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RESUMO




E bem conhecida a capacidade dos venenos de serpentes do género Bothrops
induzirem intensos efeitos locais, tais como edema, hemorragia e necrose. Neste trabalho
investigou-se os possiveis mediadores da resposta inflamatoria local (edema) e hemorréagica
induzida pelo veneno de Bothrops lanceolatus (VBL) em ratos. O edema foi induzido por
injegdo subplantar de VBL (12,5 - 100 pg/pata) e quantificado com hidropletismégrafo. Em
todas as doses testadas, a resposta edematogénica foi maxima aos 15 minutos, caindo,
progressivamente, até desaparecer apos 24 horas. As drogas metisergida, ciproheptadina,
dexametasona, HOE 140 e associa¢gdo HOE 140 - metisergida reduziram significativamente
a atividade edematogénica induzida pelo VBL (50 pg), o que n3o ocorreu com a
indometacina e mepiramina. O efeito edematogénico pareceu ser independente da presenga
de aminas biogénicas ou outras substancias de baixo peso molecular no veneno, uma vez
que a didlise nfo alterou significativamente este quadro. Investigando a atividade
hemorragica, tratamos 0 VBL com EDTA. O tratamento inibiu a atividade hemorragica,
bem como reduziu significativamente o edema. Nos animais injetados com VBL tratado
com EDTA, o edema residual mostrou-se mediado pela serotonina, histamina, bradicinina e
possivelmente, metabolitos do acido araquidonico.

A andlise histopatolégica das patas injetadas com o VBL demonstrou
aumento da regido dérmica e dos espagos intercelulares, caracteristicos do edema, além da
presenca de moderado infiltrado inflamatério e intensa hemorragia. O tratamento prévio
dos animais com dexametasona reduziu o infiltrado celular ¢ o edema, sem interferéncia na
atividade hemorragica. O estudo das patas injetadas com VBL tratado com EDTA
demonstrou redugdo do numero de hemiceas extravasculares ¢ do edema, sem aparente

alteragdo do infiltrado leucocitario.

Além dos efeitos locais, a injegdo subplantar do VBL provocou alteragdes
sistémicas detectadas nos rins. Os tubulos distais apresentaram didmetro aumentado; nos
tibulos proximais, restos celulares provavelmente de natureza protéica, foram vistos ao
lado de vasos sangiiineos congestos. Nos corpisculos renais houve aumento do espago
capsular de filtrag8o, além de altera¢Ses na lobulagdo do tufo de capilares. O tratamento do
veneno com EDTA reverteu alguns dos efeitos glomerulares e tubulares produzidos pelo

envenenamento, o0 que nio se observou em animais pré-tratados com dexametasona.

Resumo
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O soro anti-VBL parcialmente purificado previamente incubado com o VBL
eliminou completamente a atividade hemorragica e parcialmente a atividade edematogénica
do veneno, ndo demonstrando eficicia superior quando os resultados foram comparados
aqueles obtidos com o soro anti-VBL total. A inoculagdo intravenosa soro anti-VBL total
ou parcialmente purificado, imediatamente apés injegdo do VBL, foi ineficaz na
neutraliza¢do dos dois fendmenos.

xxvi
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1.1. VENENOS OFIDICOS

Ao longo da historia das civilizagdes, poucos assuntos tém estimulado tanto a
mente e a imaginagdo do homem quanto as serpentes. O temor por estes animais constituiu
um sentimento misterioso e incontrolavel, numa atitude que originou numerosas lendas e

crengas nas antigas civilizagdes.

O mais velho relato sobre veneno de serpentes foi escrito em papiro, no Egito,
cerca de 1600 a.C. Como posteriormente ilustrado por Sustrate e Nagarjuna 800 — 700 a.C.,
os venenos ofidicos eram utilizados com o objetivo de prolongar a vida e essa foi, talvez, a
primeira ilustragdo de uso medicinal do veneno de serpentes. Francisco Redi, em 1664,
demonstrou que os venenos necessitavam ser injetados na pele para produzirem seus
efeitos, o que levou Felice Fontana, em 1766 a iniciar o estudo toxicologico e pesquisa
cientifica sobre os venenos ofidicos. No final do século XIX, Silas Weir Mitchel (1866),
um grande neurologista, publicou importantes observagdes sobre venenos de serpentes de
varias espécies, enfatizando que em suas secre¢Bes havia substancias com propriedades
toxicas para imobilizar, matar e digerir a presa. O inicio do estudo sistematico sobre os
efeitos biologicos exercidos pelos venenos ofidicos, ficou a cargo de Flexner e Noguchi,
que descreveram o efeito hemolitico de alguns venenos sobre o sangue (DEVI, 1968,
CONDREA, 1979).

Os venenos ofidicos sdo os mais complexos de todos os venenos conhecidos.
Sdo produzidos por um par de glandulas especializadas, localizadas na boca da serpente e
compostos por uma mistura complexa de proteinas, com ou sem atividade enzimatica, bem
como outras substdncias ndo protéicas, de natureza orgénica ou inorgdnica. Embora a
fungdo biologica dos componentes inorganicos ndo seja totalmente compreendida, acredita-
se que alguns metais estejam relacionados com a estabilidade de certas proteinas, enquanto
outros, como o Zn, Co, Fe e Cu sejam indispensaveis ao processo catalitico de
componentes enzimaticos, como as metaloproteinases (BJARNASSON & FOX, 1994). Os
venenos geralmente apresentam coloragao branca, amarela ou laranja e a fragdo protéica, de

maior importancia do ponto de vista fisiopatologico, representa 90% do peso seco.
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Sdo conhecidas aproximadamente 2500-3000 espécies de serpentes. Deste total,
aproximadamente 15% s@o consideradas venenosas, ou seja, apresentam a capacidade de
inocular na presa o seu veneno (OHSAKA, 1979). Estas serpentes estdo taxonomicamente
agrupadas em trés familias: Elapidae, Viperidae e Colubridae (UNDERWOOD, 1979).

Os envenenamentos causados por serpentes venenosas representam um
problema de saude publica, principalmente em regides tropicais, as quais geralmente
correspondem a regides subdesenvolvidas. No Brasil sdo notificados, anualmente, pelo
Ministério da Saude, cerca de 20.000 acidentes. Deste total, aproximadamente 90% sdo
causados por serpentes do género Bothrops (SAUDE, 1998). No Estado de Sdo Paulo, estas
serpentes foram responsaveis por cerca de 85,6% dos casos (RIBEIRO ef al. 1993) e
envolveram principalmente Bothrops jararaca, jararacussu, alternatus e neuwiedi

(SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 1993).

Os efeitos causados pelo envenenamento botropico podem ser classificados
clinicamente, de acordo com a presenga de alteragSes sistémicas ¢ locais. Estes venenos

caracterizam-se por:

- Exercer intensa atividade proteolitica (MEBS, 1970, MANDELBAUN,
REICHEL, ASSAKURA, 1982; GUTIERREZ & LOMONTE, 1989);

- Coagular o plasma sangiineo (ROSENFELD, HAMPE, KELEN, 1959;
LOBO DE ARAUJO, KAMIGUTL BON, 2000). A maioria dos venenos
botropicos ativa a coagulagdo sangiiinea por atuarem sobre o fibrinogénio, a
protrombina (Fator II), o Fator X (NAHAS et al., 1964; 1979) e o Fator VIII
(KIRBY et al., 1979, NISHIDA et al., 1994). As principais causas de 6bitos
no envenenamento botrépico estdo relacionados a sangramentos em 6rgaos
vitais e choque (KOUYOUMDIJIAN et al., 1991).

- Liberar substidncias farmacologicamente ativas, tais como histamina e
bradicinina (ROTHSCHILD & ROTHSCHILD, 1979);
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- Produzir hemorragia (BTJARNASON & TU, 1978; FABIANO & TU, 1981).
Muitas toxinas hemorragicas, hoje bioquimicamente caracterizadas como
zinco metaloproteinases (BJARNASSON & FOX, 1988), foram isoladas de
venenos de serpentes Crotalidae e Viperidae (FRANCESCHI et al. 2000,
BORKOW, GUTIERREZ, OVADIA, 1993). Essas enzimas apresentam
graus variaveis de atividade proteolitica, destruindo a membrana basal e a
matriz extracelular de capilares e pequenos vasos (OHSAKA, 1979). Alem
disso, estas toxinas inibem a coagulagdo sanguinea e liberam cininas a partir
do cininogénio (BJARNASSON & FOX, 1983), potencializando desta

forma, o efeito hemorragico;

- Causar pronunciado efeito local, como edema, hemorragia e necrose
(ROSENFELD, 1971; BOLANOS, 1982). O edema pode acometer varios
segmentos do membro afetado e, dependendo das proporgdes que adquire,
acarreta aumento da pressio sangiinea em compartimentos que contém
masculos, nervos e vasos, levando a sindrome compartimental. O quadro
pode evoluir para necrose e, muitas vezes, pode levar a necessidade de
amputagdo da extremidade afetada (JIMENEZ-PORRAS, 1973). Este
complexo quadro fisiopatologico pode ser conseqiiéncia da multipla agdo

biologica de um Unico componente do veneno, ou do sinergismo de varios

(OHSAKA, 1979)

- Causar faléncia renal aguda, secundaria a necrose tubular e ocasionalmente
glomerulonefrite (AMARAL et al., 1985, 1986, REZENDE et al., 1989,
BOER-LIMA, GONTIJO, CRUZ-HOFLING, 1999).

O género Bothrops conta com varios representantes no continente americano
Trés espécies endémicas sdo reconhecidas: Bothrops insularis, na Ilha da Queimada
Grande, costa do Brasil, Bothrops carabeus, em Santa Lucia, nas Antilhas e a Bothrops
lanceolatus, na Tlha da Martinica, América Central (HOGE & ROMANO HOGE, 1978,
1979)
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Descrita pela primeira vez por Lacépede em 1789, a B. lanceolatus é uma
serpente grande, com tendéncias arboricolas, habitante de encostas rochosas das florestas
tropicais e umidas da Martinica (CAMPBELL & LAMAR, 1989), onde é responsavel por
aproximadamente 20 envenenamentos ao ano (THOMAS & TYBURN, 1996). Seu veneno
¢ capaz de induzir intensos efeitos locais como edema e dor, além de alteragGes sistémicas,

como hemorragia e trombose, responsaveis pela letalidade (THOMAS et af., 1995).

Poucos estudos experimentais foram realizados com este veneno que, apesar do
isolamento  geografico da serpente, demonstrou apresentar atividades biologicas
semelhantes as Bothrops brasileiras. Recentemente, uma fosfolipase A, acida e uma enzima
fibrino(geno)litica foram isoladas deste veneno (LOBO DE ARAUJO ef al., 1994; 1998).
Em ensaios in vivo, utilizando camundongos, o veneno de B. lanceolatus demonstrou
aumentar a permeabilidade vascular causando edema, mediado principalmente por produtos
da lipo e ciclooxigenase; induziu migrag¢do leucocitaria abundante e hemorragia quando
doses elevadas de veneno foram empregadas (LOBO DE ARAUJO et al., 2000). Em ratos,
0 aquecimento do veneno aboliu completamente a atividade hemorragica e produziu edema
de forma reduzida, sugerindo o envolvimento do componente hemorragico, ou outro(s)
componente(s) termolabil(eis) na atividade edematogénica induzida pelo veneno de B.

lanceolatus (FARIA et al., 2001).

Figura 1: Serpente Bothrops lanceolatus.
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1.2. INFLAMACAO

A inflamagdo ¢ uma importante conseqiiéncia do envenenamento botropico
(ROSENFELD, 1971). A reagdo inflamatéria é uma resposta protetora do organismo, no
sentido de destruir, diluir ou remover o agente causador da injuria (BELANTI, 1980). Apos
qualquer lesdo tecidual, ocorre uma série de alteragdes celulares e sistémicas, através das
quais o organismo busca restaurar ¢ manter a homeostasia e, apesar da complexidade que
cerca o fenomeno, manifesta-se de maneira uniforme, independentemente do agente
desencadeador da resposta. Entretanto, dependendo do agente lesivo, das caracteristicas do
tecido ou orgdos afetados, da espécie animal e da coexisténcia de estados patologicos,

algumas varia¢des podem ocorrer (GARCIA LEME, 1989).

Celsius, escritor romano do 1° século antes de Cristo, descreveu os quatro sinais
cardinais da inflamag3o: rubor, calor, tumor e dor. O 5 sinal clinico, a perda de fung3o

(functio laesa), foi posteriormente incluido por Virchow.

JULIUS COHHEIN (1889) forneceu uma das primeiras descrigdes
microscopicas da inflamag@o, observando no mesentério de rd, a hiperemia ativa com

extravasamento de plasma, de leucdcitos e de hemacias (RANG et al., 1997).

Imediatamente apds o inicio do processo inflamatério, ocorrem eventos de
origem vascular, caracterizados pelo aumento do fluxo sangiiineo na area lesada (eritema e
rubor), causando conseqiientemente elevagdo da temperatura local (calor). O aumento de
permeabilidade das vénulas pré-capilares ocasiona o extravasamento de proteinas para o

espago intersticial, o qual leva a formagdo de edema (RANG et al., 1997).

Ao lado dos eventos vasculares, os fendmenos celulares da resposta
inflamatéria sdo muito importantes, uma vez que representam Os principais mecanismos
pelos quais o organismo “neutraliza os agentes lesivos e repara o tecido danificado. As
células envolvidas nessa resposta sdo as chamadas células residentes (células endoteliais,
mononucleares residentes e mastocitos) e células que chegam ao foco inflamatorio,
provenientes do sangue (neutrofilo, eosindfilo, basofilo, mondcito). No decorrer de uma

resposta inflamatoria, uma grande variedade de substancias denominadas mediadores
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inflamatorios, sdo formadas e liberadas concomitantemente ou segiiencialmente no local da
lesdo. Esses mediadores originam-se a partir do plasma ou de uma variedade de tipos
celulares, como: células endoteliais, mastocitos, macrofagos e leucocitos. Os mediadores de
origem plasmatica incluem fatores do sistema complemento e as cininas, os quais sdo
gerados por ativagdo enzimatica. Os mediadores de origem celular incluem a histamina e a
serotonina (oriunda de mastocitos e basofilos), prostaglandina, prostaciclina, tromboxano e
leucotrienos (originados a partir da cascata do acido araquidonico em diferentes tipos
celulares), o fator de agregagdo plaquetaria (células endoteliais, leucdcitos), citocinas (TNF
e diversas interleucinas oriundas principalmente de leucocitos mononucleares), substancia
P e CGRP (neuropeptideos liberados de terminagdes nervosas ndo adrenérgicas e ndo
colinérgicas, no sitio inflamatério), o oOxido nitrico proveniente de diferentes fontes,
incluindo o endotélio, leucdcitos, terminagdes nervosas ndo adrenérgicas, ndo colinérgicas
(DALE, 1994).

Estudos experimentais tem evidenciado que, a resposta inflamatoria local
induzida por venenos do género Bothrops, caracteriza-se pela exsudagdo de proteinas
plasmaticas e decorre da sintese e/ou liberagdo de mediadores endégenos, como a
histamina, serotonina, eicosanoides e fator ativador de plaquetas (TREBIEN & CALIXTO,
1989; CHAVES et al., 1995, LOBO DE ARAUJO et al., 2000; LOBO DE ARAUIJO et al.,
2001). A lesdo local é caracterizada ainda, pela presenga de células inflamatérias. LOBO
DE ARAUIJO et al. (2000) demonstrou que o veneno de B. lanceolatus, quando injetado em
patas de camundongos, induz intenso influxo leucocitario. Resultados semelhantes foram
obtidos por GUTIERREZ et al. (1986) e LOMONTE et al. (1993) em tecido muscular de
camundongos injetados com o veneno de B. asper. A migracdo de neutrofilos para o foco
da lesdo foi também observada apés a administragdo dos venenos de B. jararaca, B.
erythromelas e B. alternatus (FLORES et al., 1993; BURIGO et al., 1996, FARSKY et al.,
1997).
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1.3. SOROTERAPIA

No ultimo quarto do século passado, a efervescéncia da imunologia permitiu
um espantoso avango no tratamento de doengas epidémicas graves, como a febre tifoide,
peste bubdnica, raiva e outras. A metodologia basica utilizada no combate destas
enfermidades consistia na produgdo de soros hiperimunes contra os agentes etiologicos das
mesmas. Influenciado por essa linha de pensamento e tendo vivenciado inimeros
envenenamentos ofidicos na regido de Saigon, CALMETTE (1892), um pesquisador
francés, iniciou estudos no sentido de verificar a antigenicidade de venenos ofidicos,
objetivando um possivel agente terapéutico. Este pesquisador extraiu o veneno de alguns
exemplares de Naja tripudians e injetou doses crescentes do mesmo em animais de
experimentagdo. Constatou, pela primeira vez, que o soro de animais imunizados possuia
propriedades antitoxicas e, portanto, com potencial valor curativo no envenenamento
ofidico. De volta a Paris e utilizando o mesmo veneno como antigeno, Calmette iniciou a
produgio em maior escala deste soro e distribuiu amostras para varios outros paises, que
também enfrentavam problemas de ofidismo. Uma destas amostras chegou as maos de
Vital Brazil, Diretor do Instituto Serumtherapico, hoje Instituto Butantan, que vinha
estudando possiveis métodos terapéuticos contra O envenenamento por serpentes

brasileiras.

Este autor descreveu que o soro de animais imunizados contra o veneno de
Bothrops jararaca era inativo contra o veneno de cascavel — serpente do género Crotalus -
e que o soro de animais imunizados contra o veneno de cascavel era pouco efetivo contra o
veneno de jararaca, porém, os dois soros eram altamente potentes contra 0s Venenos
homélogos (VITAL BRAZIL, 1901). Ficava assim demonstrada a especificidade dos soros
antiofidicos e, em 1901, foram produzidos em grande escala, no Brasil, os primeiros lotes
de soros anticrotalico, antibotropico e misto, entdo chamado de antiofidico, contra o veneno

das serpentes dos dois géneros.

Atualmente, o uUnico tratamento conhecido e eficiente nos casos de acidentes

ofidicos € a soroterapia especifica (WARREL, 1992). Antes da utilizagdo da soroterapia, 0s
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envenenamentos por serpentes do género Bothrops apresentavam prognostico de morte de 2

a 3%, estando hoje reduzido para 0,5 a 0,6%.

Embora o emprego da soroterapia seja eficaz no tratamento das alteragdes
sistémicas decorrentes do envenenamento ofidico, as lesdes locais sdo dificilmente
neutralizadas por antivenenos especificos, mesmo que administrados logo apés o acidente
(GUTIERREZ et al. 1981; LOMONTE, 1985; LOMONTE, TARKOWSKY, HANSON,
1993). Varias hipoteses sdo sugeridas para explicar esta ineficacia: 1) os efeitos locais, em
geral, se instalam rapidamente, o que dificultaria sua neutralizagdo pelos anticorpos, que
chegariam ao local da picada depois que o efeito ja se estabelecera (GUTIERREZ, ROJAS,
CERDAS, 1987); 2) os componentes do veneno responsaveis pelos efeitos locais, sdo, em
geral, proteinas de baixo peso molecular (TU, 1982), portanto pouco imunogénicas
(GUTIERREZ ef al, 1985), de modo que os antivenenos convencionais ndo apresentam

anticorpos capazes de neutralizar os constituintes responsaveis pelos efeitos locais.

Os efeitos locais induzidos pelos venenos botrépicos tém sido amplamente
investigados, possibilitando o entendimento dos mecanismos farmacologicos e
fisiopatologicos envolvidos na génese destes fendmenos. Entretanto, sendo o veneno de
Bothrops lanceolatus pouco estudado e os efeitos locais dificilmente controlados pelas
terapias convencionais, substancias com propriedades farmacologicas definidas foram
utilizadas na tentativa de identificar os mediadores envolvidos nestas respostas.
Paralelamente, a avaliagdo das alteragBes teciduais produzidas pelo veneno e o estudo
imunologico do soro monoespecifico, complementam este trabalho, visando contribuir para

o melhor entendimento da complexidade do envenenamento ofidico.
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Este trabalho teve por objetivo, contribuir no entendimento dos mecanismos

envolvidos na agdo do veneno de Bothrops lanceolatus em ratos, quanto:
- aresposta hemorragica e inflamatoéria local (edema);
- amorfologia e patogénese das alteragdes teciduais;

- 4 neutralizacdo dos efeitos locais com o soro monoespecifico, baseando-se

em estudos imunoquimicos.
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3.1. MATERIAIS
3.1.1. Animais

Foram utilizados ratos machos “Wistar” pesando entre 130 e 180 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp. Os animais foram mantidos no biotério
do Departamento de Farmacologia, sob ciclo de luz, & temperatura ambiente, recebendo

agua e rago ad libitum, até a realizagdo dos experimentos.

3.1.2. Veneno e soro anti-B. lanceolatus

O veneno de B. lanceolatus (VBL) e o soro anti-B. lanceolatus (anti-VBL, lote
BD 278 obtido de soro de cavalo), foram gentilmente cedidos pela “Unité des Venins” do
Instituto Pasteur (Paris, Franga). A solugdo mae de VBL (10 mg/ml) foi preparada em
salina 0,9%, aliquotada, mantida a —20°C e descongelada na hora do uso.

3.1.3. Farmacos e reagentes

Mepiramina, metisergida, ciproheptadina, serotonina, HOE 140, indometacina,
dexametasona, carragenina, hemoglobina e azul brilhante de Coomassie (Sigma Chemical);
EDTA sal dissédico (Fischer Scientific Company); Halotano (Cristalia Produtos Quimicos
e Farmacéuticos Ltda.); cloreto de sodio e acido acético glacial (Chemco);, bicarbonato de
sodio, carbonato de sodio (Reagen); tartarato de sodio potassio, sulfato de cobre II,
hidroxido de sédio, hematoxilina, eosina, xilol, heptano, ferricianeto de potassio, cianeto de
potassio, formaldeido e alcool etilico (Merck S.A.); alcool metilico (Nuclear), reagente
Folin (Quell Ind. Quim. Ltda.).
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3.2. METODOS
3.2.1. Determinacio do edema induzido pelo veneno de B. lanceolatus (VBL)

Grupos de 5 a 7 animais, superficialmente anestesiados com halotano,
receberam na regido subplantar esquerda 0,1 ml de solugdo contendo diferentes
concentragGes de VBL (12,5; 25; 50; 75 e 100 ug/pata). O grupo controle recebeu salina
0,9% nas mesmas condigdes experimentais. O deslocamento do volume de pata (edema)
foi determinado por pletismografia (hidroplestimografo modelo 7150 Ugo Basile, Italia) em
intervalos de 0,25; 0,5; 2; 4: 6 e 24 horas pela diferenca dos resultados obtidos antes (basal)

€ apos as injegdes.

3.2.2. Efeito da dialise sobre o edema de pata induzido pelo veneno de B.

lanceolatus

O veneno de B. lanceolatus (3 ml de uma solugdo 2 mg/ml em salina
fisiologica) foi dialisado por 24 horas a 4°C em 2 litros de salina, visando eliminar
substéncias com peso molecular inferior a 3000 D presentes no veneno. A solugio usada
para dialise foi trocada quatro vezes durante este periodo. Uma aliquota do veneno foi
retirada antes da dialise, para subsegiiente comparag¢do com os resultados obtidos com o

veneno dialisado (controle).

3.2.3. Participacio de mediadores inflamatérios no edema de pata induzido pelo

veneno de B. lanceolatus
3.2.3.1. Pré-tratamentos
3.2.3.1.1. Metisergida

Os animais foram tratados com metisergida (6 mg/kg), por via intraperitonial
(i.p.), 15 minutos antes da indugéo do edema com o VBL (50 ug/pata). Os animais controle

receberam salina (i.p.) nas mesmas condigdes experimentais.
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3.2.3.1.2. Mepiramina e ciproheptadina

Os animais foram tratados com mepiramina (6 mg/kg) ou ciproheptadina (6
mg/kg), 15 minutos antes da indugdo do edema com o VBL 50 ug/pata (FARIA et al,

2001). Os animais controle receberam salina (i.p.) nas mesmas condigbes experimentais.

3.2.3.1.3. Dexametasona

Os animais foram tratados com dexametasona (1 mg/kg), por via subcuténea
(s.c), 2 horas antes (RAO ef al., 1993; FARIA et al., 2001) de receberem a injegdo de
VBL (50 pg/pata). Os animais controle receberam salina 0,9% nas mesmas condigdes

experimentais.

3.2.3.1.4. Indometacina

Os animais foram tratados com indometacina (10 mg/kg), por via intraperitonial
(i.p.), 30 minutos antes (TREBIEN & CALIXTO, 1989; RAO et al., 1993) de receberem
injegio de VBL (50 pg/pata). O grupo controle recebeu salina com 2,5% de bicarbonato de
sodio. A efetividade da indometacina foi previamente confirmada em animais que

receberam, na regiio subplantar, carragenina (100 pg).

3.2.3.1.5. HOE 140

Os animais foram tratados com HOE 140 (0,6 mg/kg), por via intravenosa
(iv.), 30 minutos antes da administragao do VBL (50 pg/pata). Os animais controle

receberam salina (i.v.) nas mesmas condigdes experimentais.

Materiais e Métodos
45



3.2.3.1.6. HOE 140 e metisergida

Grupos de animais foram tratados com a associagdo entre HOE 140 (0,6 mg/kg,
i.v.) e metisergida (6 mg/kg, i.p.), que foram administrados 30 minutos e 15 minutos,
respectivamente, antes da injegio subplantar do VBL (50 pg/pata). Os animais controle

receberam salina nas mesmas condigdes experimentais.

3.2.4. Efeito do EDTA sobre as atividades hemorrigica e edematogénica do
veneno de B. lanceolatus (VBL)

O VBL (50 ng) foi incubado com EDTA (5 Mm) por 30 minutos, em
temperatura ambiente (CHAVES, BARBOZA, GUTIERREZ, 1995). A seguir, grupos de 5
a 7 animais receberam a mistura (0,1 ml) no musculo gastrocnémio esquerdo, para a
determinagdo do efeito hemorréagico, ou na regido subplantar posterior esquerda, para
avaliagdo da atividade edematogénica. O efeito hemorragico foi determinado trés horas
ap6s a inoculagdo do VBL tratado com EDTA e a atividade edematogénica determinada

por pletismografia, em diferentes intervalos de tempo (0,25; 0,5; 2; 4; 6 e 24 horas).

3.2.5. Determinacio da atividade hemorrigica
Dosagem de hemoglobina

Grupos de 5 a 7 animais foram anestesiados e receberam por via intramuscular
(im.), na regido posterior do musculo gastrocnémio esquerdo (GETTY, 1981), 0,1 ml de
VBL (50 pg) incubado com o EDTA 5 mM. Os animais controle receberam apenas o VBL
(50 pg), salina ou EDTA (5 mM). Apés 3 horas, onde se observa o pico da resposta
hemorragica (FARIA, 1996), os animais foram sacrificados através de deslocamento
cervical. Antes da parada cardiaca, os animais foram perfundidos com 100 ml de solugdo
salina (0,9%), no ventriculo esquerdo, com drenagem pelo 4trio direito. Os muasculos foram

dissecados com instrumental cirtirgico, pesados e acondicionados a —20°C durante a noite.
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A seguir as amostras foram tratadas com reagente de Drabkin (6 ml/g), homogeneizadas em
triturador e centrifugadas a 4000 rpm, por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
recentrifugados em centrifuga refrigerada a 18.500 rpm, durante 30 minutos. A cada 2 ml
de sobrenadante, foi adicionado 0,5 ml de heptano, homogeneizado em agitador
eletromecanico ¢ novamente centrifugado a 4000 rpm, durante 15 minutos. A hemorragia
foi determinada de acordo com o método de cianometemoglobina (OWNBY, COLBERG,
ODELL, 1984; PELISSARI ef al, 1993), com algumas modificagdes, dosando-se a
quantidade de hemoglobina em espectrofotometro a 540 nm. A concentragdo de
hemoglobina foi obtida multiplicando-se a absorbancia encontrada pelo fator (X). Esse
fator foi previamente determinado através da curva padrdo de hemoglobina. Os resultados
obtidos foram divididos pelos pesos dos respectivos musculos. A quantidade de

hemoglobina foi expressa em mg/g de tecido.

3.2.6. Reagente de Drabkin

Reagente de Drabkin: bicarbonato de sodio (2 g), ferricianeto de potassio
(0,394 g) e cianeto de potassio (0,108 g) foram dissolvidos em 1000 ml de agua destilada.
O reagente foi mantido em temperatura ambiente na auséncia da luz, durante, no maximo,

30 dias.

3.2.7. Curva padriao de Hemoglobina

Ao reagente de Drabkin (1,5; 3; 6; 9; 12 e 15 ml) foram adicionados 20 ul de
hemoglobina padrio (14,8 g/dl). Os tubos foram agitados e a curva padrdo determinada em
espectrofotometro a 540 nm. O fator (X) foi encontrado dividindo-se a somatoria das

concentragdes de hemoglobina pela somatéria das respectivas absorbancias.
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3.2.8. Participacio de mediadores inflamatérios no edema de pata induzido pelo

veneno de B. lanceolatus tratado com EDTA

Para averiguarmos quais os mediadores envolvidos na resposta edematogénica
induzida pelo veneno de B. lanceolatus tratado com EDTA, seguimos a mesma

metodologia descrita anteriormente para o0 VBL.

3.2.9. Anilise morfolégica das atividades hemorrigica e edematogénica do
veneno de B. lanceolatus (VBL)

Grupos de 3 animais, superficialmente anestesiados com halotano, receberam
na regido subplantar posterior esquerda o veneno de B. lanceolatus (50 ug) incubado com
salina ou EDTA 5 mM (0,1 ml). O grupo de animais controle recebeu o mesmo volume de
salina fisiologica estéril. Apés 15 minutos (pico da resposta edematogénica) ou 3 horas
(pico da resposta hemorragica, FARIA, 1996) os animais foram sacrificados, suas patas
seccionadas e imersas em solugdo fixadora de Bouin por, pelo menos, 24 horas. O fixador
de Bouin foi removido através de lavagens em 4gua corrente com algumas gotas de
hidréxido de aménio. A seguir, as patas foram descalcificadas através de banhos sucessivos
em uma solugio contendo 10% de formaldeido e 5% de acido acético glacial. Esse processo
prolongou-se por 20 dias, sendo realizada uma troca diaria da solugdo descalcificante. Teve
entdo inicio a desidratagdo, onde as patas foram colocadas em alcool 70%, onde
permaneceram no minimo 30 minutos. A partir deste ponto, a cada 30 minutos, o material
foi passado em solugdes alcodlicas de diferentes concentragdes 80%, 95%, 100% (1), 100%
(II), 100% (III). Em seguida, procedeu-se & diafanizagio (banhos de xilol) e a embebigdo

do tecido em parafina, & 60°C, durante 3 horas.

O material foi cortado em micrétomo de parafina. Os cortes de 5 um de
espessura foram montados em ldminas de vidro albuminizadas e apoOs secagem, Os cortes
foram desparafinizados com banhos de xilol e hidratados em solugdes alcodlicas de
concentragdes decrescentes (élcool absoluto I e II, 95%, 80% e 70%, 5 minutos cada) e

lavados em agua destilada. A seguir, os cortes foram corados pelo método Hematoxilina-
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Eosina: hematoxilina de Erlich — 3 minutos, lavados em agua corrente por 10 minutos e

eosina 0,5% aquosa — 5 minutos; ou Tricrdomico de Masson: hematoxilina de Erlich — 3

minutos, lavados em agua corrente por 10 minutos; Fucsina acida 20 segundos, lavados
rapidamente em agua destilada; Acido fosfomolibdico por 7 minutos, lavados rapidamente

com agua destilada; Azul de anilina 2 minutos, lavados rapidamente com agua destilada.

A seguir, os cortes foram submetidos ao processo inverso, isto €, desidratagdo,
diafanizagio e, finalmente, montados em Entelan para preparagdes histologicas

permanentes.

As observagdes histoldgicas foram efetuadas por microscopia optica (M.O.) e
fotografadas por microscopio Zeiss-Jena (Alemanha), utilizando-se filme Panatomic X,
Kodak, ASA 32, preto e branco.

Como pardmetro adicional de avaliagdo da atividade toxica do VBL, apos
injegdo subplantar do veneno, foram colhidos os rins dos animais e processados segundo o
protocolo anteriormente descrito, sem a etapa de descalcificagdo. Os resultados foram

comparados com aqueles obtidos em animais injetados com salina esteril.

3.2.10. Ensaios imunoquimicos
3.2.10.1. Precipitacio do soro anti-VBL em meio liquido

Antes de iniciarmos o tratamento dos animais com o soro anti-VBL, realizamos
a precipitagdo das imunoglobulinas com soluggo saturada de sulfato de aménio. O objetivo
deste processo ¢ eliminar o excesso de proteinas séricas desprovidas de atividade de

anticorpo.

O método empregado foi o de HEIDELBERGER & KENDAL (1935).
Inicialmente o conteido de 20 frascos de soro anti-VBL liofilizado (conteddo médio do
frasco + 730 mg) foram reconstituidos em 100 ml de agua destilada e mantidos em repouso

por algumas horas até completa dissolugio. A seguir o soro foi centrifugado (5000 rpm, por
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20 minutos, a 5°C) e o precipitado obtido, denominado Residuo Insolavel, armazenado para
posterior determinag@o do conteido protéico. Ao sobrenadante obtido, adicionamos 100 ml
de agua destilada e a seguir, gota a gota sob agitagdo constante, 200 ml de solugdo saturada
de sulfato de aménio (pH=7,0). A solucdo obtida foi centrifugada (3000 rpm por 15
minutos & 5°C) e o sobrenadante obtido, denominado 1° Sobrenadante, armazenado. Ao
precipitado obtido adicionamos 170 ml de salina fisiologica e a seguir 200 ml de solugdo de
sulfato de aménio, gota a gota, sob agitagio constante. A solucdo foi centrifugada (3000
rpm, por 15 minutos, a 5°C) e o sobrenadante obtido, denominado 2°. Sobrenadante,
armazenado. O precipitado foi lavado com salina fisiolégica e recolhido em saco de dialise.
A dialise foi realizada em cidmara fria, inicialmente em agua destilada (4 litros) e a seguir
em salina fisiologica, até que o liquido de dialise apresentasse reagdo negativa para o

reagente de Nessler.

O conteudo protéico dos precipitados foi determinado pelo método

espectrofotométrico, utilizando o reagente de Biureto.

3.2.10.2. Determinac¢do quantitativa de proteinas

A concentragdo protéica de diferentes preparagdes foi determinada pelo reativo
de Biureto, segundo WEICHSELBAUM (1946) e pelo reagente Folin-Ciocalteau, segundo
o método de LOWRY et al, (1951), modificado por HARTREE (1972), utilizando se
albumina bovina (BSA) como padrio. O coeficiente de extingdo molar do BSA foi
determinado a 280 nm em espectrofotdmetro, utilizando-se cubetas de quartzo com 1 cm de
caminho 6ptico.

3.2.10.3. Testes imunoquimicos de imunodifusio

A interagdo entre antigeno e anticorpo, em propor¢des adequadas, resulta na

formagdo de um composto insolavel (precipitado). Com base nessa caracteristica da reagio
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antigeno-anticorpo, procedemos a analise dos componentes da mistura antigénica (VBL) e

do anticorpo (anti VBL), antes e ap0s a sua concentragao.

No teste de imunodifusio, utilizamos gel de agar a 1% preparado em salina
fisiologica (OUCHTERLONY, 1967). As laminas (7,5x2,5 cm) foram devidamente
desengorduradas, recobertas com 3,5 ml de 4gar e com auxilio de aparelho furagar foram
feitos orificios. Para a reagdo, foram colocadas em posigdes adequadas, solugdes de veneno
de B. lanceolatus (2000 e 3000 pg/ml), de soro anti-B. lanceolatus (anti-VBL) total ou
parcialmente purificado (puro; 7z Vi: 1/8; 1/16; 1/32). A seguir, as laminas foram mantidas
em meio umedecido por 24 horas. Para a remogdo de proteinas ndo reagentes, as laminas
foram lavadas sucessivamente em salina fisiologica. A seguir, foram secas a temperatura
ambiente, coradas com azul brilhante de Coomassie (solugio 0,5% de metanol 45%, acido
acético 45%, agua destilada 10%) e o excesso de corante retirado com a solugdo

descolorante.

3.2.10.4. Curva de precipitacio

Para a precipitagdo em meio liquido, tubos de vidro contendo 0,5 ml do soro
anti-VBL parcialmente purificado, receberam 0,5 ml de solugdes de antigeno (VBL) em
concentragdes crescentes (125, 250, 300, 360, 430, 520, 620, 750, 895, 1080 pg/ml). Os
tubos foram mantidos em banho-maria, a 37°C, por 30 minutos e acondicionados em
geladeira por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm, por 15
minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram submetidos a ensaios de imunodifusao, visando
identificar excesso de antigeno ou anticorpo, enquanto 0S precipitados foram lavados com
salina fisiologica gelada (1,5 ml) e novamente centrifugados sob refrigeragdo (2000 rpm,
por 15 minutos, a 4°C). Para a dissolugdo dos mesmos, foram adicionados 0,1 m! de NaOH

0.1N e o contetido protéico determinado pelo método de Lowry.
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3.2.10.5. Ensaios in vivo

Neutralizacio das atividades edematogénica e hemorrigica através da
incubacio do veneno de B. lanceolatus e soro anti-VBL parcialmente

purificado.

O VBL (25, 50 e 75 pg) foi incubado com o soro anti-VBL parcialmente
purificado (75 ul), por 30 minutos a 37°C. A seguir, 100 pl de cada mistura foi
administrada na regido subplantar posterior esquerda ou na regido dorsal, para a
determinagdo das atividades edematogénica e hemorragica, respectivamente. O edema foi
determinado por pletismografia em diferentes intervalos de tempo (0,25, 0,5, 2, 4, 6 e 24
horas). Os grupos controle receberam somente o VBL, o soro anti-VBL ou salina, nas

mesmas condigdes experimentais.

Os animais utilizados para o teste hemorragico foram previamente depilados e
injetados por via intradérmica (id) com VBL, VBL+soro anti-VBL parcialmente
purificado, soro ou salina em diferentes sitios, dois de cada lado da linha média dorsal.
ApOs trés horas, os animais foram sacrificados e a atividade hemorragica determinada pelas

lesdes obtidas.

Neutralizacio das atividades edematogénica e hemorrigica do veneno de
B. lanceolatus (VBL) através da inoculag¢io do anti-VBL parcialmente

purificado por via endovenosa.

Neste experimento, o veneno de Bothrops lanceolatus (25, 50 e 75 ng) foi
injetado na regido subplantar (edema) ou dorsal (hemorragia) de ratos e o soro anti-VBL,
parcialmente purificado, inoculado a seguir, por via endovenosa. O edema e a hemorragia

foram determinados como descrito anteriormente.

Materiais e Métodos
52



3.2.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + o erro padrdo das médias (EPM)
e analisados pelo teste T de Student ndo pareado ou pela analise de varidncia (ANOVA),

seguida do teste de Tukey. Em todas as analises, os resultados foram considerados

significantes quando p <0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. EDEMA INDUZIDO PELO VENENO DE B. LANCEOLATUS EM RATOS

O edema induzido pelo VBL em diferentes doses (12,5; 25; 50, 75 e 100 ug)
ocorreu de forma dose-dependente (grafico 1). Em todas as doses o VBL produziu
hemorragia, observada macroscopicamente. No curso temporal (50 ug), observou-se efeito
maximo 15 minutos apos o estimulo, com queda gradativa, desaparecendo apos 24 horas

(grafico 2). Perfil semelhante foi obtido com todas as doses testadas.

4.2. EFEITO DA DIALISE SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO PELO
VENENO DE B. LANCEOLATUS EM RATOS

Conforme ilustrado no grafico 2, o processo de dialise ndo alterou

significativamente o edema induzido pelo veneno de B. lanceolatus.

4.3. PARTICIPACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS NO EDEMA DE
PATA INDUZIDO PELO VENENO DE B. LANCEOLATUS EM RATOS

No sentido de identificar os possiveis mediadores envolvidos no edema
induzido pelo VBL, os animais foram pré-tratados com metisergida, mepiramina,
ciproheptadina, dexametasona, indometacina, HOE 140 e associacdo entre HOE 140 e

metisergida, previamente & administragdo do VBL (50 ug).

Como podemos observar no grafico 3, o edema induzido por 50 pg de VBL
aos 15 minutos (0,928 + 0,075 ml), foi inibido pela metisergida (0,508 + 0,028 ml),
ciproheptadina (0,636 + 0,063 ml), dexametasona (0,602 + 0,051 ml), HOE 140 (0,698 £
0,0458 ml) e HOE 140 associado a metisergida (0,453 = 0,017 ml). A mepiramina € a

indometacina ndo inibiram significativamente o edema.
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44. EFEITO DO EDTA SOBRE AS ATIVIDADES HEMORRAGICA E
EDEMATOGENICA DO VENENO DE B. LANCEOLATUS

Verificando-se que o edema foi acompanhado de intensa hemorragia, tratou-se
0 veneno com o agente quelante EDTA, na tentativa de inativar quimicamente a atividade

hemorragica do veneno.

O gréfico 4 mostra que o EDTA reduziu significativamente a quantidade de
hemoglobina presente no miisculo gastrocnémio (2,37 £ 0,18 mg/g tecido), quando
comparado ao grupo controle tratado somente com 50 pg de VBL (6,16 + 0,0265 mg/g
tecido). Macroscopicamente, a atividade hemorragica foi completamente eliminada pelo
tratamento do VBL com o EDTA (Fig. 2).

Quanto ao edema, observamos queda significativa desta atividade em todos os
intervalos de tempo avaliados. Conforme ilustrado no grafico 5, o edema induzido pelo
veneno de B. lanceolatus, agora incubado com EDTA, aos 15 minutos mostrou inibi¢do de
54,8% (0,42 £ 0,017 ml) quando comparado ao VBL ndo tratado (0,928 £ 0,075 ml).

4.5. PARTICIPACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS NO EDEMA DE
PATA INDUZIDO PELO VENENO DE B. LANCEOLATUS TRATADO COM
EDTA

A exemplo do ocorrido com o VBL in natura, o edema induzido pelo VBL
tratado com EDTA (0,42 + 0,017 ml) foi inibido pela metisergida (0,275 £ 0,010 ml),
ciproheptadina (0,342 + 0,025 ml), dexametasona (0,294 + 0,02 ml), HOE 140 (0,223 +
0,021 ml), HOE 140 associado a metisergida (0,237 + 0,027 ml) e ndo foi alterado pela
indometacina (grafico 6). Entretanto, este edema foi discretamente inibido pela mepiramina

(0,344 £ 0,025 ml), o que ndo ocorreu com o VBL in natura.
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Grifico 1: Edema induzido pelo veneno de B. lanceolatus em ratos. Os animais receberam

diferentes doses de veneno na regido subplantar posterior esquerda. O aumento
no volume de pata (edema) foi determinado por pletismografia 15 minutos apos
a administragio do veneno. O grupo controle recebeu salina nas mesmas
condi¢des experimentais. Cada barra representa a média + EPM de 7 animais.

*p<0,01 comparados com 0O controle.
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Grafico 2: Curso temporal do edema de pata induzido pelo veneno de B. lanceolatus em

ratos. Os animais receberam 50 pg de veneno dialisado ou ndo na regido
subplantar posterior esquerda. O aumento no volume de pata (edema) foi
determinado por pletismografia apos diferentes intervalos de tempo. O grupo
controle recebeu salina nas mesmas condi¢gdes experimentais. Cada ponto
representa a media = EPM de 7 animais, *p<0,0/ comparando o VBL e o VBL
dialisado com os animais tratados com salina. Ndo houve diferenca significativa

entre o VBL e o VBL dialisado.
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Grafico 3: Participacdo de mediadores inflamatorios no edema de pata induzido

pelo veneno de B. lanceolatus em ratos. Os animais foram pré tratados

com metisergida (8 mg/kg, i.p., 15 min antes), mepiramina (6 mg/kg, i.p.,
15 min antes), ciproheptadina (6 mg/kg, i.p., 15 min antes),
dexametasona (1mg/kg, s.c., 2 horas antes), indometacina (10 mg/kg,
i.p., 30 min antes), HOE 140 (0,6 mg/kg, i.v., 30 min antes), HOE 140
associado a metisergida (06 mgkg, iv. e 6 mg/kg, I.p.,
respectivamente). O edema foi induzido com © VBL (50 pg/pata) na
regido subplantar posterior esquerda. O grupo controle foi pré-tratado
com salina nas mesmas condicbes experimentais. O edema foi
determinado apds 15 minutos. Cada barra representa a média + EPM de

7 animais, *p<0,05 e *p<0,01 comparados com 0 grupo salina.
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Grifico 4: Efeito do EDTA sobre a atividade hemorragica induzida pelo veneno de B.

lanceolatus _em musculo gastrocnémio de ratos. O veneno (50 ug) foi

previamente incubado com EDTA 5 mM, por 30 minutos, & temperatura
ambiente (Chaves er al., 1995). A seguir a mistura, com volume final de 0,1 ml,
foi administrada no musculo gastrocnémio esquerdo. Os grupos controle
receberam VBL, salina ou EDTA nas mesmas condi¢des experimentais. Os
animais foram sacrificados 3 horas apos as injegdes. Cada barra representa a

meédia + EPM de 7 animais, **p<0,01 *p<0,05.
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Figura 2: Aspecto do musculo gastrocnémio 3 horas apds injegdo (i.m.) do veneno de

Bothrops lanceolatus incubado (A) ou ndo (B) com EDTA 5SmM.
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Grafico 5: Efeito do EDTA sobre a atividade edematogénica induzida pelo veneno de B.

lanceolatus em ratos. Antes da indugdo do edema, o VBL (50 pg) foi incubado

com EDTA 5 mM, por 30 minutos, a temperatura ambiente (Chaves ez al.,
1995). Os animais receberam a mistura na regido subplantar da pata posterior
esquerda e o edema foi determinado por pletismografia, apos diferentes
intervalos de tempo. Os animais controle receberam somente o VBL nas
mesmas condigdes experimentais. Cada ponto representa a média = EPM de 7

animais, *p<0,0/ comparado com o VBL nio tratado.
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Griafico 6 Participacio de mediadores inflamatorios no edema de pata induzido pelo

veneno de B. lanceolatus (VBL) tratado com EDTA em ratos. Os animais

foram pré-tratados com metisergida (6 mg/kg, i.p., 15 min antes), mepiramina
(6 mg/kg, i.p., 15 min antes), ciproheptadina (6 mg/kg, i.p., 15 min antes),
dexametasona (1 mg/kg, s.c, 2 horas antes), indometacina (10 mg/kg, i.p., 30
min antes), HOE 140 (0,6 mg/kg, i.v., 30 min antes), HOE 140 associado a
metisergida (0,6 mg/kg, i.v. e 6 mgkg, 1p, respectivamente). O edema de
pata foi induzido pelo VBL+EDTA. O grupo controle foi pré-tratado com
salina nas mesmas condigdes experimentais. O edema de pata foi determinado
apos 15 minutos. Cada barra representa a media £ EPM de 7 animais, *p<0,05

e ** p<( 0/ comparado com o grupo salina.
o
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4.6. ANALISE MORFOLOGICA DA REGIAO SUBPLANTAR DE RATOS
INJETADOS COM O VENENO DE B. LANCEOLATUS

Controle: Quinze minutos apds a administracdo de 0,1 ml de salina estéril
0,9% na regido subplantar, a estrutura histoldgica do tecido subcutdneo apresentava-se
normal (Fig3 A) A derme subjacente a epiderme, denominada derme papilar, apresenta
projegdes para a epiderme, as papilas dérmicas, e estende-se em dire¢io a hipoderme,
recebendo o nome de derme reticular. A derme ¢ constituida por feixes de fibras colagenas,
formando tecido conjuntivo denso, entre os quais fibroblastos e outras células do tecido
conjuntivo entremeiam-se. Junto a epiderme e mais profundamente, podem ser vistos feixes

de fibras colagenas, ductos glandulares e adipdcitos.

Observamos que, trés horas apds a administragdo de salina (Fig. 3 B), o tecido
subcutdneo da regido subplantar mantém estrutura histologica normal, feixes de fibras
colagenas bem organizadas e justapostas, entremeadas principalmente por fibroblastos,

mastocitos, além de vasos sanguineos, ductos e tibulos de glandulas sudoriparas.

Veneno de B. lanceolatus: Quinze minutos apos a administragdo do veneno de
Bothrops lanceolatus na regido subplantar (Fig. 4 A, B), ha formagio de edema importante
e focos hemorragicos. O edema estendeu-se pelo tecido conjuntivo, separando, uns dos
outros, os feixes de fibras colagenas. Nesta fase, observa-se discreto infiltrado inflamatorio
decorrente da saida de leucocitos polimorfonucleares das vénulas, evento flagrado na Fig. 4

B.

Trés horas apos a inje¢do do VBL na regido subplantar (Fig. 4 C, D), eram
marcantes a hemorragia e a migragdo de leucdcitos polimorfonucleares para o tecido
conjuntivo. As paredes de vénulas e arteriolas freqiientemente apresentavam
descontinuidades da parede (Fig. 4 C), permitindo a saida de células do sangue para o
tecido conjuntivo circunjacente, o qual apresentava aspecto esgarcado (Fig. 4 D),

caracteristicas estas inerentes ao processo inflamatorio em curso.
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Veneno de B. lanceolatus tratado com EDTA: Quinze minutos apos a
indu¢do do edema com o veneno de B. lanceolatus pré-incubado com EDTA (Fig. 5 A, B),
houve redugio importante do efeito hemorragico. A presenca de edema foi mantida,

embora houvesse evidéncias de sua redugao.

Trés horas apos a indugdo do edema com o veneno de B. lanceolatus pré-
incubado com EDTA, a redugio do quadro edematogénico-hemorragico foi mantida (Fig. 5
C. D). O EDTA pareceu ndo reduzir de forma significativa a migracdo de leucocitos
polimorfonucleares, que eram vistos atravessando a parede das vénulas em dire¢do ao

tecido conjuntivo (Fig. 5 D).

Pré-tratamento dos animais com dexametasona: A Fig. 6 A e B ilustra que,
15 minutos apo6s a indugdo do edema com o veneno de B. lanceolatus em animais pre-
tratados com dexametasona, observa-se que, em algumas regioes, os feixes de fibras
colagenas apresentam-se organizados compactamente na derme. Nas regides mais
profundas, junto ao limite com a hipoderme, estes feixes apresentavam-se mais

frouxamente organizados, evidenciando o edema (Fig. 6 B).

Trés horas apds injegdo subplantar do veneno de Bothrops lanceolatus, em
animais pré-tratados com dexametasona (Fig. 6 C, D), observou-se queda significativa da
atividade edematogénica em relagdo aos animais injetados com o VBL (Fig. 4 C, D), porém
levemente aumentado em relagdo aos 15 minutos pos-VBL (Fig. 4 A, B), mostrando que
em algumas regides, o tecido conjuntivo estava mais frouxamente organizado. A

dexametasona ndo impediu o efeito hemorragico (Fig. 6 D).

Rins: Trés horas apés a administragdo de salina 0,9% (0,1 ml) na regido
subplantar de ratos, Os rins apresentavam Organizagao normal do parénquima renal. A Fig.
7 A e B ilustra a regido cortical onde podem ser vistos os tibulos constituintes do néfron
cortical e os corpusculos renais. Tanto os tibulos proximais quanto os distais apresentavam
aspecto integro. Os corplsculos renais apresentavam o tufo de capilares glomerulares
envolvidos pela cipsula de Bowman. O espago capsular apresentava dimensGes normais,

assim como era normal a disposicao das algas capilares.
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Na Fig. 7 C e D, constatou-se que trés horas ap6s a administragio do veneno de
B. lanceolatus na regido subplantar, alteragdes sistémicas foram detectadas nos rins. A
figura 7 D ilustra que tanto os tubulos do néfron, quanto os glomérulos foram afetados. Os
didmetros dos tibulos distais estavam aumentados e nos tubulos proximais, restos celulares,
provavelmente de natureza protéica, eram observados ao lado de vasos congestos. Na foto
(D), constatamos que VBL produziu alteragdes importantes nos corpusculos renais, que se
caracterizavam pelo aumento acentuado do espago capsular de filtragdo e alteragdes na

lobula¢@o do tufo de capilares, com aumento concomitante do espago de filtragio.

A Fig. 8 (A, B) demonstrou que trés horas apos a injecdo do veneno de B.
lanceolatus em animais pré-tratados com dexametasona, as alteragdes tubulares e
glomerulares provocadas pelo envenenamento, foram mantidas. Alteragdes nos epitélios
dos tibulos e o limem tubular repleto de células, provavelmente descamadas, foram
também verificadas. Foi observado também o aumento do intersticio renal, lobulagio do

tufo de capilares com concomitante aumento do espago de filtragdo (Fig 8 B).

Na Fig. 8 (C, D) constatou-se que a incubagio do veneno de B. lanceolatus com
o EDTA, reverteu alguns dos efeitos glomerulares e tubulares produzidos pelo
envenenamento, como auséncia de lobulagdo do tufo de capilares glomerulares, espaco de
filtragdo normal, aparente retorno do didmetro tubular. Entretanto, células descamadas

presentes na luz dos tlibulos proximais estavam presentes.
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Figura 3:

Aspecto histologico da regido subplantar de ratos 15 minutos (A) e 3 horas (B)

apos_injecdo de salina fisiologica (0.1 ml). Observe a derme (D) abaixo da
epiderme (E). Na derme véem-se feixes de fibras colagenas (c), fibroblastos e

vasos sangiiineos (V) com limem vazio. Aumentos: 252x e 226x

respectivamente.
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‘Figura 4: Aspecto histologico da regifio subplantar de ratos 15 minutos (A, B) e 3 horas
(C, D) apds injecdo do veneno de Bothrops lanceolatus (50 ug). Em A e B fica

claramente evidenciado o edema (e) causado pelo VBL ja aos 15 minutos. Toda

a regido da derme (D) mostra aspecto frouxo com grande quantidade de espagos

entre os feixes de fibras coldgenas. Aumentos: 126x e 504x respectivamente.

Em C e D observa-se grande quantidade de heméceas (h) extravasculares,
infiltradas entre alguns feixes esgargados de fibras colagenas. Note também a
ocorréncia de neutrofilos (setas pequenas) no infiltrado inflamatorio. Observe
também o rompimento de vasos sangiiineos (setas grandes). E=epiderme;

V=vaso. Aumento: 504x.
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Figura 5: Aspecto histolégico da regifio subplantar de ratos 15 min (A, B) e 3 horas
apos injecdo subplantar do veneno de Bothrops lanceolatus (50 pg) previamente
incubado com EDTA 5mM. Note que aos 15 minutos (A, B) a atividade

hemorragica ndo foi totalmente inibida. Em algumas regides, logo abaixo da

epiderme (E) véem-se hemiceas (h) extravasadas para o tecido dérmico. Em
outras regides (Fig. B), as hemaceas estdo mais concentradas dentro dos vasos
(V). Apbs trés horas, ndo se observa hemorragia significante, como mostram as
figuras C e D. O edema (e) persiste, além do que ¢ apreciavel o infiltrado
inflamatério observado em todas as figuras. m=células musculares abaixo da
derme; c=feixes de fibras coldgenas. Aumentos: 126x, 504x, 122,5x e 245x

respectivamente.
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Figura 6: Micrografias da regiio subplantar de ratos demonstrando o efeito da

dexametasona sobre as atividades hemorragica e edematogénica induzidas

pelo veneno de Bothrops lanceolatus aos 15 minutos (A, B) e 3 horas (C, D)

apos injecdo subplantar do veneno. Em ambos os periodos pos-
envenenamento, a dexametasona inibiu significativamente o edema (e), bem
como o infiltrado inflamatério. Note-se também a presenga de focos
hemorragicos (h) no tecido dérmico. E=epiderme, D=derme, V=vaso, m=

musculo. Aumentos: 126x, 126x, 126x e 252X respectivamente.
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Figura 7: Aspecto histologico do rim 3 horas apds inje¢io subplantar de salina fisiologica

0.1 ml (A, B) ou veneno de Bothrops lanceolatus 50 pg (C, D) em ratos. Os

ratos injetados com o VBL na regido subplantar apresentaram alterages
glomerulares, envolvendo os capilares glomerulares (g) (lobulagdo e
desorganizagio das algas glomerulares) e a capsula glomerular (setas) (aumento
do espago de filtragdo), quando comparados a0s controles. Também observou-se
alteracdes nos componentes tubulares do néfron; os tibulos proximais (p)
mostram restos celulares na luz, decorrentes de alteragdes no epitélio tubular e
os tubulos distais (d) tém didmetro aumentado em relagdo aos controles.

V=vaso. Aumentos: 252x, 126x, 252x, e 126x respectivamente.
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Figura 8: Analise histolégica do rim 3 horas ap6s injegdo subplantar do veneno de VBL

50 em animais pré-tratados com dexametasona B) ou VBL previamente

incubado com EDTA (C, D). O tratamento prévio dos animais com

dexametasona ndo inibiu as alteragdes glomerulares e tubulares produzidas pelo
envenenamento (A, B). J4& o EDTA mostrou prevenir alguns dos efeitos
produzidos pelo VBL (C, D), sendo o aspecto histologico apresentado por este
grupo de animais semelhante ao dos animais controles, injetados com salina.

Aumento: 126x, 252x, 126x e 252x respectivamente.
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4.7. ENSAIOS IMUNOQUIMICOS

A tabela 2 e o grafico 7 demonstram a imunoprecipitagdo quantitativa em meio
liquido do veneno de Bothrops lanceolatus e do soro anti-Bothrops lanceolatus (anti-VBL)
concentrado. Foram adicionadas doses crescentes de antigeno a uma quantidade constante
de anti-VBL (500 pl). Verificou-se nessas condigdes, que a quantidade de precipitado
obtido (ug proteina/ml) aumenta progressivamente com a dose de antigeno adicionada, até
atingir o maximo (680 pg proteina/ml), a partir do qual passa a decrescer, possivelmente

em virtude da formagio de complexos soliiveis por excesso de antigeno.

Considerando a zona de equivaléncia ag/ac na faixa de 520 a 750 pg/ml de
antigeno, elegemos o pico de 680 pg/ml para a determinagéo do volume de soro empregada
nos ensaios de neutralizagdo in vivo. Nestas condi¢des, estabelecendo-se a relagio ag/ac
obtivemos 340ug de VBL/500 pl de fragdo globulinica, logo, a dose utilizada para
neutraliza¢do de 50 pg de antigeno, foi em torno de 75 pl de soro anti-VBL.

Utilizando diferentes doses de VBL (25, 50 e 75 pg), o soro anti-VBL (75 ul)
concentrado, previamente incubado com o VBL, foi capaz de neutralizar completamente a
atividade hemorragica (Figura 9) e parcialmente a atividade edematogénica do veneno de
Bothrops lanceolatus (grafico 8). A inoculagdo do soro anti-VBL concentrado, por via
endovenosa (75 ul), imediatamente apés administragdo do VBL (25, 150 e 75 Hg), ndo
alterou significativamente as respostas edematogénica e hemorragica produzidas pelo

veneno de Bothrops lanceolatus (resultados ndo apresentados).

Em paralelo, foram realizados ensaios em meio gelificado (imunodifus3o).
Nossos resultados demonstraram além da antigenicidade do soro anti VBL, que o processo
de precipitagdo em meio liquido, mantém as propriedades do anticorpo (anti-VBL), além de
produzir linhas de precipitagdo mais definidas, caracteristicas da concentraggo do soro.
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Tabela 1: Determina¢do quantitativa de proteinas do soro anti Bothrops lanceolatus antes e

apos a precipitagdo em meio liquido.

Amostra Dosagem de Proteinas mg/ml Método

Soro Anti VBL Total 108,93 Biureto
Residuo Insolivel 24,92 Biureto

1° Sobrenadante 1,98 Biureto

2" Sobrenadante 0,0734 Biureto
Fragdo Gamaglobulinica 69,32 Biureto
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Tabela 2: Dados quantitativos da precipitacido especifica no sistema VBL e soro anti-VBL

parcialmente purificado. Adigdo de doses crescentes de antigeno (VBL) a 0,5 ml
de soro anti-VBL.

[ ] Antigeno Precipitado Anticorpo Teste dos

VBL Agt+Ac Concentrado Sobrenadantes

pg/ml ug prot/ml Ac (ml) Ag Ac
125 84.10 05 - +
250 1111 0.5 - -
300 1257 0.5 - -
360 133.1 0.5 - -
430 143.15 0.5 5 "
520 151.3 0.5 - -
680 167 6.5 - -
750 143.75 0.5 - -
895 150.65 0.5 - -
1080 142.5 0.5 - .
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Griafico 7: Curva de precipitacdio especifica no sistema VBL e soro anti-VBL parcialmente

purificado. Foram adicionadas doses crescentes de antigeno (VBL) a 0,5 ml do
soro anti-VBL. Os tubos foram mantidos a 37°.C por 30 minutos, sendo a seguir
acondicionados em geladeira por 24 horas. As amostras foram centrifugadas e
lavadas com salina gelada. Aos precipitados obtidos, foram adicionados NaOH
0,IN para dissolucdo dos mesmos. As amostras foram analisadas em seu
contetido de proteina pelo método de Biureto.
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Figura 9: Neutralizacdo in vifro da atividade hemorragica do veneno de Bothrops
lanceolatus pelo_anti-VBL parcialmente purificado. O VBL 25 (A), 50 (B) ou
75ug (C) foi incubado com a fragéo globulinica do soro anti-VBL (75 ul) por
30 minutos a 37°C. A seguir, a mistura (0,1 ml) foi injetada no dorso dos
animais. Ap6s 3 horas os animais foram sacrificados ¢ a pele removida.

v/£=VBL+fracdo; f=fragdo; v=VBL e s=salina
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Grafico 8: Neutralizagdo in vitro da atividade edematogénica induzida pelo veneno de A,

lanceolatus pelo soro anti-VBL parcialmente purificado. O VBL (25, 50 ou 75

1g) foi incubado com 75 ul da fragdo globulinica por, 30 minutos, a 37 C. A
seguir, a mistura (0,1 ml) foi administrada na regido subplantar posterior
esquerda. O edema foi determinado por pletismografia 2 h apos. Os animais
controle receberam VBL ou a fragdo globulinica nas mesmas condicdes
experimentais. Cada ponto representa a média +EPM de 7 animais, *p<0,0/

comparado com o VBL.
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5. DISCUSSAO
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A inflamagdo € uma importante caracteristica do envenenamento por serpentes
das familias Viperidae e Crotalidae (ROSENFELD, 1971). Os venenos botropicos, além de
alteragdes sistémicas, algumas vezes letais, induzem intensos efeitos locais, entre eles
hemorragia e edema (OHSAKA, 1979; GUTIERREZ & LOMONTE, 1989). Tais efeitos
foram observados quando injetamos o veneno de B. lanceolatus (VBL) em patas de ratos. O
edema de pata induzido pelo VBL em ratos ocorreu de forma dose- e tempo- dependente,
assim como anteriormente observado com o VBL aquecido (FARIA e al., 2001). Em todas
as doses testadas, o edema foi acompanhado de hemorragia, atingindo indices méaximos 15
minutos apos o estimulo e estatisticamente insignificantes apos 24 horas. Tais fendmenos
foram também observados com os venenos de Bothrops jararaca (PERALES et al, 1992;
TREBIEN & CALIXTO, 1989) e Bothrops asper (LOMONTE et al., 1993).

Estudos utilizando diferentes venenos ofidicos demonstram que o inicio do
edema € o tempo necessirio para que este alcance indices méximos varia
consideravelmente (CHAVES e al, 1995; PERALES ef al, 1992; SELISTRE ef al.,
1990). Este fato poderia ser explicado por variagdes na composi¢io e origem dos venenos,
bem como por diferengas nas espécies animais empregadas. LOBO DE ARAUIJO ef al.,
(2000) descreveu que, diferente do observado em ratos, o VBL quando inoculado na regiao
subplantar de camundongos produz resposta edematogénica maxima somente 2 horas apos

estimulo, desaparecendo apos 24 horas.

O edema induzido pelo VBL parece ser independente da presenca de aminas
biogénicas ou substancias de baixo peso molecular, uma vez que a dialise n3o alterou
significativamente este quadro. Nossos resultados estdo de acordo com as observagdes
realizadas por IWANAGA & SUZUKI (1979) que descrevem que os venenos Elapidae
contém polipeptidios de baixo peso molecular, enquanto que venenos Crotalidae e
Viperidae contém polipeptidios e toxinas biologicamente ativas de alto peso molecular,
portanto ndo dialisaveis. Além disso, o edema induzido pelo VBL envolve em parte, uma
fracdo termolabil, visto que o aquecimento do veneno reduziu em 30% esta atividade
(FARIA at al, 2001). Observagdes semelhantes foram relatadas com os venenos de
Lachesis muta rhombeata (DE MOURA et al., 1998) e Bothrops jararaca (PERALES et
al., 1992; TREBIEN & CALIXTO, 1989).
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Os resultados obtidos na curva dose resposta nos levaram a selecionar a dose de
50 pg para a realizagio dos demais experimentos. Esta dose, além de produzir respostas de

intensidade intermediaria, reproduz o quadro patologico observado apés o envenenamento
(CHAVES et al.,, 1995, LOMONTE et al., 1993).

Como observado com outros venenos ofidicos (ROTHSCHILD &
ROTHSCHILD, 1979), o edema induzido pelo VBL em ratos ocorre em virtude da
liberagdo de substincias farmacologicamente ativas no local da picada. Na tentativa de
identificar os possiveis mediadores envolvidos nesta resposta, substdncias com atividades
farmacologicas conhecidas foram utilizadas. Nossos resultados demonstraram que a
serotonina apresenta papel importante na atividade edematogénica desencadeada pelo VBL,
uma vez que a metisergida reduziu significativamente este efeito. E importante citar que o
edema induzido pelo veneno de Bothrops jararaca em ratos (TREBIEN & CALIXTO,
1989) e em camundongos (PERALES ef al., 1992), ndo foi alterado pela metisergida.

A histamina é um importante autacéide no mecanismo de formagdo de edema
induzido por muitos agentes inflamatorios, entre eles os venenos ofidicos (DE MOURA et
al., 1998). Resultados obtidos anteriormente demonstraram que o edema induzido pelo
VBL aquecido, em ratos, envolve a histamina, uma vez que o tratamento dos animais com
mepiramina, um antagonista de receptor H, reduziu significativamente este efeito (FARIA
et al., 2001). No entanto, o edema induzido pelo VBL in natura em ratos parece nio
envolver a histamina, uma vez que a mepiramina ndo alterou este quadro. Resultados
semelhantes foram obtidos com o VBL (LOBO DE ARAUIJO et al., 2000) e Bothrops
jararaca em camundongos (PERALES ef al, 1992). O tratamento dos animais com
ciproheptadina, um duplo antagonista de receptor Hj e de serotonina, reduziu em menor
grau quando comparado aos animais tratados com metisergida, o edema induzido pelo VBL
em ratos, indicando que esta resposta envolve a desgranulagdo de mastocitos e a
conseqiiente liberagio de substdncias vasoativas como a histamina e especialmente a

serotonina, abundante em mastocitos de roedores.

Fosfolipases A; presentes em venenos ofidicos exercem grande variedade de

efeitos farmacolégicos, entre eles miotoxicidade (SOARES ef al., 2000), neurotoxicidade
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(FAURE & BON, 1987), alteragdes na coagulagio sangiiinea (CONDREA, 1979; LOBO
DE ARAUIJO e al., 1998), além de importante atividade edematogénica (CHAVES e al.,
1998; CHIU et al, 1989, VISHWANATH et al, 1987). Estas substincias induziriam
edema por dois mecanismos distintos: a) através da liberagdo do acido araquidénico em
consequéncia da degradagdo enzimatica da membrana fosfolipidica, aumentando a
biossintese de eicosandides e b) diretamente, afetando a microvasculatura, levando a
exsudagdo do plasma. O fato de LOBO DE ARAUJO et al. (1994) ter detectado a presenca
de fosfolipase A2 no VBL, nos incentivou a utilizar um glicocorticéide na tentativa de inibir
o edema induzido por este veneno. A dexametasona reduziu significativamente o edema
induzido pelo VBL. Estes resultados também foram obtidos com o VBL aquecido em ratos
(FARIA et al., 2001) e o VBL in natura em camundongos (LOBO DE ARAUIJO et al.,
2000). O corticosteroide atuaria indiretamente sobre a fosfolipase A,, através da sintese de
lipocortina, bloqueando a cascata do acido araquidénico e os produtos de sua
metabolizagdo. Além disso, poderia estar agindo diretamente sobre células residentes,
leucocitos ou células endoteliais, inibindo a liberagio de mediadores participantes da
resposta inflamatoria (RANG er al., 1997).

O envolvimento de metabolitos do 4acido araquiddnico pela via da
ciclooxigenase foi por nos investigada pré-tratando os animais com a indometacina. Nossos
resultados diferem daqueles obtidos com o veneno de B. jararaca (TREBIEN &
CALIXTO, 1989) e B. asper (CHAVES et al., 1995), uma vez que a indometacina nio
alterou o quadro edematogénico induzido pelo VBL. Fato semelhante foi observado com o
VBL aquecido em ratos (FARIA et al., 2001) e em camundongos (LOBO DE ARAUJO et
al., 2000).

A participagio de cininas no edema de pata induzido pelo VBL nos foi indicada
quando o captopril foi capaz de potencializar e 0 HOE 140 inibir o edema induzido pelo
VBL aquecido (FARIA ef al.,, 2001). De fato, quando tratamos os animais com HOE 140,
um antagonista de receptor B (CAMPOS & CALIXTO, 1995), o edema induzido pelo
VBL foi reduzido em cerca de 25%, indicando desta forma a participagdo da bradicinina no
edema induzido pelo VBL. Sendo o HOE 140 e a metisergida as drogas que, isoladamente,

foram as mais eficazes na redugdo deste efeito, optamos pela associagdo entre ambas.
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Como pudemos observar no grafico 3, este tratamento reduziu em cerca de 51% o edema
induzido pelo VBL. Este resultado poderia ser explicado pela capacidade do veneno em
promover a liberagdo da bradicinina, que indiretamente, estimularia a desgranulagdo de

mastdcitos com conseqiientemente liberagio de serotonina (BHOOLA et al., 1992).

Ao lado do edema, a hemorragia local ou sistémica € outra importante
manifestagdo resultante do envenenamento botropico (BARAMOVA et al, 1989,
KAMIGUTI ef al, 1991). Os fatores hemorragicos responsaveis por tais efeitos, hoje
caracterizados como zinco metaloproteinases (BJARNASSON & FOX, 1994; KAMIGUTI
et al, 1996), vém sendo isolados de venenos ofidicos (MOREIRA et al, 1994,
FRANCESCHI et al., 2000) e amplamente investigados (ANAI ef al., 1998). Estes fatores
apresentam graus variaveis de atividade proteolitica, exercendo seus efeitos através da
destrui¢io da membrana basal de vasos (BJARNASSON & TU, 1978; BJARNASSON &
FOX, 1994) bem como degradando proteinas da matriz extracelular (BARAMOVA et al.,
1989; 1990).

Vale a pena ressaltar que, assim como observado com o veneno de B. asper
(LOMONTE et al, 1993), o VBL quando administrado em pequenas doses em
camundongos, produz edema livre de hemorragia (LOBO DE ARAUIJO et al., 2000). Em
ratos, o VBL apesar de produzir hemorragia de forma dose-tempo dependente, somente 0
aquecimento foi capaz de abolir totalmente esta atividade (FARIA er al, 2001),
possivelmente em conseqiiéncia da inativagio do componente hemorragico pelo agente

fisico.

Conhecendo-se a capacidade do acido etileno diaminotetracetico (EDTA) em
inibir a atividade hemorragica dos venenos ofidicos, gragas a sua capacidade quelante de
zinco (FRIEDERICH & TU, 1971; OWNBY & TU, 1977), metal indispensavel a agao das
metaloproteinases (BJARNASSON & FOX, 1994), investigou-se o efeito deste agente

sobre as atividades hemorragica e edematogénica induzidas pelo VBL.

Para avaliar a atividade hemorragica do VBL, utilizamos o método descrito por

OWNBY ef al., (1984), através da quantificagdo da hemoglobina presente em musculo
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gastrocnémio apods inoculagdo do VBL tratado ou ndo com EDTA. A exemplo do
observado com o veneno aquecido (FARIA ef al, 2001), a hemorragia foi
significativamente reduzida pelo tratamento do veneno com o agente quelante EDTA,
indicando que o componente hemorragico € afetado tanto pelo tratamento fisico

(aquecimento), quanto pelo tratamento quimico (EDTA).

Como o EDTA foi capaz de inibir a atividade hemorragica presente no VBL e
supondo que as proteinas hemorragicas estariam envolvidas na atividade edematogénica,
injetou-se 0 VBL tratado com EDTA na pata dos animais. A atividade edematogénica do
VBL foi reduzida em todos os intervalos de tempo avaliados. Fato semelhante foi
observado com o veneno de B. asper em camundongos (CHAVES ef al,, 1995). Nossos
resultados sugerem que os fatores hemorragicos estejam também envolvidos no edema
induzido pelo VBL, potencializando direta ou indiretamente esta atividade, ndo descartando
a hipotese de que o VBL quando tratado com EDTA promova a liberagdo de mediadores

diversos daqueles liberados pela administragdo do VBL i» natura.

Com o intuito de identificar os mediadores envolvidos no edema de pata
induzido pelo VBL tratado com EDTA (VBL+EDTA), empregamos a mesma metodologia
descrita para o VBL ndo tratado. A exemplo do ocorrido com o VBL aquecido (FARIA et
al., 2001), o edema de pata induzido pelo VBL+EDTA parece ser mediado pela serotonina,
histamina, bradicinina e metabolitos do acido araquiddnico, possivelmente pela via da
lipoxigenase — a indometacina ndo afetou o edema - uma vez que a metisergida,
mepiramina, ciproheptadina, dexametasona, HOE 140 e associagdo entre HOE 140 e

metisergida reduziram significativamente este edema.

Alguns experimentos foram acompanhados pela analise histopatologica das
patas injetadas. Quinze minutos e trés horas ap6s a injegdo do VBL, observou-se formagao
de edema e hemorragia, caracterizados pelo afastamento de estruturas colagenas,
aparecimento de espagos entre as células do conjuntivo e presenca de hemaceas
extravasculares, quadro este, caracteristico do envenenamento botropico (GUTIERREZ &
LOMONTE, 1989). A migrag¢do de células inflamatorias induzida pelo VBL em ratos foi

evidente, com predominio de leucocitos polimorfonucleares neutréfilos. Resultados
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semelhantes foram obtidos por PEREZ et al., (1998) com o veneno de B. jararaca, e por
LOBO DE ARAUIJO et al, (2000) com o VBL em camundongos, e, poderiam ser
atribuidos a capacidade destes venenos em promover a secre¢do ou ativagio de mediadores

endégenos com propriedades quimiotaticas (FARSKY et al., 1997).

O efeito hemorragico observado microscopicamente ap0s inje¢do subplantar do
VBL foi caracterizado por descontinuidades nas paredes dos vasos (Fig. 4C), levando ao
extravasamento de hemaceas para o meio extravascular. O tratamento do VBL com o
agente quelante EDTA, pareceu reverter significativamente este quadro, e, em alguns
pontos, os vasos sanguineos apresentavam aspecto integro (Fig. 5B). Estes resultados
confirmam os indicios do envolvimento das metaloproteinases na atividade hemorragica
induzida pelo VBL em ratos, uma vez que o EDTA reduziu significativamente este efeito,
atividades enzimaticas e biologicas destes componentes hemorragicos (BJIARNASSON &
FOX, 1994).

Dentre os efeitos sistémicos observados apos envenenamento por espécies
Bothrops, a insuficiéncia renal aguda € uma das principais responsaveis pela letalidade
(AMARAL et al., 1985, 1986). Trés horas ap6s a administragio do VBL na regido
subplantar, alteragdes sistémicas foram detectadas nos rins. Os tibulos distais apresentavam
didmetro aumentado e nos tubulos proximais restos celulares, provavelmente de natureza
protéica, foram observados. Além disto, o VBL produziu altera¢des importantes nos
corpusculos renais, caracterizados pelo aumento acentuado do espago capsular de filtragdo
e alteracdes na lobulagdo do tufo de capilares. Alteragdes morfologicas semelhantes,
associadas a distirbios da fungao renal, foram descritas por BOER-LIMA et al. (1999) com
o veneno de Bothrops moojeni em ratos. A atividade proteolitica presente no VBL (Donato,
1991), possivelmente do componente hemorragico, parece estar envolvida neste processo,
uma vez que o EDTA reverteu os efeitos tubulares e glomerulares provocados pelo
envenenamento. Segundo GUTIERREZ & LOMONTE (1995), enzimas proteoliticas
apresentam graus varaveis de citotoxicidade em diferentes tipos celulares, podendo

contribuir direta ou indiretamente para a nefrotoxicidade observada neste estudo.
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Além do tratamento com farmacos, verificamos a capacidade neutralizante do
soro anti-VBL sobre o edema e a hemorragia induzidos pelo VBL. Para isso, o soro anti
VBL foi concentrado através de precipitagdo com solugdo saturada de sulfato de aménio,
visando a eliminagdo de proteinas como a albumina, desprovidas de atividade de anticorpo.
Este processo reduziu em cerca de 40% o conteudo protéico do soro anti-VBL (tabela 1),
bem como os ensaios de imunodifusdo demonstraram linhas de precipitagdo mais definidas

quando comparadas aquelas obtidas com o soro total (resultados ndo apresentados).

Na curva de precipitagdo, ao adicionarmos doses crescentes de antigeno (VBL)
a fragdo globulinica obtida do soro anti VBL, verificamos que precipitado aumenta
progressivamente até alcangar um maximo, além do qual decresceu, possivelmente pela

formagao de complexos soluveis.

O padrao caracteristico obtido na curva de precipitacdo esta diretamente
relacionado as classes de imunoglobulinas antitéxicas presentes no soro. Enquanto as IgE —
predominantes no inicio do processo de imunizagido — exibem curva de precipita¢do do tipo
coelho, constituida de uma porgéo inicial (ascendente), um plateau (equivaléncia) e uma
porgao descendente; as antitoxinas do tipo IgT — predominantes no fim da hiperimuniza¢do
— dao floculagdo de Ramon e apresentam curva de precipitag@o tipicamente campanular, do
tipo cavalo (BELANTI, 1980), como observado no sistema VBL e soro anti-VBL. Na
realidade, a antitoxina de cavalo pode exibir os dois tipos de curva, conforme a natureza da

imunoglobulina a que esta associada, IgT (tipo precipitina) e IgG (tipo floculagio).

Investigando a capacidade neutralizante in vivo da fragdo obtida do soro anti-
VBL, realizamos testes de pré-incubag@o ou inoculagdo endovenosa. A fragdo globulinica
previamente incubada com o VBL neutralizou completamente a hemorragia;, o edema, nas
mesmas condi¢Oes experimentais foi neutralizado somente a partir da segunda hora. A
discreta efetividade do soro anti-VBL em inibir o edema induzido pelo VBL pode estar
relacionada ao fato de, assim como observado com o anti-VBL total (FARIA, 1996),
produzir edema importante quando injetada em patas de ratos (resultados ndo

apresentados).
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A inoculag¢@o endovenosa da fragdo globulinica imediatamente apds injegdo do
VBL ndo inibiu significativamente os dois fendmenos. Nossos resultados estdo de acordo
com aqueles obtidos por LOMONTE et al. (1993) e LEON ef al. (2000), que relatam que
efeitos locais como edema e hemorragia, produzidos por alguns venenos ofidicos somente
sdo neutralizados pelos antivenenos convencionais, quando previamente incubados ao

VENneno.
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Utilizando o edema de pata como modelo de resposta inflamatéria induzida

pelo veneno de Bothrops lanceolatus (VBL), concluimos que:

a)

b)

d)

O edema induzido pelo VBL em ratos ocorre de forma dose-tempo
dependente e parece ser independente da presenca de substincias de baixo
peso molecular no veneno. E mediado principalmente pela serotonina,
bradicinina e metabolitos do acido araquidonico, possivelmente pela via da
lipoxigenase. Ndo descartamos a hipétese de que a dexametasona poderia
estar agindo através da estabilizagdo da membrana de mastécitos, impedindo
desta forma, a liberagiio de aminas vasoativas.

O VBL quando tratado com o agente quelante EDTA, perde a atividade
hemorragica e produz edema de forma reduzida, sugerindo o envolvimento
do componente hemorragico neste processo. O edema induzido pelo VBL
incubado com EDTA pareceu envolver a liberagio de mediadores como a
histamina, serotonina, bradicinina e metabdlitos do 4cido araquidénico
(possivelmente pela via da lipoxigenase);

Andlise histopatolégica demonstrou que a injegdo subplantar do VBL
produz edema e hemorragia, acompanhada por infiltrado inflamatério com
predomindncia de neutrofilos. A neutralizagdo da atividade hemorragica e
redugdo da atividade edematogénica pelo EDTA foi comprovada a nivel
microscopico, entretanto este agente pareceu ndo interferir no infiltrado
inflamatério. A dexametasona reduziu o edema ¢ o infiltrado inflamatério,
ndo afetando o quadro hemorragico;

A administragdo subplantar do VBL provocou alteragdes sistémicas
detectadas nos rins, caracterizadas pelo aumento capsular de filtracdo bem
como alteragdes tubulares. O EDTA pareceu reverter este quadro, sugerindo
o envolvimento do componente hemorriagico nesta atividade. A
dexametasona ndo reverteu os efeitos glomerulares e tubulares produzidos

pelo envenenamento;
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e) O soro anti-VBL concentrado foi eficaz na neutralizagdo das atividades
edematogénica e hemorrdgica somente em testes de pré-incubagdo. A
administragdo endovenosa foi ineficaz na neutraliza¢do dos dois fenémenos.
Em todos os testes, o emprego do soro anti-VBL concentrado nio
apresentou capacidade neutralizante superior quando comparada aquela
obtida com o soro anti-VBL total.
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7. SUMMARY




Pharmacological modulation of the rat hind-paw edema induced by subplantar
injections of Bothrops lanceolatus venom (BLV) was investigated. The edema induced by
subplantar injections of 12.5; 25; 50; 75 and 100 pg of BLV was quantified by
hydroplethysmography. With all of the venom doses tested, the edematogenic response
were maximal within 15 min and disappeared over 24 h. Edema is not due to the presence
of edematogenic amines or other small molecules, since dialysis did not change the edema.
Part of edema induced by BLV is due to hemorrhagic components (metalloproteinases)
since prior incubation of BLV 50 pg and S mM EDTA for 30 min at room temperature,
caused a partial inhibition of its edematogenic activity. However, liberation of
pharmacological active substance at the site of injection such as arachidonate metabolites,
serotonin and bradykinin may play an important role in the BLV-induced edematogenic
effect, since dexamethasone, methysergide and HOE 140 reduced significantly the edema
formation. Histological examination showed that BLV (50 pg) caused a marked edema and
hemorrhage, characterized by extensive intercellular spaces and presence of extra vascular
red blood cells. In addition, there was infiltration of inflammatory cells, particularly
neutrophils. The chelating agent EDTA reduced moderately the edema, reduced partially
the hemorrhage, but did not affect the presence of inflammatory cells at the site of venom
injection. The ability of antiserum to Bothrops lanceolatus venom and of a partially
purified antibody fraction from this serum in neutralizing the local effects produced by
BLV in rats was also investigated. Preincubation-type experiments showed that BLV-
induced edema was neutralized by globulin-rich fraction 2 h, or more, after venom
administration. Macroscopically, the hemorrhagic activity was completely neutralized.
When BLV-antiserum and the globulin-rich fraction were administered iv. after venom
injection, no significant edema and hemorrhage neutralization was observed. BLV-
antiserum and globulin rich fraction neutralized the venom-induced edema and hemorrhage
to similar extents. This finding indicated that the globulin-rich fraction obtained by
ammonium sulfate precipitation offers no significant advantages in neutralization compared
to the unfractionated antiserum.
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