectrofotométrico da
redugdo para formazana, conhecido com MTS (CellTiter 96™ AQueous 5- Assay, Promega, USA),de
acordo com as instrugdes contidas no manual. O ensaio fundamenta-se no procedimento originalmente
desenvolvido por Borefreund & Puerner (1984) para a triagem de agentes citotoxicos em geral, sobre
uma monocamada de células. O método ¢ baseado na avaliacdo quantitativa de células vivas, apos a
exposicdo ao agente toxico, pela incubacdo com o corante supravital do composto tetrazélio (MTS) e um
agente acoplador de elétrons PMS. O MTS ¢ biorreduzido pelas células a um produto que € soluvel no
meio de cultura e, entdo, efetuada uma andlise espectrofotométrica do corante incorporado, de acordo
com Barltrop et al (1991). A quantidade de MTS, o marcador da viabilidade celular incorporada pela

populagdo de células, € diretamente proporcional ao nimero de células vivas na cultura.
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Células de mamiferos produtoras de insulina (RINmSF) controle ou com a superexpressdo da
enzima catalase. As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos em uma concentragdo de 1 x 10°
células/poco (para experimentos de 24 h), 5 x 10* células/pogo (para 48 h), ou 2.5 x 10* células/pogo (
para 72 h) em 100 pl de meio de cultura e incubadas por um periodo de 12h a 37°C antes de serem
expostas ao extrato do veneno de B. caissarum (25 e 75 pg/ml). As células foram expostas a toxina de
anémona do mar ( B caissarum) e incubadas por periodos de 24, 48 e 72 h a 37°C. A mistura PMS/MTS
foi preparada segundo as indicagdes do fabricante e diluida para 15% em tampao Krebs. A viabilidade foi
expressa como percentual da absorcdo de MTS na auséncia dos compostos citotoxicos para cada um dos

grupos.

4.5 Determinacio de espécies reativas de oxigénio intracelular através do DCFH-DA.

A produgdo de ROS foi estimada por fluorimetria utilizando-se sonda fluorescente sensivel a
oxidagdo 5,6-carboxy-2’,7’-dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA) (DCFH-DA / Molecular Probes,
Eugene, OR) (mantida a -20°C, protegida da luz). No momento do uso, a solugdo estoque (25mM diluida
em etanol) foi diluida em PBS de forma que o volume final desta solugdo fosse o suficiente para realizar
o experimento, segundo as recomendagdes de Silva, 2003 e Massoco-Salles Gomes 2003. O DCFH-DA ¢
um corante permedvel a membranas celulares que, uma vez dentro da células, ¢ quebrado por esterases
liberando o DCFH, que ¢ impermeavel a membranas. Esta forma intracelular pode ser entdo oxidada por
H,0, ou OH™ para sua forma fluorescente DCF. O ensaio foi realizado em duas concentragdes de glicose,
de maneira a minimizar efeitos do metabolismo glicolitico.

As células RINmSF controle ou com a superexpressdo da enzima catalase, foram plaqueadas em
placas de 10cm em uma concentragdo de 1 x 10° células/placa em 7ml de meio de cultura e incubadas por
um periodo de 12h a 37°C antes de serem expostas ao extrato do veneno de B. caissarum (75 pg/ml). As
células foram expostas a toxina de anémona do mar (B. caissarum) por periodo de 72 h a 37°C. Apds
este periodo, as células foram tripisinizadas e lavadas com tampdo Krebs. As células foram plaqueadas

em uma placa escura em uma concentragio de 1 x 10° células/poco e incubada com tampdo Krebs
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contendo 25mmol/l de glicose e 10 umol/l de DCFH-DA por 30 min a 37°C. A fluorescéncia foi medida
a 460/530 nm de emissdo usando um analisador (Fusion, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Os

resultados foram expressos em AFU/ug de proteina.

4.6 Determinacao da atividade das enzimas antioxidantes

Atividade da superoxido desmutase:

O método da oxidacdo da xantina/xantina oxidase foi utilizado de acordo com as instrugdes
contidas no manual (Superoxide Dismutase Assay Kit, Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA). A
atividade da MnSOD foi mensurada através da inibigdo do Cu/ZnSOD com NaCN, como previamente
descito por Tiedge (1998). As células RINmSF e as células RINmSF.Cat foram mantidas com 75pug/ml
de B. caissarum por um periodo de 72h. Para a medic¢do foram utilizadas quarenta microgramas do total

de proteinas das células controle e das tratadas.

Atividade da catalase:

As células RINmSF e as células RINmSF Cat. foram incubadas com 75ug/ml de B. caissarum por
um periodo de 72h. As células foram coletadas com um “scrapel” e homogeneizadas por sonica¢do a 6
pulsos de 5 s com 5 s de intervalo entre os pulsos em tampdo Hanks e os extratos obtidos foram
centrifugados a 15000 rpm a 4°C por 20 min para remog¢do do material insoluvel. Apds dosagem de
proteina, aliquotas contendo 100 ug/ml de proteina foram transferidas e acrescentado 4 mM de H,O,. A
seguir, amostras de 10 ul foram retiradas nos tempos 0-10 min e submetidas a ensaio colorimétrico
(Glucose GOD PAP-Laborlab, Brazil), contra curva padrdo confeccionada com concentragdes
conhecidas de peroxido de hidrogénio e posteriormente lidas em aparelho espectrofotometro (495 nm). A

atividade da catalase foi obtida pela equacdo [H,O;]. (t) =[H20;] =0 X et

A atividade da enzima foi normalizado através do conteudo de proteinas, que foi determinado

através do método de Bradford.
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Atividade da glutationa peroxidase:

A atividade da glutationa peroxidadse foi mensurada através do método do desaparecimento do
NADPH. Inicialmente as células RINmSF e as células RINmSF Cat. foram incubadas com 75ug/ml de B.
caissarum por um periodo de 72h, apds esse periodo as células tratadas e as células controle foram
lavadas com tampdo Krebs, tripsinizadas e sonicadas em 50mmol/l de tampao fosfato potassio (pH 7.0).
Apos centrifugagdo por Smin. a 13.000g, 20ug das proteinas do sobrenadante foram incubadas em placas
contendo tampao fosfato, 1U por glutationa redutase, 10mmol/l de glutationa reduzida, 0,8mmol/l de
NADPH, e 12 mmol/l de tert-butil-hidroperoxido até o volume total de 300ul. As reagdes foram
mantidas a 25°C. A utilizagdo do NADPH foi monitorado em 365nm a cada Imin por 10 min em placa
no espectofotometro. Todas as atividades enzimaticas foram normalizadas pelo conteudo de proteinas

através do método de Bradford.

4.7 Ensaio Antibacteriano

Foram empregadas a bactéria Gram-negativa Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xap)
(IBSBF-1445) e a bactéria Gram-positiva Clavibacter michiganensis subsp. michiganesis (Cmm)
(IBSBF-979). Ambas as bactérias sobrevivem em aerobiose, meio nutriente (extrato de carne 3%,
peptona 5%, NaCl 5%) em estufa a 28°C.

As bactérias (3x10° UFCs) foram incubadas com o extrato de Bunodosoma caissarum nas
concentracdes de 3, 9 e 12 ug/mL a temperatura ambiente e entdo pipetadas 200ul em suspensdo, meio
de cultura nutriente agar, em placa de ELISA de fundo chato. As placas foram incubadas em estufa a
28°C e entdo monitoradas em espectrofotometro a 630nm nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

O mesmo foi realizado com as bactérias Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e

Eschechia coli.
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4.8 Avaliaciao do edema em pata de rato

De acordo com Antunes et al (1990), ratos Wistar machos (120-150g) foram anestesiados com
halotano (inalacdo). O edema de pata foi induzido por uma unica injecdo subplantar do extrato de
Bunodosoma caissarum (3-12 pg/pata do animal). O grupo controle recebeu solugdo salina. O volume da
pata foi medido imediatamente apds a injecdo da amostra e selecionado os intervalos de tempo de 15, 30,
60, 120 e 240 minutos, usando um hidropletismometro (modelo 7150, Ugo Basile, Itdlia). Todas as
amostras foram dissolvidas em solugéo salina estéril 0,9%. Os resultados foram expressos em volume da
pata (mL) calculado pela subtracdo do volume basal pelo volume final. A area sobre a curva (AUC) foi

também calculada e os resultados expressos como volume total do edema (ml/ pata).

4.9 Atividadade de Agregacao Plaquetaria

4.9.1 Preparo da suspensio de plaquetas

Para este ensaio foi coletado sangue de voluntarios sadios, que ndo tomaram medicamentos nos
ultimos 15 dias. O sangue foi colocado em tubos plasticos contendo citrato de sodio 3,8% (1:10 v/v), e
centrifugado a 200 x g por 15 minutos a 20°C para obtenc¢do do plasma rico em plaquetas (PRP). Para
preparar as plaquetas lavadas, o PRP foi centrifugado a 800 x g por 12 minutos a 20°C na presenga de
iloprost 8 uM (1 pL de solugéo para cada 1 mL de plasma), um andlogo da prostaciclina. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado de plaquetas foi ressuspendido em solugdo Krebs livre de Ca*" e
centrifugado a 800 x g por 12 minutos a 20°C. O processo foi repetido por mais duas vezes (Radomski e
Moncada, 1983). Apds a lavagem, as plaquetas (50pl) foram incubadas em tubos “Eppendort”, com 950
pl de oxalato de amoénia 1% por 10 min e a contagem de plaquetas foi feita em Camara de Newbauer
espelhada, ajustada para 2 x 10® plaquetas/mL. Cloreto de célcio (1 mM) foi adicionado & suspensdo final
das plaquetas. O sangue para obtencdo das plaquetas lavadas (PL) possuia ACD-C (124 mmol/L Na;s-

citrato, 130 mmol/L acido citrico e 110 mmol/L glicose) (1:10, v/v).
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4.9.2 Medida da Agregacio plaquetaria

A medida de agregacdo foi realizada usando-se um agregdmetro de dois canais (Payton Scientific
Instruments, Inc, Buffalo, NY). O PRP representa 0% de agregacdo, determinando-se uma linha de base
para o aparelho que foi calibrado contra PL, que apresenta 100% de agregagdo, determinando-se um pico
maximo. Com isso foi possivel determinar uma amplitude para o registro de agregacdo deste plasma. A
calibragdo foi realizada contra solugdo de Krebs (NaCl 118mM, NaHCO; 25mM, D-glicose anidra
5,6mM e KCI 74g/L). A suspensdo de PL ou PRP (400 pl) foi mantida sob agitacdo constante (900 rpm)
no agregometro em cuvetas a 37°C. Os experimentos de agregag¢do foram realizados em triplicatas,
utilizando-se concentragdes crescentes de 3, 9, 12 e 21 pg do extrato proteico do veneno da anémona

Budonosoma caissarum em suspensdo de PL. ou PRP. Como controle positivo foi utilizada a trombina.

4.10 Eletroforese Bi-dimensional

Foi realizada primariamente por eletroforese bi-dimensional. Para a primeira eletroforese em
(focalizacdo 1soelétrica), amostras de proteinas liofilizadas foram solubilizadas em uma solugdo contendo
8M de uréia, 2M de tiouréia, 2% CHAPS, 28mM de DTT, 1,3% farmalytes (pH 3-10) e azul de
bromofenol. “Dry stips” de 18cm, com uma faixa de pH ndo linear de 4-7 foram reidratados em 400ul
desta solugdo por 30 horas em parafilme oleose de baixa viscosidade. Estas tiras contendo 50ug de
proteinas foram colocadas durante o processo de reidratagdo das tiras de isofocalizagdo em um sistema
Multiphor II a 20°C (Sanchez et al, 1997). A corrida eletroforética foi realizada em um gradiente linear
de voltagem de OV a 500V para 1000V hora, 500V para 2000V hora, um aumento linear de 500 a 3500V
para 10000V hora seguindo por um passo final de 3500V para 35000V hora para uma voltagem final de
48000V hora. Apos a primeira dimensdo, as tiras individuais foram consecutivamente incubadas em uma
solucdo de equilibrio A (50mM Tris-HCI, pH 6,8; 6M de uréia; 30% glicerol; 4% de SDS e completado
com 3,5mg de DTT) e B (45mg/ ml de iodoacetamida em lugar de DTT), por 15 minutos cada. Apds o
equilibrio, proteinas foram separadas em gel de segunda dimenséo de 10 — 12,5% de PAGE-SDS usando

um sistema Rubi (Pharmacia) a 12W/gel. Apos o equilibrio as tiras foram seladas no topo de gel de
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eletroforese usando uma solucdo seladora com 1% de agarose; 0,4% de SDS; 0,5M Tris-HCI). Os
tampdes utilizados para esta corrida eletroforética seguiram os mesmos descritos por Laemmli para gel
de SDS (Laemmli, 1970). A corrida foi interrompida pela marca azul de bromofenol. Os géis de PAGE-
SDS foram coradas “overnigh” com uma solugdo de Coomassie R350. A andlise dos géis foi realizada
em um sistema Melanie II (Bio Rad). Cerca de quatro géis foram analisados a fim de minimizar possiveis
variagdes técnicas do procedimento eletroforético.

Ap0s a digitalizagdo das imagens, os géis de referéncia foram processados, retirando-se amostras
de proteinas dos géis que foram fragmentados em pedagos menores, colocando-os em tubos eppendorf,
secos e digeridas com tripsina grau massa. Os peptideos foram entdo recuperados e separados por HPLC
de fase reversa capilar e injetadas no Q-Toff (LNLS-Campinas). Os fragmentos gerados foram

sequenciados por espectrometria de massa em Q-Toff.

4.11 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = SEM de n experimentos. As diferengas entre os
grupos foram analisadas pelo teste de Student T ou por ANOVA seguido do teste de Tukey para

multiplas comparagdes. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1- Atividade citotoxica do extrato proteico do veneno de Bunodosoma caissarum sobre células

produtoras de insulina

Um screening para toxicidade celular da toxina de Bunodosoma caissarum sobre células RINmSF
foi determinado utilizando-se o ensaio de viabilidade por MTS. Duas linhagens celulares de RINmSF,
controle e superexpressando a enzima catalase (Cat) foram usadas. As células expostas ao extrato do
veneno de B. caissarum tanto por 48 horas (Figura 9a) quanto 72 horas (Figura 9b) mostraram uma
grande diminui¢do da viabilidade celular. Por outro lado, células RINmSF superexpressando a enzima
catalase, ndo foram afetadas pelo composto em nenhum dos tempos estudados. Este resultado esta de
acordo com a medida cinética (time-course) da viabilidade celular (Figuras 10a e 10b). Em qualquer
tempo medido as células expostas ao veneno por 48 horas mostraram menor viabilidade que as células
cultivadas na auséncia do composto e o oposto pode ser observado com as células RINmSF
superexpressando catalase, as quais ndo tiveram alterag@o na viabilidade em qualquer periodo medido a
despeito da presenca do veneno de B. caissarum. O possivel mecanismo responsavel pela citotoxicidade
do veneno de B. caissarum inclui a produgdo excessiva de H>O,, pelo menos no caso exposto de células

produtoras de insulina.
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Figura 9. Efeito do extrato de Bunodosoma caissarum (Bc) na viabilidade da células RINmSF. As
células foram plaqueadas 12horas antes do experimento. As células produtoras de insulina RINmSF
foram expostas ao extrato de Bc nas concentragdes indicadas por 48 (a) e 72h (b).Medi¢des foram
realizadas por 90 minutos utilizando o método do MTS. Nao foram encontradas diferencas significativas

para o tempo de exposi¢do de 24h (ndo mostrada).
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Figura 10.(a)- Efeito do extrato de Bunodosoma caissarum (Bc) na viabilidade da células RINmS5F.
As células foram plaqueadas 12horas antes do experimento. Time-couse para a viabilidade das células: as
células RINmSF foram expostas ao composto na concentra¢do indicada por 48h e medida através do
MTS para diferentes periodos de incubagdo. N =6. * P <0.001 vs.controle; ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. As células foram expostas a uma concentragdo de 25 pg/ml e 75 pg/ml do veneno de Be . (b)-
As células com superprodugdo de catalase em células produtoras de insulina também foram expostas a

uma concentragdo de 25 pg/ml e 75 pg/ml do veneno de Be.
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5.2. Determinacio de ROS intracelular formada apés a incubacdo com o extrato do veneno da

Bunodosoma Caissarum (Bc) através da fluorescéncia do DCFH-DA.

O veneno de B. caissarum, aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio nas células
RINmSF, o mesmo ndo foi observado nas células RINmSF.Cat incubadas com a B. caissarum, como
mostradas através do método do DCFH-DA. A figura 11, mostra que a producdo de ROS nas células
RINmSF.Cat incubadas com a B. caissarum manteve-se igual ao observado nas células RINmSF e
RINmSF.Cat controles, demostrando que a supreexpressdo da enzima catalase obteve sucesso em
prevenir a indugdo da B. caissarum na formacdo de ROS. Isso se deve ao fato das células RINmSF.Cat
superexpressarem a enzima catalase, que ¢ capaz de degradar o H,O, produzido em H,O, enquanto que

as células RINmS5F possuem uma produgdo muito baixa desta enzima, ocacionando danos celulares.

As células RINmSF e a RINmSF com superexpressdo da enzima catalase (RINmSF.Cat) foram
expostas ao veneno da B¢ em uma concentragdo de 75ug/ml por 72 horas, e medido na presenca de 2,8
ou 25mmol/l de glicose. As células RINmSF expostas a B¢ apresentaram um aumento na produgdo de
ROS de mais de 100% quando comparadas com as células RINmSF controle como mostrado na figura 11
(barras brancas a-RINmSF controle e b-RINmSF expostas a B. caissarum). Enquanto que, nas células
com superexpressdo da catalase, a produgdo de espécies reativas de oxigénio foi suprimido, mostrando-se
igual as células RINmSF controle (Figura 11, barras em preto). A normalizacdo da fluorescéncia foi
realizado pela numero total de células e teve essencialmente o mesmo numero para todos os grupos

(figura ndo mostrada).

40



11)

| = =
= = =
= = =
= = =
= = =
i [l [ 1 ] [ ]

Fluorescéncia
(por nimero total de células)

L]

Cor;t:t’ole E:E Controle Be

Catalase

Figura 11. Figura mostra a formacdo de ROS intracelular medida através do DCFH-DA. As letras
acima das barras indicam diferencga significativa (p<0,05) comparando entre: (a) RINmSF controle; (b)

RINmSF Bc; (a) RINmSF.Cat controle; (a) RINmSF.Cat Be. N=8.

5.3. Efeito do veneno da Bunodossoma caissarum na atividade das enzimas antioxidantes:

A atividade da CuZnSOD foi determinada através da diferenca entre a atividade da SOD total e
da MnSOD, e de acordo como mostrado na figura 12a. A enzima Cu/ZnSOD mostrou um aumento de
sua atividade, nas células RINm5F que foram incubadas com 75ug de B. caissarum. Como pode-se
observar nas barras brancas, ha um aumento de aproximatamente 100% na atividade da enzima
CuZnSOD, enquanto que, nas células RINmSF.Cat e RINmSF .Cat Bc ndo houve diferenga significativa,

porém mostrou-se aproximatamente 150% maior do que as células RINmSF controle.

Como mostrado na figura 12b a atividade da GPx ndo mostrou variagdo quando comparada entre as

células RINmS5F controle, RINmS5SF Bc, RINmS5F. Cat controle e RINmSF. Cat Be.

A atividade da enzima catalase foi mensurada através do método da decomposi¢do da H,O, a 230 nm
30°C. De acordo com a figura 12¢c, as células RINmSF controle e as células RINmSF Bc nao mostraram

diferencgas significativas do mesmo modo as células RINm5F.Cat e as RINmSF.Cat Be. Porém entre as
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células RINmS5F e as RINmSF.Cat foi visto um grande aumento da atividade da enzima catalase o que

confirma a superexpressdo da enzima nesta célula.
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Figura 12 a) A atividade enzimatica mostrou-se aproximatamente 100% maior nas células
RINmMSF controle comparadas com as RINmSF tratadas com B. caissarum (barras brancas).
Enquanto que, as células RINmSF. Cat e as RINmSF.Cat Be ndo houve diferenca estatistica.

(barras negras) N=7. As letras acima das barras indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 12 b) A atividade da GPx ndo mostrou diferenga significativa (p<0,05) entre as células RINmSF

controle, RINmSF Bc, RINmSF.Cat e RINmSF.Cat Bc. N=8.
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Figura 12 ¢) A figura mostra a atividade da enzima catalase, demostrando que ndo ha diferencas
significativas (p<0,05) entre as células RINmSF controle e as RINmSF Bc (barras em branco), e também
nao ha diferenga entre as células RINmSF.Cat controle e as RINmSF.Cat Bc (Barras em preto), porém ha
uma grande diferenga quando comparamos as células RINmSF e as RINm5F.Cat, mostrando um aumento

de mais de 500% na producdo da enzima catalase nas células RINm5F.Cat. N=5.
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5.4. Atividade antibacteriana do extrato total da anémona do mar Bunodosoma caissarum (Bc).

A atividade antibacteriana foi realizada através de uma placa de 96 pocos com a bactéria
Xanthomonas axonopodis psv. passiflorae (Xap), e a bactéria mais o extrato total de Bc em diferentes
concentragdes variando de 3 a 21ug/ml (Fig. 13a). A concentracdo de 21 ug/ml, ndo obteve nenhuma
diferencga estatistica quando comparada com a concentragao de 12pg/ml (ndo mostrado). De acordo com
os resultados, ¢ estimado que a concentragdo que inibe 50% do crescimento bacteriano (Ec50) estd em
torno de 3,74ug + 0.32. No6s avaliamos também a atividade antibacteriana utilizando 3ug/ml do extrato
total de Bc em bactérias como: Clavibacter michiganensis michiganensis e obtivemos 97% de inibi¢éo
do crescimento; Streptococcus mutans (com aproximatamente 82% de inibigdo), Staphylococcus aureus
(aproximatamente 67% de inibi¢do), e Escherichia coli (aproximadamente 45%de inibi¢do). Estes
resultados sugerem que bactérias Gram negativas possuem menor sensibilidade que as bactérias Gram

positivas.
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Figura 13. (a) Atividade antibacteriana do extrato de Bunodosoma caissarum (Bc) mostrando uma
diminui¢do do crescimento bacteriano da bactéria Xap de maneira dose-dependente. A atividade

antibacteriana foi monitorada utilizando placa de Elisa a 630nm. (b) Ultraestrutura da bactéria
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Xanthomonas axonopodis psv. passiflorae. (¢) Destrui¢do celular da bactéria incubada com extrato de

B.caissarum.

5.5. Acao farmacolégica do extrato total do veneno de B. caissarum.

O extrato total do veneno de Bumodosoma caissarum produziu edema e aumento da
permeabilidade vascular nas patas dos ratos como mostrado na figura 14. O edema maximo foi
observado aos 30 minutos apos a inje¢do subplantar de Be 3-12 pg/animal de maneira dose-depentende
(fig. 14a). Apos esse tempo, o edema foi significamente reduzido até o tempo de 3 horas apos a injecdo.
A concentragdo minima para a indu¢do do edema foi em torno de 1.75ug + 0,12 por pata. Durante os
experimentos ndo foi observado nenhuma atividade hemorragica.

A agregacdo plaquetdria induzida pelo extrato total do veneno da Bunodosoma caissarum
mostrou-se efetiva e de maneira dose-dependente nos dois modos de preparacgéo, sendo que o plasma rico
em plaqueta ndo mostrou um resultado tdo uniforme quanto a prepara¢do com plaquetas lavadas (Fig.

14b e 14c).
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Figura 14. (a) Edema em pata de rato induzido pelo extrato de Bunodosoma caissarum (Bc) mostrou
um efeito dose-depentente, na concentracdo de 3, 9 e 12ug. As mesuragdes foram realizadas nos
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intrevalos de 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. Os resultados foram expressos em aumento do volume da

pata (mL) calculado subtraindo-se o volume basal.
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Figura 14 (b) Agregacdo plaquetaria usando plasma rico em plaquetas e (¢) uma preparagdo de

plaquetas lavadas. Nos dois casos Be induziu uma resposta de maneira dose-dependente. N= 10.
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5.6. Eletroforese de 2-D

A eletroforese de duas dimensdes revelou a presenca de dois principais grupos de proteinas acidas
e basicas, proteinas neutras ndo foram observadas como mostrado na figura 15. O extrato protéico da Bc
mostrou uma quantidade elevada de trés principais proteinas, com peso molecular de aproximadamente
37 kDa, 34k Da, and 30 kDa. Particularmente o ultimo grupo apresentou um alto nimero de isoformas
com uma ampla gama de valores de pl de aproximatamente 4.1 a 4.7 (Fig. 15). Foi observado também
uma porcdo acida de proteinas de baixo peso molecular. O veneno de Bc exibiu algumas proteinas de

peso molecular de aproximadamente 45kDa; 27kDa e alguns spots com massa molecular em torno de

15kDa.
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Figura 15. Eletroforese 2 dimensdes do extrato de Bunodosoma caissarum, mostrando dois
principais grupos de proteinas acidas e basicas, sendo as principais com pesos moleculares de 37kDa,

34kDa e 30kDa.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A Bunodosoma caissarum é uma espécie bastante presente no litoral brasileiro e assim como
outros cnidarios, sdo providas de nematocistos, localizados nos tentaculos e cavidade gastrovascular.
Estas células providas de potentes toxinas, sdo utilizadas principalmente na captura de alimentos e na

defesa contra predadores (Brusca e Brusca, 2003).

O esclarecimento do mecanismo de acdo destas numerosas toxinas vem permitindo o seu emprego
no estudo de fendmenos fisiologicos, visto que ¢ uma anémona muito presente nas praias rochosas do
litoral brasileiro e possui diversas fragdes sendo atualmente isolada e caracterizada sobre diferentes

aspectos.

De acordo com este estudo, pode-se observar que a anémona do mar Bunodosoma caissarum
possui uma variedade de proteinas diferentes, como mostrado através da eletroforese 2-D, em que foi
utilizado o extrato bruto dos tentaculos da anémona do mar, que foram removidos, centrifugados e
liofilizados.

Esta eletroforese mostrou também, que existem dois principais grupos de proteinas que compdem
a fase protéica do extrato de Bunodosoma caissarum, sendo elas acidas ou basicas. Proteinas neutras ndo
foram observadas. O extrato protéico da Bc mostrou uma quantidade elevada de trés principais proteinas,
com peso molecular de aproximadamente 37 kDa, 34k Da, and 30 kDa. Particularmente o ultimo grupo
apresentou um alto numero de isoformas, com uma ampla gama de valores de pl de aproximatamente 4.1
a 4.7. Foi observado também uma por¢do acida de proteinas de baixo peso molecular. O veneno de Bc
exibiu algumas proteinas de peso molecular de aproximadamente 45kDa; 27kDa e alguns spots com
massa molecular em torno de 15kDa. Isso mostra a diversidade de compostos presentes na anémona Bc,
que pode levar a uma variedade de efeitos bioldgicos. Porém o mecanismo pelos quais a anémona do mar
Bunodosoma caissarum produz sua toxicidade ainda ndo esta bem esclarecido.

Nos ensaios antibacterianos foi possivel observar que o extrato de Bc apresentou diminui¢do no

numero de bactérias de forma dose dependente, esse resultado sugere que essa atividade antibacteriana
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pode ser consequéncia do conjunto de proteinas presentes no extrato, ou a acdo isolada de algumas
proteinas bioativas.

Recentemente, trés isoformas de PLA2 foram isoladas do extrato de Bc, sendo que uma delas,
chamada BcPLA2-1, possui atividade catalitica forte (Martins et al, 2009). E possivel que a presenga
dessa enzima tenha grande influéncia nesse resultado antibacteriano.

Outros resultados que provavelmente foram influenciados pela presenca dessas PLLA2s, foram os
experimentos de agregacdo plaquetaria e de edema em pata de rato. Nos dois casos, podemos observar
um aumento da resposta, inflamatdria ou de agregacdo, proporcional a quantidade de extrato usado. A
hidrélise do acido araquidénico (AA) pela enzima PLA2 ¢ o passo inicial para a biossintese de
eicosandides (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas) e para o Fator Ativador de Plaquetas (PAF). Por
causa disso, inicialmente foi pensado que a principal atividade das PLAjs era prover substratos para a
biossintese de mediadores lipidicos pro-inflamatodrios, consequentemente, foi proposto que o mecanismo
principal da a¢do pro-inflamatoria das PLA;s estava relacionado com sua atividade catalitica. Entretanto,
estudos nas ultimas décadas identificaram mecanismos alternativos de agdo das PLA,s ligadas a sua
capacidade de ativar células inflamatorias e induzir a produ¢do de outros mediadores pro-inflamatorios
que ndo os eucosanoides (Triggiani et al, 2005). Esses efeitos ndo estdo relacionados com a atividade
enzimatica da PLA,, mas com sua interagdo com receptores e/ou moléculas da superficie da célula alvo
(Valentin e Lambeau, 2000). Portanto, a presen¢a da PLLA; no extrato bruto de Bc, como ja foi mostrado
por Martins et al (2009), provavelmente afetou os resultados bioldgicos testados, ndo so pela sua
atividade enzimatica, mas também pelo seu efeito farmacologico.

Entre outros efeitos bioldgicos estudados neste trabalho, esta seu efeito toxicoldgico. Para isso,
foi utilizado células produtoras de insulina RINmSF e uma linhagem de células produtoras de insulina
estavel, que superexpressa a enzima catalase, a fim de analisar se esta enzima pode fornecer proteccdo
contra o extrato total da anémona Bunodosoma caissarum e se esta toxicidade ¢ mediada pelo estress
oxidativo.

Primeiramente foi realizado o teste de viabilidade celular, MTS, que ¢ um método

espectrofotométrico de redugdo da formazan. As células foram incubadas com concentra¢des do extrato

50



bruto de B. caissarum (25 e 75 pg/ml) por um periodo de 12, 24 e 72horas. Os resultados de viabilidade
mostraram que as células que superexpressam a enzima catalase ndo sofreram nenhuma diminui¢do em
sua viabilidade enquanto que as células de mamiferos produdoras de insulina sofreram uma diminuigédo
dose e tempo dependente de até 60%.

Este resultado demostra que o extrato total obtido através dos tentaculos da B. caissarum possui
um efeito citotoxico nas células de mamiferos produtoras de insulina que se mostra de maneira dose e
tempo dependente, ¢ um possivel mecanismo de agdo para esta citotoxicidade poderia ser um aumento
das espécies reativas de oxigénio, causando um stress oxidativo, ja que, as células de mamiferos
produtoras de insulina que superexpressam a enzima catalase ndo sofreram nenhum dano, em nenhuma
das concentragdes e tempos utilizados.

Visto que a Be poderia causar a morte celular através do aumento do stress oxidativo através do
teste do DCFH-DA, mediu a produ¢do de espécies reativas de oxigénio no meio intracelular formados
pela incubagdo com o extrato de Bc. Para isso, as células produdoras de insulina com e sem a
superexpressdo da enzima catalase foram plaqueadas e incubadas com o e extrato da anémona do mar Bc
por 72h em uma concentragdo de 75 pg/ml, de acordo com o protocolo ja descrito. Nossos resuldados
demostraram que o extrato de Bc causou um aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio de
mais de 100% quando comparadas com as células controle, enquanto que as células que superproduzem a
enzima catalase foram capazes de conter essa producdo de espécies reativas de oxigénio, mostrando-se
em niveis semelhantes as das células RINmSF controle.

Estes resultados mostram que o extrato da anémona do mar B. caissarum poderia levar a
aumentos de espécies reativas de oxigénio e consequentemente a morte celular devido ao stress oxidativo
relativo. Um outro aspecto analisado foi a agdo das enzimas antioxidantes. Para isso, utilizamos as
células com e sem superexpressdo da enzima catalase e incubamos com 75 pg/ml por um periodo de 72h,
conforme ja descrito.

Os resultados dessas enzimas demostram que o extrato de Bc causou um aumento da atividade da

enzima Cu/ZnSOD, tanto para as células RINmSF controle como para as com superexpressdo da enzima
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catalase (RINmSF. Cat). A atividade da Cu/ZnSOD foi determinada através da diferenca entre a
atividade da SOD total e da MnSOD.

A atividade da enzima glutationa peroxidase ndo sofreu nenhuma diferenca nas células RINmSF
controles ou nas RINmSF.Cat. e a enzima catalase ndo aumentou na células RINmSF e se manteve alta
nas células RINmSF.Cat, o que era esperado visto que esta célula superproduz a enzima catalase. A
enzima superdxido dismutase (SOD) catalisa a dismuta¢do do superoxido em oxigénio e peroxido de
hidrogénio, devido a isto, ¢ uma importante defesa antioxidante na maioria das células expostas ao
oxigénio. Sendo assim, a B. caissarum provocou um aumento das espécies reativas de oxigénio, sendo
principalmente de oxigénio superoxido.

Um aumento na atividade da SOD poderia mostrar um aumento na produgdo do substrato,
principalmente do radical superoxido, através da incubacdo com o veneno de B. Caissarum .

As enzima GPx e Cat, sdo as enzimas envolvidas na elimina¢do da H,O,, formada a partir da
diminui¢do, espontanea ou catalisada pela SOD, dos anions O;"., os resultados mostram que o extrato
bruto de B. caissarum causa um aumento na produg¢do de radicais livres no meio intracelular,
principalmente de radicais superoxido que através da enzima SOD levaria a um aumento também do
peroxido de hidrogénio. Pois, a enzima SOD mostra sua atividade aumentada mostrando ser capaz de
reduzir os anions superdxidos formados, acumulando-se assim o peroxido de hidogénio, e a enzima GPx
ndo mostrou mudanga em sua atividade, podendo entdo o excesso de peréxido de hidrogénio formado ser
o responsavel pela diminui¢do da viabilidade celular apresentada.

Os resultados reforcam a hipotese de que os radicais livres, dentre eles o radical superoxido e o
peroxido de hidrogénio sdo essenciais para prover, pelo menos em parte, os efeitos observados quando da
exposi¢do ao veneno de Be. Ja foi demonstrado que a H,O, ativa a PLA (Sapirstein, 1996; Shit, 2004) ,
mas nossos resultados constituem a primeira evidéncia em células produtoras de insulina de que o veneno
de Bc poderia agir desta forma. Adicionalmente, exposi¢des prolongadas ao H,O, podem levar a morte
por apoptose, um processo acelerado por isoformas de PLA2 (Perez, 2004). Dessa maneira, estudos de
ativacdo de vias de morte celular programada seriam de grande interesse para melhor precisar os

mecanismos intracelulares de compostos pro-oxidativos com o veneno de Be.
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Podemos concluir entdo, que o extrato bruto de Bumnodosoma caissarum ¢ uma mistura muito
complexa de proteinas e peptideos com significativos efeitos biologicos. Esses efeitos ndo se limitam aos
globulos vermelhos eritrocitos, mas também pode ser observado em outros tipos de células de
mamiferos, como células produtoras de insulina. Efeitos antibacteriano, citotoxica, inflamatorio e
tromboliticos s@o caracteristicas do extrato de B. caissarum. Estes efeitos provavelmente resultam de
uma combinagdo sinérgica de varias proteinas e peptideos que incluem serina proteases, de baixo peso
molecular, citolisinas e PLA»s. O possivel mecanismo de citotoxicidade B. caissarum em células de
mamiferos, certamente inclui aumento do estresse oxidativo com excessiva producdo de peroxido de
hidrogénio, pelo menos no caso das células produtoras de insulina.

Mais estudos sdo necessarios para determinarmos se a PLA2 tem fun¢do preponderante nesse
mecanismo. Medidas de atividade de caspases em células expostas a toxina e utilizacdo de um inibidor de

PLAZ2 poderdo fornecer dados interessantes nesse sentido.
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