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RESUMO

A capacidade que os venenos de serpentes possuem de aumertarem a
permeabilidade vascular e induzirem edema, através da liberagdo de substancias
farmacologicamente ativas, & bem conhecida. Investigamos a resposta
inflamatoria (edema e permeabilidade vascular) induzida pelo veneno de
Bothrops lanceolatus (VBL) em camundongos Swiss machos. O edema de pata
foi induzido pela injecéo subplantar do VBL (125 a 1000 ng/pata) e quantificado
pelo aumento do peso da pata. A permeabilidade vascular foi determinada peala
quantidade de azul de Evans extravasado. O edema e o aumento de
permeabilidade foram méximos dentro de duas horas e estatisticamente
insignificantes a partir de 24 horas. A administragéo de iloprost (20 ng/pata) apds
a do VBL potencializou o edema e o aumento de permeabilidade vascular
aproximadamente em 400%. O tratamento dos camundongos com indometacina
{5 mg/kg), dexametasona (1 mgfkg), NDGA (100 mglkg) ou BW A4C (50 mg/kg)
inibiu 0 edema induzido pelo VBL (43%, 59%, 28% e 43%, respectivamente) e o
aumento da permeabilidade vascular (0%, 66%, 48% e 44%, respectivamente).
Ao contrario, os antagonistas de histamina, serotonina, e PAF [mepiramina (6
mg/kg), ciproheptadina (5 mgfkg), e WEB 2086 (50 mg/kg), respectivamente] ndo
foram efetivos. Estes resulfados indicam gue os dois fendmenos anteriormente
citados s&o mediados principalmente por produtos da ago de ciclooxigenase e
lipoxigenase. A nivel histoldgico, as patas que sofreram injecdo de 250 e 500 ng
do VBL apresentaram um aumento na regido dérmica com espacos intercelulares
que sa&o indicios de edema. Houve a presenca de infiltrado celular,
principaimente  neutrdfilos, entre as fibras musculares, as  quais,
morfologicamente n&o foram afetadas, pelo menos durante as trés primeiras
horas de observagdo. Com a dose de 500 ng ocorreu intensa hemorragia

registrando grande numero de hemacias extravasculares.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Venenos de serpentes

Desde os tempos mais remotos da humanidade, as serpentes, que
suscitavam medo e eram objeto de supersticdo, despertam o interesse dos
estudiosos. As serpentes sio animais predadores que utilizam seu aparetho
venenoso para capturar, matar as presas e delas se nutrirem. O aparelho
venenifero é constituido pelas glandulas ou células secretoras e por todo um
aparato necessario para inocular o veneno na presa escolhida.

Entre as muitas espécies de serpentes, pouco se sabe sobre as nao
venenosas, enquanto & sabido que as venenosas, gracas a evolucdo de suas
presas, se caracterizam pela habilidade de inocular o veneno em suas vitimas e
880 agrupadas em cinco familias: Colubridae, Elapidae, Hydrophidae, Viperidae e
Crotalidae (Tu, 1977). Na Colubridae, somente alguns géneros s80 venenosos;
nas outras quatro familias, todos os géneros o s&o. Destas, as Viperidae,
Crotalidae e Elapidae s&o de maior importancia médica (Warrell e Fenner, 1 993)‘

No séc. XVI, apbs Jacques Grevin apresentar um relatério sobre os
venenos de serpentes, estes passaram a ser considerados de importincia
cientifica. Em 1664, Francesco Redi, um biclogista italiano, os descreveu de
forma metddica, e Felice Fontana, em 1766, iniciou os estudos toxicoldgicos e a
pesquisa cientifica (Devi, 1968).

No final do séc. XiX, em 1886, Silas Weir Mitchell publicou observacdes
importantes sobre venenos de serpentes (Devi, 1968), os quais evoluiram para
secrecbes especializadas de alta eficiéncia em imobilizacdo, morte e digestdo da
presa (Condrea, 1979). A fungdo desses venenos em relac8o a grandes animais é
secundaria e defensiva (Underwood, 1979). Em geral, os venenos sdo de cor



branca, amarela ou laranja (Rosenfeld, 1971), produzidos e estocados em

glandulas salivares especializadas e classificados de acordo com seus modos de
agdo e principios téxicos (Ohsaka, 1 979).

No Brasil, os estudos sobre venenos tiveram grande participacéo de Jodo
Batista Lacerda, que, no século passado, realizou, no Museu Nacional, algumas
pesquisas sobre a farmacologia dos venenos de serpentes Drasileiras (Vital
Brazil, 1982a).

Em 1963, iniciou-se a implantacdo dos centros de controles de intoxicacso,
os CCl. Os trabalhos realizados por estes centros demonstraram gue os acidentes
causados por animais peconhentos representavam a segunda causa de
atendimento nos hospitais de grandes centros do estado de Sao Paulo,
superados somente por intoxicagio medicamentosa. Nos centros localizados am
regiGes de grande atividade agricola, como no interior de Sao Paulo, a situagéo
sa inverte {CCI - UNICAMP).

0O mapeamento dos acidentes ofidicos no Brasil s6 foi possivel a partir do
momento em que critérios de diagndsticos clinicos foram definidos, baseados na
sintomatologia e consequentemente sua terapéutica e avaliago progndstica,
mesmo  sem a identificagdo da serpente (Rosenfeld, 1971). Existem
aproximadamente 250 espécies de serpertes que estdo distribuidas em nove
familias, das quais apenas duas (Elapidae e Crotalidae) englobam os quatro
géneros peconhentos (Bothrops, Crotalus, Lachesis, Micrurus) existentes no pais.
A maioria dos acidentes ofidicos ocorre por acdo de espécies pertencentes ac
género Bothrops - familia Crotalidae - (Ministério da Satde, 1986) destacando-se
no estado de S&0 Paulo como responséveis por quase a totalidade dos
envenenamentos ocorridos (Rosenfeld, 1971; Cardoso, 1985). No estado de S&o
Paulo, entre 1986-1990, 86% dos casos notificados com especificacio do género
ga  serpente eram causados por espécies botrdpicas, dentre elas,
principalmente, B. jararaca, B. jararacussu, B. afternatus, e B, neuwiedi {(Manual



de Vigilancia Epidemioldgica, 1993). No género Bothrops, trés espécies
endémicas insufares também sdo reconhecidas: B, insularis, na itha da Queimada
Grande, na costa do Brasil B. carabaeus, em St Licia-nas Antilhas: e
B. lanceolatus, na itha da Martinica.

Descrita pela primeira vez por Lacépéde, em 1789, a B. Janceolatus é uma
serpente grande, habitante das florestas tropicais Umidas e chuvosas e de
encostas rochosas, tendendo a ser arboricola (Campbell e Lamar, 1889). Estudos
realizados por Cheymol e col., (1968) mostraram que o veneno desta serpente,
quando injetado em camundongos, tem atividade coagulante, ndo blogueia a
transmiss&o neuromuscular, aumenta a permeabilidade capilar e produz
hipotenséo por vasodilatacdo periférica, levando & morte, quando em grandes
doses. Este veneno possui a maioria das atividades biologicas apresentadas
pelas Bothrops brasileiras (Lobo de Araijo e col., 1990) e contém uma fosfolipase
Az acida ndo toxica para camundongos ou pintainhos, além de nao bloguear
eficientemente a transmiss&o neuromuscular nesses Gltimos (Lébo de Aragjo e
col, 1884). Devido ao isolamento geogréfico da B. lanceolatus, muitas
caracteristicas peculiares podem ter se desenvolvido a nivel fisioldgico e
morfolégico, a exemplo do que ocorreu no Brasil com a B. insularis (Amaral, 1921;
Campos e Melio Fitho, 1966).

De todos os venenos conhecidos, os de serpentes sdo os mais complexos
(Ohsaka, 1979) e que contém grande numero de enzimas conferindo grande
heterogeneidade a este produto natural (lwanaga e Suzuki, 1979). As enzimas
mais  comumente  encontradas  sdo.  acetilcolinesterase, fosfolipases,
nibonucleases, proteinases, esterases, dipeptidases, L-amino acido oxidases,

desoxirribonucleases, enzimas tipo trombina, e outras.

Além de proteinas que em geral correspondem & 80% do peso seco, & sdo
os componentes mais importantes do ponto de vista fisioldgico, também se fazem
presentes componentes de baixo peso molecular. Aqueles em menor proporgéo



sao organocfosforados, ions metdlicos e ndo metalicos e materiais orgénicos ndo
protéicos (Devi, 1968). Esses Gltimos incluem carboidratos, lipideos, componentes
de dcido nucleico, aminodcidos, peptidecs e algumas aminas biclogicamente
imporiantes, e apenas alguns tém potente atividade fisiologica (Bieber, 1979).
Alguns dos ions metalicos sdo firmemente ligados a proteinas (metaloproteinases)
e podem servir como cofatores para suas fungdes. Este parece ser o caso de
certas enzimas proteciiticas e algumas proteinas hemorragicas (Bieber, 1979),
como a toxina hemorragica “e” do veneno de Crofalus afrox, que possui célcio,
magnésio e zinco em sua composicdo (Bjarnason e Tu, 1978). As proteinas
hemorragicas presentes nos venenos de serpentes séoc  denominadas
hemorraginas (Grotto e col,, 1967), principios hemorragicos (Ohsaka, 1979), ou
fatores hemorragicos (Mandelbaum e col, 1976) e sd3o exemplos de
metaloproteinases (Bjarason e Tu, 1878, Civello e col., 1983; Miyata e col,,
1989, Tan e Saifuddin, 1990; Takeya e col.,, 1990, 1993; Yonaha e col., 1991).
Muitas toxinas hemorragicas s8o enzimas proteoliticas {Civello e col., 1983:
Mandelbaum e col, 1984; Nikai e col., 1984, 1986) capazes de romperem
capilares, provocando ¢ extravasamento de elementos sanglineos {Ohsaka,
1979} para o compartimento extravascular {Queiroz e col., 1985)

Ohsaka (1979) considerou que as hemorraginas atuam sobre a membrana
basal causando ruptura e perda da integridade vascular, o que leva a liberacao
simultanea de eritrécitos e albumina, por alteracdo na permeabilidade vascular,
ou atuam sobre as paredes dos vasos sanguineos, resultando em danos as
juncies entre as células endoteliais.

Como as enzimas podem sofrer grandes variagdes dependendo das
condicBes da serpente (idade, nutricdo, sexo, habitat), da manipulagdo e da
estocagem do veneno, torna-se dificil explicar as diferencas observadas no
conteido enzimatico {fwanaga e Suzuki, 18979).
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Dentro de um mesmo género de serpente ha diferencas significativas na
composicao do veneno em relagdo & toxicidade, letalidade, atividade enzimatica,
efeitos locais e aspectos imunologicos (Chippaux e col,, 1991). Existem variacdes
guantitativas e qualitativas na composicdo proteica (Fiero e col., 1972; Lomonte &
col, 1983). Com o avango da idade do réptil, os componentes de maior peso
molecular tendem a desaparecer (Meier, 1986), a quantidade do veneno aumenta
& a letalidade diminui, o que parece ndo estar associado a concentragdo proteica
{Bonilla e col,, 1973; Meier e Freyvogel, 1980). Ha diferencas bem definidas entre
0s venenos de filhotes e suas respectivas mées no tocante as atividades
enzimaticas (Furtado e col, 1881). O veneno da B. asper jovem difere
notavelmente daquele da B. asper adulta, em muitos parametros bioquimicos &
farmacolégicos, como por exemplo em relagdo ao efeito hemorragico,
edematogénico e atividade proteolitica (Gutiérrez e col., 1980). Nos
envenenamentos causados por B, jararaca (Rosenfeld e col., 1959, Kamiguti e
col., 1986, Ribeiro e Jorge, 1989) e B. mogjeni {(Kouyoumdjian e Polizelli, 1989)
jovens, ha uma frequéncia muito maior de coagulabilidade sanguinea, quando
comparados aos causados por serpentes adultas. A quantidade de soro
antiofidico comaercial necessaria para neutralizar venenos de serpentes recém-
nascidas é maior gue aguela necessaria para neutralizar 0s de espécies adultas
da Crotalus durissus durisssus, provavelmente devido a diferenga na letalidade
{Lomonte e col., 1983).

A variabilidade geogréfica também € responsavel por diferencas na
composi¢io dos venenos (Aragon e Gubensek, 1981; Meier, 1986, Sofo e col,,
1688). O veneno de Crofalus durissus terrrificus, existente na Bolivia, ndo tem
atividade significante sobre o fibrinogénio, enquanto o dessa mesma espécie em
outras regies, como o Brasil e a Argentina, apresenta alta atividade tipo trombina
{Sanchez e col, 1892). Estas alteracfes tambeém sfo conhecidas dentro do
génerc Bothrops. As alividades hemorrdgica, coagulante e proteclitica
apresentadas pelos venenos de B. asper da Costa Rica, ocorrem de forma
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diferente na regio atléntica e na pacifica do pais (Gutiérrez e Chaves, 1980;
Aragon e Gubensek, 1981).

Embora 0s venenos sejam heterogéneos na composicdo e produzam
efeitos multiplos simultdneos, os inpculados por serpentes pertencentes a familia
Elapidae s@o predominantemente neurotdxicos, enquanto os viperidicos e
crotalicos:

- causam efeitos prejudiciais sobre o sistema cardiovascular e coagulagio
sanglinea, (Condrea, 1979);

- exercem um forte efeito necrosante e se acumulam em maior concentracdo no
pulmao, rins, coragdo, timo, linfonodo, figado, e glandula tiredide (Gennaro e
Ramsay, 1959},

- produzem, além de efeito sistémico ou letal, notavel efeito local consistindo de
hemaorragia, necrose e edema (Ohsaka, 1879; Ownby, 1982; Gutiérrez e Lomonte,
1989,

- formam uma les&o patofisiolégica complexa, o que pode ser explicado pela
ocorréncia de multiplas agdes biologicas simulténeas de um Unico componente,
ou pela interacdo sinérgica de varios componentes com diferentes atividades
bioldgicas (Ohsaka, 1979).

Os envenenamentos botrépicos, em particular, 580 caracterizados por :

- induzirem estado de choque circulatdric, que segundo Vital Brazil € a causa
mais freqiente de morte (1982a);

-~ causarem pronunciado efeito local na forma de hemorragia e necrose tissular,
acasionando seqlelas, como perda de tecido que pode levar & necessidade de
amputacdio da extremidade afetada (Brazil, 1911; Cheymol e col., 1968);

- gxercerem intensa atividade proteolitica (Brazil e Rangel Pestana, 1909;
Houssay e Negrete, 1918; Mebs, 1870,
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- coagularem o plasma sangiiineo (Brazil e Vellard, 1928; Rosenfeld e col., 1959,
Klobusitzky, 1961);

- liberarem substancias farmacologicamente ativas, tais como histamina e
bradicinina (Rothschild e Rothschild, 1979), levando & formagdo de edema o
inflamagdo que se desenvolvem rapidamente apds a inoculagdo do veneno
(Rosenfeld, 1971; Amaral e col., 19871

1.2 - Resposta inflamatdria

A inflamagao é uma resposta protetora que pode diluir, remover ou destruir
G agente incitante em animais (Galiin e col, 1988} e pode ocorrer de forma aguda
ou cronica (Garcia Leme, 1979). Inicia-se com a deteccdo de injlria ac tecido
(Williams, 1984) e caracteriza-se por eritema, calor, edema e dor. O eritema e o
calor devern-se & vasodilatacdio e a0 aumento do fluxo sanglineo. O edema
ocorre devido ac aumento de permeabilidade vascular, com extravasamento de
fluidos para o tecido e ao acimulo de células inflamatorias. A dor se deve ao
astimulo de nervos aferentes por mediadores guimicos e também A presséo
aumentada do tecido (Dale e col.,, 1994),

Os componentes da resposta inflamatoria compreendem reacBbes inatas
{imunologicamente ndo  especificas) e adaptativas  (imunologicamente
especificas).

A reagBo inata se manifesta por eventos vasculares e celulares que podem
ser modificados por mediadores quimicos derivados do plasma ou de células
{Rang e Dale, 1993).

As alteragbes vasculares se iniciam imediatamente apds a injuria ao tecido
& se desenvolvem durante as primeiras horas, compreendendo vasodilatacao com
aumento do fhuxe sanglineo; a isto segue-se ientificacéo e depois estase do
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sangue, aumento de permeabilidade vascular e exsudacao de plasma (Rang e
Dale, 1993).

A vasodilatagdo e a fase inicial de aumento de permeabilidade vascular
ooorrem por agdo de varios mediadores celulares (histamina, prostaglandina E2 &
iz, fator ativador de plaquetas, eic.) e alguns derivados do plasma (bradicinina),
que atuam sobre pequenas arteriolas e esfincteres pré-capilares. A associagdo de
neutrofilos &s paredes das vénulas pds-capilares contribui para a fase posterior,
maie prolongada, de aumentc da permeabilidade vascular, O plasma ainda
contém numerosas substancias gue, com o aumento de permeabilidade vascular,
fluem para a &rea inflamada. Estas substancias incluem os componentes de
quatrc cascatas enzimaticas: os sistemas da coagulacdo, fibrinolitico, do
complemento e o das cininas (Dale e col., 1994).

O sistema do complemento consiste de nove componentes principais,
designados C1 a C8. Pode estimular os mastdcitos a secretar mediadores
quimicos e ativar leucdcitos. No sistema fibrinolitico, o fator Xl é ativade em Xlia
& o produto final é a fibrina que pode limitar a extenséo da infecgdo. A trombina,
principal enzima do sistema da coagulagdo, pode ativar o sistema do
complemento, e participar da ativacéio dos sistemas das cininas e fibrinolitico. E,
finalmente, o sistema das cininas participa da produgéo de potenciais mediadores
da inflamagéo, em particular, da bradicinina (Rang e Dale, 1993 Dale e col.,
1994).

Algumas das células envolvidas nos eventos celulares ja estéo presentes
nos tecidos (células endoteliais vasculares, mastéeitos e fagdcitos mononucleares
teciduais), enquanto outras tém acesso pelo sangue {plaguetas e leucdcitos)
{Dale e col., 1994).
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As plaquetas s0 elementos cruciais na homeostase, também participam
das respostas inflamatérias e podem ter um importante papel na asma {Rang e
Dale, 1993).

Os leucocitos sfio células moéveis e podem ser polimorfonucleares -
granuldcitos - (neutréfilos, eosindfilos e baséfilos) ou mononucleares {mondcitos e
linféeitos). Os polimorfonucleares séo as primeiras células a chegarem no sitio
inflarmatorio. N&o se multiplicam, tém pouca capacidade de sintetizar proteina &
uma vida curta. Aderem ao lado das vénulas pos-capilares na area e entdo
migram, através das paredes dos vasos, para o sitio do patdgeno invasor,
atraidos por quimiotaxinas (Dale e col,, 1994). Na vigéncia de certas reaches
irflamatodrias ocorre ativagBo do sistema complemento, com liberaggo do
fragmento C5a, que é quimiotatico para neutrdfilos (Macmillan e Foster, 1988). Os
neutrdfilos, em particular, s&o capazes de fagocitar, matar e digerir
microorganismos. Neutrdfilos e eosindfilos tém receptores em suas superficies
para o produto do complemento, C3b, que forma um elo entre o polimorfo e o
organismo invasor. Os mondcitos chegam ao sitio inflamatério muitas horas apés
08 polimorfos e nos tecidos se transformam em macréfagos (literalmente “grandes
comedores”). Fagocitam  microorganismos, fragmentos de tecidos e
polimorfonucleares mortos. Também apresentam material  antigénico aos
lirfécitos, no inicio de uma resposta imune. Podem secretar enzimas lisossomais,
componentes do complemento, prostaglandinas, um ‘fator tecidual’ que pode
iniciar a cascata da coagulagdo, interferon, fator estimulante de fibroblasto, e
fatores como interleucina-1, que modificam as atividades dos linfécitos. Secretam
fatores que estimulam o desenvolvimento dos vasos sanglineos e s&o
importantes no processo de reparo. Quando estimulados por glicocorticéides, os
mondcitos  secretam  lipocorting, um  polipeptideo que modula a resposta
inflamatdria (Dale e Foreman, 1994).

As células endoteliais vasculares das pequenas arterfolas estéo envolvidas
& vasodilataco e no fornecimento de plasma e células sanguineas para a drea
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inflamada, através da secrecdo do fator de relaxamento derivado do endotélio
(FRDE). Ja as células das vénulas pés-capilares regulam o fluxo de exsudato e
consequentemente o fornecimento de mediadores derivados do plasma (Dale e
col., 1994).

Os mastécitos estdo localizados proximos a superficie da pele, no intimo
das membranas mucosas, forrando as cavidades do corpo e nas imediacdes dos
vasos sangiineos. Tem como constituinies de sua membrana, receptores para
anticorpo e para componentes do complemento. Podem ser ativados a secretar
mediadores, através destes receptores ou afravés de fatores produzidos por
neutrdfilos. Apbs um dano fisico direto podem liberar mediadores como a
histamina, leucotrienos, fator ativador de plaquetas, & oufras substancias {Rang e
Date, 1993, Dale e col., 1994).

A reag8o adaptativa ou imune pode se sobrepor & reaco inata. Reacles
imunes dependem de linféeitos. Estas células foram originalmente descritas por
Rich como “espectadores fleumaticos assistindo & turbulenta atividade dos
fagdcitos”, mas elas séo consideradas atualmente as células-chave na resposta
imunoldgica especifica, a qual a torna inata (ou reacdio imunologicamente néo
sspecifica) vastamente mais eficiente (Dale e col., 1994).

Mediadores derivados de células

Eivosandides

Quando as células inflamatorias sdo estimuladas ou danificadas, ocorre a
liberagdo do acido araquidonico presente nas membranas das células, por acdo
de fosfolipase Az ou outras lipases. Por acdo da enzima ciclooxigenase, o &cido
araguidlnico & metabolizado dando origem ao fromboxano (vasoconstritor e
agregante de plaquetas) e a varias prostaglandinas. Algumas prostaglandinas tém
acac vasodilatadora e também potencializam a agio de agentes que causam
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aumento de permeabilidade vascular e dor. Esta é a principal via do metabolismo
do acido araquiddnico, em macréfagos.

Outra via se inicia com a aclo de lipoxigenase originando os Aacidos
hidroperoxigicosatetraendicos (HPETES) e deles entdo os  acidos
hidroxieicosatetraendicos (HETES) e leucotrienos. Um destes Ultimos, leucotrieno
Bs (LTB4), € um potente agente quimiotdtico para neutrofilos, eosindfilc e
macréfagos. Outros feucotrienos, LTCs e LTD4 tém poderosa acao
broncoconstritora.  Os  leuctcitos  polimorfonucleares metabolizam o  acide
araquiddnico, principalmente a HETES e LTBs enguanto os macrdfagos
fagocitantes, eosindfilos e mastécitos produzem LTCs e LTD4 assim como
prostagiandinas (Salmon e Higgs, 1994).

Fator ativador de plaquetas

O fator ativador de plaguetas é um potente mediador derivado de células
por atividade de fosfolipase Az. E liberado de eosinéfilos, neutréfilos, macréfagos
& plaguetas estimuladas. Embora chamado fator ativador de plaquetas, também é
quimuiotatico para neutrdfilo; espasmogénico sobre musculo liso; vasodilatador e
influente no aumento de permeabilidade vascular (Page, 1994).

Cifocinas

Este termo se refere a peptideos reguladores da reac8o inflamatoria e
mung gue atuam por mecanismos paracrinos e autderinos. As citocinas incluem
as interleucinas de 1 a 12 {iL-1 a iL-12), os interferons, os fatores estimulantes de
wolonia, o fator de necrose tumoral, etc. Eles atuam sinergicamente para regular a
profiferacao, diferenciagho e atividade de leucécitos e outras células inflamatérias
{(Hamblin, 1994).

Histamina
A histamina & estocada e liberada por mastociios e basdfilos. Através da
interagdo com receplores denominados Hi, pode dilatar os vasos sanglineos,
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aumentar a permeabilidade vascular e contrair mGsculos lisos, a exemplo
daqueles dos bronquiclos & intestino. Além disso, a histamina pode modular a
resposta de outras células, como linfocitos, através de receptores Ha (Dale e
Foreman, 1994).

interacGes enfre mediadores

Os mediadores inflamatdrios séo especializados em suas acBes, mas ha
rnotave! interac@o entre eles. As mais proeminentes s&o as interacbes sinérgicas
entre mediadores vasodilatadores e aqueles que aumentam permeabilidade
microvascular. Assim, prostaglandinas vascdilatadoras (PGEz ou PGl2) ou
neuropeptideos (como CGRP) induzem pouca formagéo de edema sozinhos, mas
830 capazes de potencializar edema induzido por mediadores como histamina ou
bradicinina. Mediadores vasodilatadores também potencializam edema induzido
por neutréfilos quimioatraentes (Williams, 1994).

O leito vascular tem a fungdo de distribuir sangue para os tecidos, manté-
08 com oxigénio e nutrientes, e remover residuos de produtos metabdlicos. Ha
wn equilibrio dinadmico entre ¢ tecido e o fornecimento de sangue, com uma
diferenca de presséo hidrostatica tendendo a mover o fluido para fora dos vasos e
uma pressao osmética (causada pela alta concentracio de proteina no plasma
relativo do fluido intersticial) atuando na direcfio oposta. O clearance linfatico
compensa qualquer excesso de movimento do fluido para fora. Fste estado de
equitibrio depende de uma baixa permeabilidade da parede dos vasos em relacdo
a proteinas plasmaticas, e esta € mantida pela juncdo entre as células endoteliais
gue asseguram uma passagem homogénea de sangue (Williams, 1994).

£m resposta a um estimulo injurioso, esses sistemas de equilibrio alteram-
se dramaticamente e, somados a outros sistemas de protecéo que déo origem &
sensacéo de dor, constituem a base da resposta inflamatéria. A vasodilatacéo, o
acumulo de leucbcitos e a formagao de edema, que sdo trés dos principais fatores
da inflamacdo, atuam em conjunto para levar a uma resposta controlada. A
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permeabilidade aumenta dramaticamente e fluidos ricos em proteinas movem-se
do sangue para o espago extravascular. O fluido extravasado sobrecarrega o
clearance linfatico, resultando em edema no tecido (Williams, 1994), 0 que
determina o afastamento de estruturas colagenas (Garcia Leme, 1979). A
formagdo do edema frequentemente é considerada uma consequéneia de injuria
am células endoteliais por agdo sinérgica de toxinas gue afetam diretamente a
vasculatura, com outras que liberam autacéides, como prostagiandinas, histamina
e bradicinina (Ohsaka, 1979; Hawgood, 1982).

Quando o edema é induzido pelos venenos botropicos, provavelmente uma
variedade de proteinas farmacologicamente ativas estdo envolvidas {Gutiérrez e
Lomonte, 1989), tais como:
~ Toxinas hemorragicas que rompem a musculatura induzinde extravasamento
(Onhsaka, 1979, Ownby, 1982);

- Toxinas atuando diretamente sobre células endoteliais dos capilares e vénulas,
aumentando sua permeabilidade (Ohsaka, 1879, Ownby, 1982);

- Fosfolipases Az que, por agdo direta ou por meio de lisofosfatideos citoliticos,
agiriam sobre a membrana de mastdcitos levando a liberaggo do contetdo de
seus granulos (Rothschild, 1966; Damerau e col., 1875; Mietto, 1984). Ou ainda
atuariam sobre fosfolipideo de membrana, liberando acidos graxos. Entre estes,
esta o acido araquiddnico, que, sob a agio de ciclooxigenases e lipoxigenases,
origina compostos ativos, como prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente
{Damerau e col,, 1975; Huang, 1984; Robbins e col., 1987);

- proleases que atuam diretamente sobre cininogénio do plasma, liberando
cininas (bradicinina) (Rocha e Silva e col,, 1948); ou indiretamente; através da
indugdo de danos & vasculatura, ativando o fator Xil (Fator Hageman) da cascata
da coagulag8io, o qual, por sua vez, ativa a calicreina e consequentemente o
sistema das cininas (Gutiérrez e Lomonte, 1989);

- Componentes da cascata do complemento, particularmente C3a e C5a, que
participam da reacéo inflamatoria, também podem ser ativados pela presenca do
veneno ou outros mediadores liberados (Robbins e col., 1987).
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O envenenamento por serpentes, causando morte oy incapacidade da
vitima, ainda é um dos maiores problemas de $aude Pulblica em muitos paises
(Heneine e Catty, 1983). Quando a soroterapia ¢ iniciada imediatamente, a taxa
de mortalidade € baixa e o ébito somente ocorre em pacientes gue receberam o
sorc 8 a 10 horas apbs a picada (Kaiser e Michl, 1971). A introducéo da
soroterapia no tratamento de acidentes ofidicos é obra de dois cientistas, Albert
Caimette e Vital Brazil. O primeiro demonstrou que o soro de animais imunizados
com a peconha ofidica era capaz de neutraliza-la, podendo ser empregado
preventiva e curativamente para impedir seus efeitos no organismo. Deve-se, no
entanto, a Vital Brazil, mineiro da cidade de Campanha (1865-1950), a introducéo
da especificidade dos soros antiofidicos, hoje mundialmente adotada (Vital Brazil,
1986). A administracdo de antivenenos nfo & totalmente efetiva porque
geraimente abole os efeitos sistémicos, enquanto os efeitos locais sdo dificeis de
serem neutralizados (Russell e col., 1973; Gutiérrez e col., 1981, 1985 1987
Ownby e col., 1984). Isso parece estar relacionade ao rapido desenvolvimento de
efeitos locais apés a picada, enquanto os sistémicos que resultam em letalidade,
se desenvolvem mais lentamente (Gutiérrez e col., 1987). Assim, os anticorpos
capazes de neutralizar as foxinas responsédveis pelos efeitos locais somente
chegariam ao local depois que o efeito j& se estabelecera {(Gutiérrez e col., 1981,
1985, 18987, Ferreira e col, 1992), ou chegariam em guantidades insuficientes
para neutralizarem as toxinas responsaveis pelos efeitos locais (Ferreira e col.,
1982). Ainda ha a possibilidade de 0 antiveneno néo ter acesso ac local da
picada ou ndo possuir anticorpos contra os componentes responsaveis pelos
efeitos locais (Ferreira e col., 1992),

Como o edema faz parte do processo inflamatério e sendo a soroterapia
parcialmente ineficaz nos efeitos locais, utilizamos substancias antiinflamatorias
ro tratamento da atividade edematogénica e do aumento de permeabilidade
vascular induzidos pelo veneno de B, lanceolatus. Isso foi feito na tentativa de
discriminar 0 mecanismo de acgdo do edema inflamatério produzido por esse
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veneno e de contribuir, de alguma forma, para melhor entendermos a
complexidade do envenenamento ofidico.
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2 - OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade edematogénica do veneno
de Bothrops fanceolatus em camundongos, e através do uso de substancias anti-
inflamatorias, determinar 08 possiveis mediadores envolvidos no processo
inflamatdrio.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos (18-30 g), provenientas do
Centro de Bioterismo da UNICAMP.

3.2 -Veneno

O veneno de Bothrops lanceolatus foi cedido pela "UNITE DES VENINS®
do Instituto Pasteur (Paris-Franca). Para os experimentos foi utilizado veneno de
um mesmo lote, dissolvido em salina. Uma soluco mae (1 mg/mi) foi preparada e
aliguotada, mantida em freezer e descongelada imediatamente antes do uso.

3.3 -Drogas e reagentes utilizados

Acido acético (Merck), alcool etilico{Merck), azul de Evans (Reagen),
bicarbonato de sddio (Reagen), BW A4C (Wellcome Research Laberatories),
carragenina (Sigma Chemical CO.), ciproheptadina (Sigma Chemical CO.), cloreto
de sodio (Chemco), composto 48/80 (Sigma Chemical CO.), dexametasona
{INAF}, DMSO (Fisher Scientific CO.), éter etilico (Chemco), fator ativador de
plaguetas (Sigma Chemical CO.), formaldeido (Merck), formamida (Merck,
Heagen, Vetec), hematoxilina-eosina (Merck), iloprost (Shering), indometacina
{Sigma Chemical CO.), mepiramina (Sigma Chemical CQ.), NDGA (Sigma
Chemical CO.), WEB 2086 (Boering), xilol (Merck).
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3.3.1 - Uso do lloprost, andlogo a prostaciciina {PGiz)

QO iloprost, andlogo & PGlz (20 ng), foi injetade 30 minutos antes dos
animais serem sacrificados nas patas que ja haviam recebido 250 ng do veneno
ou salina. Em experimentos preliminares, utilizamos as doses de 5, 10 e 20
ngipata de iloprost e verificamos que 20 ng/pata foi a dose mais eficiente na
potencializagdo do edema.

3.3.2 - Uso do Composto 48/80

Os animais estimulados com o composto 48/80 (1 pg/pata) foram
previamente tratados com mepiramina (6 mg/kg por via intra-peritoneal} ou
ciproheptadina {5 mg/kg por via subcutdnea) 15 minuios antes do estimulo, em

ambos os casos. O grupo controle recebeu salina.
3.3.3 - Uso do fator ativador de plaquetas
Os animais foram tratados com WEB 2086 (50 mg/kg) por via subcuténea;

1 hora apos, foram estimulados com o fator ativador de plaquetas (PAF, 1
ug/pata). Os animais controles receberam apenas salina.
3.3.4 - Tratamento com drogas
a - Anti-histaminico e anti-serotoninico

A mepiramina (M, 6 mg/kg) e a ciproheptadina (C, 5 mg/kg) (Ho e Hwang, 1991)
foram dissolvidas em salina no dia do experimento. A mepiramina foi injetada por

via intra-peritoneal e a ciproheptadina por via subcutanea, 15 minutos e 1 hora

antes do estimulo, respectivamente.
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b - Inibidores do metabolismo do acido araguiddnico

Dexametasona

A dexametasona {DEXA), que também inibe a fosfolipase A> (PLAz), foi
usada nas doses de 0.5 mg/kg (Trebien e Calixio, 1989; Barja-Fidalgo e col.,
1982) & 1.0 mg/kg (Rao e col., 1993), preparadas no dia do experimento por
diluicBes em salina e administradas por via subcuténea ,1 hora antes do estimulo.

fndometacina

A indometacina (INDO), que inibe a enzima ciclooxigenase {CO), foi usada
na dose de 5 mgkg (Trebien e Calixto, 1989; Barja-Fidalgo e col, 1992, Rao e
col., 1993), preparada por dissolugdo em bicarbonato de s6dio a 5%, o volume foi
final completado com salina. A administragao foi por via subcutanea, 1 hora antes
do estimulo. O grupo controle recebeu uma solugdo de bicarbonato de sédio & 5%

& salina.

BW A4C

O BW A4C, que inibe a lipoxigenase (LO), foi usado nas doses de 10 e 50
mofkg (Tateson e col., 1988). Este composto foi dissolvido em 50% de dimetil
sulféxido {DMSQ), imediatamente antes do uso, e o volume completado com
salina. A administracdo foi feita por via subcutanea, 1 hora antes do estimulo. ©
grupo controle recebeu uma solugdo de DMSO e salina nas mesmas proporgdes,

Acido nordihidroguaiarético (NDGA)

O acido nordihidroguaiarético (NDGA) inibe tanto a lipoxigenase (LO) como
a ciclooxigenase (CO) simultaneamente & foi usado nas doses de 30 e 100 mg/kg.
Essa substancia foi dissolvida em alcool etilico antes do uso, e o volume final
compietado com salina e a administrago foi feita por via subcutanea, 1 hora
antes do estimulo. O grupo controle recebeu uma solugdo de élcool etilico e

satina,
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WEB 2086

O WEB 2086, antagonista do fator ativador de plaquetas {PAF), foi usado
na dose de 50 mglkg, dissolvido em salina e administrado por via subcutanea, 1
hora antes do estimulo. Os animais controles receberam solugéo salina.

3.4 - Medida do edema de pata e aumento de permeabilidade vascular

O edema de pata foi medido segundo Yamakawa e col., (1976). Em cada
experimento foram utilizados de 5 a 12 animais, que eram usados tanto para
medir o edema como a permeabilidade vascular, Apds serem anestesiados com
eter etilico, os animais receberam, por via subcutanea, 0.05 mi de uma solugéo de
veneno de B. lanceolatus (125 a 1000 ng/pata) em uma das patas posteriores: na
outra pata, 0.05 ml de solugdo salina {controle). A determinacio do edema foi
efetuada 1, 2, 3, 4, 5 6 e 24 horas apés o estimulo, como também a
permeabilidade vascular.

Trinta minutos antes de serem sacrificados, 08 animais receberam
intravencsamente 0.3 mi de uma solugo 0.25% de azul de Evans (AE). Eles
foram sacrificados com éter efilico, suas patas seccionadas com instrumental
cirurgico na articulagdo tibio-tarsal e pesadas em balanca semi-analitica. O
edema foi quantificado pela diferenga, medida em mg, entre o peso da pata
gstimulada com o veneno e a pata estimulada com salina. Para a determinacgéo da
permeabilidade vascular, ¢ azul de Evans extravasado foi quantificado segundo
Griswold e col. (1986). As patas foram trituradas, colocadas em tubos de ensaio
contendo 3.0 mi de formamida, que foram mantidos em banho-maria a 57°C, por
24 horas. Decorrido esse tempo, a concentracio de azul de Evans extraido dos
tecidos foi determinada por leitura das absorbancias a4 619 nm em
aspectrofotdmetro Uvikon® 810 (Kontron Spectrophotometer, Suica), utilizando-se

cubetas de vidro. O resultado foi expresso em pg AE/g tecido e obtido por
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comparacdo com uma curva padrdo, determinada segundo padries estabelecidos
por Bertrand e col., {1993},

3.5 - Determinacg&o da dose minima hemorragica (DMH)

A dose minima hemorragica foi determinada de acordo com o método de
Kondo e col., (1960). Camundongos Swiss machos pesando entre 18-22 gramas
{n=6) foram anestesiados com éter etilico & tiveram injetados intradermicamente
no dorso 0.05 mi de diferentes quantidades (250, 500, 750 e 1000 ng) do veneno
de Bothrops fanceolatus. Qs animais controles receberam um volume equivalente
de salina. Seis horas apds o estimulo, os animais foram sacrificados e a pele
removida para a medida do halo hemorragico. A dose minima hemorragica foi
definida como a menor quantidade do veneno capaz de induzir uma mancha
hemorragica com 0.5 cm de didmetro (Nikai e col., 1986). Essa medida é expressa

pela média de dois didmetros perpendiculares de cada mancha.

3.8 - Analise histopatologica

Camundongos Swiss machos pesando 20-30 gramas foram anestesiados
vom éter stilico e tiveram injetados, por via subcutanea em uma das patas
posteriores, 0.05 mi de uma solug@o do veneno de Bothrops lanceolatus, nas
doses de 250 e 500 ng. As patas controle receberam salina. Apos 0s tempos de
0.5, 1, 1.5, 2 e 3 horas, 0s animais foram sacrificados, suas patas seccionadas,
& imediatamente imersas em solugio fixadora de Bouin, recém preparada, onde
permaneceram no minimo 24 horas. A seguir foram descalcificadas atraves de
banhos sucessivos em solugéo de formaldeido 10%, contendo 5% de acido
acético, durante cinco dias, sendo realizadas duas trocas didrias do mesmo. O

fixador foi removido por lavagens em agua corrente durante 0ito horas.
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iniciou-se a desidratacao das patas, que foram colocadas em alcool 70%,
onde permaneceram por uma noite. A partir deste ponto, a troca de alcool foi
feita a cada uma hora, passando o material pelos alcoois 80%, 95%, 100% (1),
100% (i), 100% (lll). Em seguida, procedeu-se a diafanizagdo, que consiste em
banhos de xilol para propiciar a embebicdo do tecido pela parafina, gque &
incompativel com o alcool. A embebic8o em parafina (Histosec.) ocorreu 4 60°C,
durante 12 horas.

Os blocos foram cortados em micrétomo de parafina. Os cortes foram
semi-seriados, sendo a coleta realizada de 50 em 50 um, e, em seguida,
montados em laminas de vidro albuminizadas. Apds secagem, 0s cortes foram
desparafinizados e hidratados utilizando-se respectivamente banhos de xilol &
glcool em concentragdes decrescentes (dlcool absoluto, 95%, 80%, e 70%, 5
min. cada} e levados & agua destilada. A seguir, foram corados pelo método de
hematoxilina-eosina: hematoxilina de Erlich - 15 min.; lavados em agua corrente
por 10 min. & eosina 0.5% aguosa - 5 min.

Em seguida, os cortes foram lavados rapidamente em agua destilada e
submelidos ao processo inverso, isto &, desidratacio e diafanizacBo em xilol
Finalmente, foram montados em Entelan.

As observacgbes histolbgicas foram efetuadas por microscopia optica (M.
0.) e fotografadas por M. O. Zeiss-Jena, utilizando-se filme Panatonic X, Kodak,
ASA 32, preto e branco.

3.7 - Anélise estatistica
0Os resultados foram expressos como medias + o erro padrdo da meédia

(SEM). Foi realizado o teste “t" ndo pareado de Student (Siegel, 1979) para
analise entre dois grupos.
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O nivel de significncia critico admitido para rejeicdo de nulidade foi de
uma probabilidade maxima de erro de até 5% (P < 0.05) em todas as andlises
realizadas,
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4 - RESULTADOS

4.1 - Edema de pata e aumento de permeabilidade vascular

A figura 1 mostra 0 curso temporal do edema de pata (A) € do aumento de
permeabilidade vascular (B) induzidos por 250 ng do veneno de B. fanceolatus. O
gfeits maximo ocorreu  duas horas apos o estimulo, tanto para © edema
(10 + 1.8 mg, n=5-12) como para © aumento de permeabilidade vascular
(3 + 1.1 pg AE/g tecido, n=5-12), mostrando que ha um paralelismo entre estas
atividades afé duas horas apds a injecdo do veneno. Estes efeitos decairam
progressivamente sendo estatisticamente insignificantes as 24 horas.

O desenvolvimento do edema de pata ¢ 0 aumento de permeabilidade
vascular induzidos pelo veneno de B, fanceolatus ocorreram de forma tempo
dependente com a dose de 250 ng/pata (figura 1). Trabalhamos com outras doses
{125, 250, 500 e 1000 ng/pata) e verificamos 0 mesmo resultado para todas elas
{resultado ndo mostrado). Doses acima de 250 ng/pata induziram hemorragia na
pata dos animais, j@ com doses de 500 ng/pata, 0 edema e o aumento de
permeabilidade vascular atingiram um efeito maximo, uma vez que as respostas
apresentadas por esta dose ndo foram estatisticamente diferentes daquelas
apresentadas por 1000 ngfpata (figura 2). Doses abaixo de 125 ng/pata foram
inefetivas.

4.2 - Dose minima hemorragica (DMH)

A dose minima hemorragica foi determinada entre as doses de 250, 500,
750 e 1000 ng. Com a dose de 250 ng, ndo detectamos a formagdo de mancha
hemorragica na pele dos animais, que se comportaram como 08 do grupo conirole
{figura 3a), Como mostra a figura 3b, a dose minima hemorragica fol obtida com a
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dose de 750 ng, que provocou uma mancha hemorragica de 0.5 cm de didmetro.
Nas demais doses, 0s didmetros das manchas hemorragicas detectadas foram
0.42 e 0.7 om, respectivamente para 500 e 1000 ng.

4.3 ~ Analise histopatoldgica

As patas injetadas com salina, 250 e 500 ng do veneno de B. lanceolatus
foram analisadas histopatologicamente,

A figura 4a mostra um corte histolégico da pata de um animal injetado
apenas com salina, onde a regifo subcutinea se apresenta normal e a dérmica
com feixes de fibras colagenas homogeneamente organizadas. Abaixo da regifo
dérmica, os feixes de musculos estriados esqueléticos também apresentaram
aspecto normal, desprovidos de heméacias, a ndo ser aquelas contidas nos vasos

sanguineos.

As figuras 4a-d e Sa-d referem-se aos animais injetados com © veneno de
B. lanceolatus. As doses de 250 e 500 ng apresentaram infiltrado inflamatorio e
extravasamento de células (principaimente neutrdfilos que atravessam a parede
endotelial e se dispersam no tecido conjuntivo adiacente). A regido dérmica se
mostrou aumentada e os feixes de fibras colagenas haviam desaparecido, dando
lugar a fibras esgarcadas com espacos intercelulares aumentados, provaveimente
preenchidos com exsudatos que sdo indicios de edema. As fibras musculares
nao foram afetadas e mostraram-se morfologicamente integras. A dose de 500 ng
ainda apresentou intensa hemorragia com grande numero de hemacias
extravasculares (figura 5a).

Esses resultados confirmam os achados anteriores onde o edema ocorre
na auséncia de hemorragia para a dose de 250 ng. Entdo a partir deste momento
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passamos a eleger esta dose para a continuidade do estudo do edema e do
aumento de permeabilidade vascular.

4.4 - Potencializagdo do edema de pata e do aumento de permeabilidade
vascular com o uso do vasodilatador itoprost

O edema de pata ¢ 0 aumento de permeabilidade vascular desencadeados
pelo veneno de B. lanceolatus aumentaram em tomo de quatro vezes quando
injstamos 0 veneno seguido do vasodilatador (figura 6). Nossos resultados
maostram que o vasodilatador promoveu um sinergismo por potencializagdo, tanto
em relac8o a0 edema como em relagdo a permeabilidade vascular.

4.5 - Inibigdo do edema de pata e do aumento de permeabilidade vascular
pelo tratamento com drogas

Quando os animaig foram previamente {fratados com o inibidor de
histamina, mepiramina, ou o inibidor de serotonina e histamina, ciproheptading, a
resposta edematogénica e ¢ aumento da permeabilidade vascular induzidos pelo
veneno de B. lanceolatus nédo foram alterados (figura 7), enquantoc aquelas
desencadeadas pelo composto 48/80 (1 ug/pata) foram inibidas (figura 8). A
inibicio do edema e do aumento de permeabilidade vascular induzidos pelo
composto 48/80 resultantes do uso da mepiramina e ciproheptadina comprovam a
ofstividade dessas drogas e o provavel ndo envolvimento de histamina e
serotonina na resposta edematogénica desenvolvida pelo veneno de B
lanceolatus nessa espécie animal. O antagonista de PAF, WEB 2086, na dose de
50 mgfkg também foi inefetivo em inibir ambas as atividades (figura 7). O oposto
ocorren guando injetamos o fator ativador de plaquetas (PAF) em animais
tratados com o WEB 2086 (figura 8).
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Observou-se que o edema e o aumento de permeabilidade vascular
desenvolvidos pelo veneno de B. /anceolatus poderiam envolver fosfolipases
efou 0s metabdlitos do Aacido araquidbnico. Para tanto os animais foram
tratados com dexametasona, um inibidor indireto da fosfolipase Az (PLA2), a4 1.0
mglkg e observamos uma inibicdo de ambas as atividades (respectivamente, 59%
para edema e 66% para permeabilidade vascular) (figura 9). Também utilizamos &
dose de 0.5 mg/kg e neste caso houve uma menor inibicdo das atividades,
mostrande uma agio antiinflamatoria, dose dependente {(ndo mostrado).

Os animais também foram tratados com um inibidor especifico da
ciclooxigenase, a indometacinag, e da lipoxigenase, o BW A4C. Nossos resultados
demonstraram que a indometacina inibiu ¢ edema (43%), mas ndo inibiu a
permeabilidade vascular; j& o BW A4C na dose de 10 mg/kg, foi ineficaz para
ambas as atividades (resuftado ndo mostrado), enquanto a de 50 mglkg inibiu o
aumento de permeabilicdade vascular (44%) e ndo inibiu 0 edema (43%) de forma
sigrificativa (figura 9).

G tralamento dos animais com o NDGA, um inibidor simulténeo de
lipoxigenase e ciclooxigenase, na dose de 100 mg/kg, resultou em uma inibicdo
tanto do edema (28%) como do aumento de permeabilidade vascular {48%)
induzidos pelo veneno de B. lanceolatus (figura 9).
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Figura 1. Varlagdo temporal do edema e do aumento de permeabilidade
vascular induzidos pelo veneno. Edema (A) e aumento de permeabilidade
vascular (B) apbs injegdo subplantar de salina e de 250 ng do veneno de
Bothrops lanceolatus na pata de camundongos. Cada ponto representa a média +
SEM de 5-12 camundongos. * P < 0.05, * P <0.01, ™ comparados com salina.



PESC DA PATA (M)

"y
L]
4

s
[l
4

Balina 128 250 300 1000 Soling 325 250 500 1000

Veneno (ng/pata) Veneno {ng/pata)

Figura 2. Resposta do edema e do aumento de permeabilidade vascular 2
varias doses do veneno. Edema (A} e aumento de permeabilidade vascular (B)
medidos duas horas apés inje¢do subplantar do venenc de Bothrops lanceoiatus.
Cada coluna representa a média + SEM de 5-12 camundongos.

AZUL DE EVANS {ug/g tecido)



34

- 'l L] a
< »
i L -
¢ _
. ; gl
’ P _— g
' . o8 -.-5-.--. T
i 2 v ",'“ (s ‘-‘ "

S L

Figura 3. Atividade hemorragica do veneno em pele de camundongos. Mancha
hemorragica induzida por injegdo subcutanea do veneno de Bothrops lanceolatus
(750 ng) no dorso de camundongos. (A) Controle - salina, (B) dose minima
hemorragica (DMH=750 ng). A dose de 250 ng se comportou de forma semelhante

ao grupo controle.
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Figura 4. Demonstracao histopatolégica do edema de pata induzido pelo

veneno.

Aparéncia histolégica de regido subplantar de camundongos, trés horas apés
injetados com salina 0.9% (controle; a, 50 ul) ou 500 ng de veneno de B.

lanceolatus (b-d).

a- Observar a regido dérmica (D) com aspecto normal, apresentando tecido
conjuntivo, foliculos pilosos e glandulas. Abaixo, deve-se notar fibras musculares

com seus nucleos posicionados perifericamente. H. E. 115x.

b- Observar extensa regido de edema no derme mais profundo. O edema atinge
até a camada muscular (M) com rarefagéo do tecido conjuntivo, que se caracteriza
por dispersdo dos feixes de fibras colagenas e aumento do espaco extracelular
(em torno de duas a trés vezes) provavelmente preenchido com exsudatos. H. E.
122x.
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Figura 5. Demonstracdo histopatolégica de hemorragia e infiltrado

leucocitario induzidos pelo veneno.

a- Observar regido hemorragica (H) com grande numero de hemacias
extravasculares junto aos feixes musculares (M). Note-se a presenga de infiltrado
leucocitario (L), principalmente neutréfilos, e espagos entercelulares. H. E. 243x.

b- Observar a regido de extenso infiltrado leucocitario proveniente de venulas

situadas no derme entre os feixes musculares (M); T=tendao. H. E. 115x.

c- Observar a presenga de hemorragia (H) e edema (E) e a migracdo de

leucécitos por diapedese (—). H. E. 230x.

d- Detalhe da figura anterior onde se observa a saida dos leucocitos através da

parede endotelial da vénula (—). H. E. 461x.
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Figura 8. Efeito potencializador do analogo a PGk (iloprost) sobre o edemae o
aumento de permeabilidade vascular induzidos pele veneno. Potencializacdo do
adema (A) e do aumento de permeabilidade vascular (B} induzidos pelo veneno de
Bothrops lanceolatus duas horas apds a administragdo do veneno. Cada coluna
representa a média + SEM de 27 camundongos. * P < 0.05, ** P < 0.01 comparados
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Figura 7. Nao envolvimento de histamina, serotonina ¢ PAF no edema e
aumento de permeabilidade vascular induzidos pelo veneno. Tratamento com
mepiramina (M, © mg/kg); ciproheptadina (C, 5 mg/kg) e WEB 2086 (WEB, 50
mgfkgl n&o inibiv 0 edema de pata (A) e 0 aumento de permeabilidade vascular
{8} induzidos por 250 ng do veneno de B. lanceolatus. Cada coluna representa a
média + SEM de 8-12 camundongos. As medidas foram feitas duas horas apos o
estimulo,
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Figura 8. Efetividade dos inibidores de histamina, serotonina e PAF.

Tratamento com mepiramina (M, 6 mg/kg), ou ciproheptadina (C, 5 mg/kg) inibe o

edema de pata e o aumento de permeabilidade vascular (B) induzidos pelo

composte 48/80 (1 ug/pata). E o tratamento com WEB 2086 (50 mg/kg), inibe as

citadas atividades induzidas pelo PAF (1 ug/pata). Cada coluna representa a média

+ SEM de 9-12 camundongos. As medidas foram feitas duas horas apos o estimulo.

P < 0.05, "™ P < 0.001, comparados com o efeito do composto 48/80 sozinho.
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Figura 8. Envolvimento de metabdlitos do acido araquidénico no edema e
aumento de permeabilidade vascular induzidos pelec veneno. Acido
nordihidroguaiarético (NDGA, 100 mg/kg), indometacina (INDQ, 5 mg/kg), BW A4C
(50 mg/kg) e dexametasona (DEXA, 1 mg/kg) inibem o edema de pata (A} e ©
aumento de permeabilidade vascular (B) induzidos por 250 ng do veneno de B.
lanceolatus. Cada coluna representa a média + SEM de 7-12 camundongos. As
medidas foram feitas duas horas apds o estimulo. *P < 0.05, ™P < 0.01, **P <
(.001, comparados com 0s respectivos controles (VBL).
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5 - DISCUSSAQ

A inflamacéo também é uma importante caracteristica de envenenamento
por picadas de serpentes pertencentes as familias Viperidae e Crotalidae
{Rosenfeld, 1971; Sawai, 1980). Os venenos botrdpicos (familia Crotalidae)
induzem edema local no homem e em animais de laboratério (Rosenfeld, 1971;
Gutierrez e Lomonte, 1989), o que, de acordo com Bonta e col,, (1979), indica
aumento de permeabilidade vascular, Estes efeitos foram verificados guando
injetamos © veneno de B. Janceolatus em pata de camundongos. Como mostra a
figura 1, 0 edema e o aumento de permeabilidade vascular induzidos peio veneno
de B. lanceolatus ocorreram de forma tempo dependente, alcangando indices
maximos duas horas apés o estimulo & indices estatisticamente insignificantes 24
horas depois. Esses resultados se assemelham aqueles observados em refacio
ac veneno de Bothrops jararaca (Trebien e Calixto, 1989; Perales e col., 1992) e
as fragbes isoladas do veneno de B. insufaris (Selistre e col., 1990).

Nossos experimentos foram acompanhados por analise histopatolagica da
pata dos camundongos. Como mostra a figura 4b, o edema inflamatério
promovido pelo veneno de B. Janceolatus estd de acordo com as afirmacfes de
Garcia Leme (1979), segundo o qual o edema produzido pelo liquido extravasado
determina o afastamento de estruturas coldgenas e o aparecimento de espacos
entre as células do fecido conjuntivo. O edema inflamatoric descrito acima
também apresenta infiltrado celular entre os feixes de fibras musculares (figura
Sb), o gue € caracteristico de envenenamento botrépico (Gutiérrez e col., 1989).
O mesmo também foi observado em edema provocado pelo veneno de B. asper
(Gutiérrez e col., 1986, Lomonte e col, 1993) e pelas fraghes isoladas dos
venenos de B. moojeni e B. pradoi (Moura da Silva e col., 1991).

Os acidentes com serpentes do género Bothrops causam manifestaces
focais e sistémicas que evoluem simultaneamente. O edema pode indiretamente
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contribuir para outros efeitos causados pelo veneno, como compressio de tecido
e isquemia (Chapman, 1968). Entre as manifestagdes sistémicas, a mais
frequente € a alteracdo da coagulagio sanguinea, seguida de hemorragia.

Essas informagdes e a observagdo macroscopica que sugeria a presenga
de hemorragia local nas patas nos levaram a estudar mais detathadamente o
fenbmeno, através de técnicas mais especificas, como a determinacdo da dose
minima hemorrdgica e estudos histopatologicos. De fato, a hemorragia foi
comprovada (figura 3), e como se sabe, & uma das Caracteristicas do
snvenenamento botropico (Rosenfeld, 1971; Gutiérrez e col., 1981). A presenca
de grande nimero de hemécias extravasculares (figura 5a) & o rompimento de
pequenas vénulas (figuras 5¢ e d) que identificam hemorragia foi por nés
verificada com o uso do veneno de B fanceolatus, e também por outros
pesquisadoras em relagédo aos venenos de B fararacussu (Moura da Silva e
col., 1981), B. insularis (Selistre e col., 1 980; Cogo e col,, 1993), B. jararaca
(Kamiguti @ col, 1991), e a alguns venenos de serpentes da Costa Rica,
pertencentes ao género Bothrops (Gutiérrez e Chaves, 1980). Nossos resultados
também estio de acordo com Garcia Leme (1979), o qual afirma que hemorragias
sempre ocorrem apos uma lesdo vascular intensa. Isso, segundo Chsaka (1979)
e Ownby {1982}, ocorre por agdo de hemorraginas que afetam drasticamente a
integridade dos vasos capilares, As hemorraginas presentes nos venenos de
serpentes s@o responséveis pela hemorragia local em pacientes envenenados
{(Warrell e col., 1977; Ohsaka, 1979) e ja foram detectadas em algumas espécies
do género Bothrops como B. jararaca (Mandelbaum e col.,, 1976), B. neuwieds
{Mandelbaum e col., 1984), e B. moojeni (Assakura e col., 1985).

A atividade edematogénica e o aumento de permeabilidade vascular
induzidos pelo veneno de B. lanceolaius, quando comparados com agueles
induzidos pela carragenina (100 pg/pata, 2 horas apos o esimulo: edema=30 mg e
permeabilidade vascular= 3pg/g tecido) em nosso laboratério, nos alertaram para
a ocorréncia de discreta atividade edematogénica apresentada por este veneno.
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Esse fato nos levou a verificar se o uso de um vasodilatador seria capaz de
potencializé-la, j@ que & conhecida z capacidade dos vasodilatadores em
promoverem sinergismo no edema inflamatorio (Williams e Peck, 1977; Williams,
1979). De fato, quando injetamos o veneno de B. lanceolatus seguido do
vasodilatador, iloprost, houve uma potencializac8o de ambas as respostas
{figura 6), mostrando que estas parecem depender da ag&o de vasodilatadores, o
que foi demonstrado em relagdo ao neuropeptideo ‘“calcitonin-gene-related-
peptide” - CGRP - (Brain e Williams, 1885, Antunes e col, 1992) e 3
prostaglandinas (Williams e Morley, 1973: Williams e Peck, 1977; Teixeira e col.,
1993).

A potencializag@o do edema e do aumento de permeabilidade vascular
provocados pela presenca do vasodilatador nos permitiram averiguar se essas
atividades seriam ou ndo inibidas com o uso de substancias anti-inflamatérias.
Como mostra a figura 7, os citados praocessos, induzidos pelo veneno de
B. lanceolatus n&o foram inibidos nem por ciproheptadina, nem por mepiramina,
sugerindo a ndo participacdo de serotonina e histamina no desenvolvimento do
edema inflamatério, o que também foi visto com o venenc de B. Jjararaca (Trebien
e Calixto, 1989; Perales e col, 1992). Ao contrario, Lomonte e col, (1990)
verificaram que uma lectina isolada do veneno de B, godmani induz edema por
acho destas aminas biogénicas, as quais ainda sdo apontadas por Rothschild e
Rothschild {1979) como responsdveis pefo edema e aumento de permeabilidade
vascular induzidos por alguns venenos de serpentes, e que, segundo Garcia
Leme e Wilhelm (1975), quando testadas em ratos induzem aumento de
permeabilidade vascular,

Tendo Lobo de Aradjo e col., (1994) isolado a fosfolipase Az presente no
veneno de B. lanceolatus, utilizamos a dexametasona na tentativa de inibirmos o
edema e o aumento de permeabilidade vascuiar induzidos por este veneno, ja que
fosfolipases sdc importantes no desenvolvimento da inflamac@o (Pruzansky e
Vadas, 1991). Como mostra a figura 9, a dexametasona inibiu efetivamente estas
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atividades, o que também foi verificado por Perales e col., (1992) para o veneno
de B. jararaca. Tal inibicdo poderia ser explicada pela formagéo de lipocortina
(Blackwell e col., 1980; Hirata, e col., 1980), gue inibiria & fosfolipase (Di Rosa e
col., 1985) e consequentemente a biossintese de eicosanodides (Carnuccio e col.,
1980; Hirata, 1981; Blackwell & col., 1982) e o fator ativador de plaguetas - PAF -
{Rang e Dale, 1993). Nao podemos esquecer que a dexametasona também pode
ter inibido a migraco de leucdcitos (Flower e Dale, 1994), ja que células
polimorfonucleares (PMN) contribuem para o desenvolvimento de edema {Rang e
Dalle, 1989) e estdo presentes naquele induzido pelo veneno de B. lanceolatus.

A participacio de diferentes metabélitos do Acido araquidbnico no
desenvolvimento de edema por alguns venenos de serpentes ja é conhecida
{Vishwanath e col, 1987; Haworth e col., 1988; Trebien e Calixto, 1989). Para
tanto, utilizamos a indometacina, no sentido de verificar se havia participacéo da
ciclooxigenase. Como mostra a figura 9, a indometacina inibiu o edems
produzido pelo veneno de B lanceolatus e ndo alterou © aumenio de
permeabilidade vascular. O edema induzido pelo veneno de B jararaca
(Trebien e Calixto, 1989; Perales e col., 1992} e pela PLA2 do veneno de Nagja
ngja {Haworth e col., 1988) também foi inibido pela indometacina, A ineficacia da
mdometacina em inibir ¢ aumento de permeabilidade vascular pode estar
retacionada ao fato de que apenas os vasodilatadores {prostaglandinas) seriam
inibidos, ficando livres aqueles mediadores responsaveis pelo aumento de
permeabilidade vascular (LTB4, e C5a) (Williams e Morley, 1973: Williams e peck,
1977, Williams 1979) ou falvez porque esta substancia ndo exerce efeito
significativo sobre o actmulo celular (Rang e Dale, 1983). Compostos anti-
inflamat6rios ndo esteroidais (AINE) inibem a ciclooxigenase e, portanto, a
sintese de prostaglandinas (Foster e col., 1983). Isso nos da suporte para
conciuirmos que o edema e o aumento de permeabilidade vascular induzidos pelo
veneno de B. Janceolatus dependem da acdo de vasodilatadores, lembrando que
U iloprost, como anteriormente descrito, também potencializou essas atividades,
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Como mostra a figura 9, o BW A4C inibiy apenas o aumento de
permeabilidade vascular induzido pelo veneno de & lanceolatus e ndo foi
totalmente eficaz com relagfo ao edema. Acraditamos que a inibicdo de 44% da
permeabilidade vascular seja insuficiente para impedir o extravasamento de
fluidos responséveis pela formagdo do edema. Embora nossos resultados ndo
estejam de acordo com aqueles obtidos para os venenos de Phoneutria
nigriventer (Marangoni e col., 1993) e B, Jjararaca (Perales e col,, 1992) guanto ac
aumento de permeabilidade vascular, onde os inibidores de lipoxigenase ndo
foram efetivos, nos apoiamos nas evidéncias de que os leucolrienos possuem
propriedades inflamatérias (Ford-Hutchinson e col., 1980) e sdo quimiotaticos
para neutrdfilos. Os leucotrienos ainda poderiam atuar conjuntamente com
prostaglandinas na fase celular da resposta inflamatoria (Vedmore e Williams,
1981; Bray e col.,, 1983 Williams, 1983; Kuehl e col.,, 1984) no homem e em
animais (Higgs e col, 1988) e sdo apontados como os principais responsaveis
pela resposta inflamatdria desenvolvida em camundongos (Young e col., 1984)
que sao altamente sensiveis a estas substancias (Griswold e col., 1986).

Os inibidores tanto de ciclooxigenase como de lipoxigenase apresentam
efsito anti-inflamatério qualitativamente diferente de inibidores seletivos de
ciclooxigenase (Higgs e col, 1879); por isso, utilizamos o acido
nordihidroguaiarético (NDGA), responsével pela inibigdo simultanea de ambas as
vias. Como mostra a figura 9, © NDGA inibiu 0o edema e o0 aumento de
permeabilidade vascular induzidos pelo veneno de B. lanceolatus em
camundongos, comprovando © envolvimento de metabdlitos do  Acido
argquiddnico nessas atividades. Resultado semelhante foi obtido por Perales e
col. {1992), que obtiveram inibic&io do edema induzido pelo veneno de B, Jararaca
com o BW 755C, também em camundongos.

Sendo o PAF reconhecido como um mediador imporfante da resposta
inflamatdria (Williams, 1979, 1983; Samuelsson, 1983: Davies e col.,, 1984;
Humes e col, 1989), averiguamos sua possivel participacdc no processo
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irflamatdrio induzido pelo vensno em estudo. Como mostra a figura 7, o WER
2088, antagonista de PAF {Casals-Stenzel e col, 1987), ndo inibiu 0 edema, nem
0 aumento de permeabilidade vascular induzidos pefo veneno de B. lanceoiatus,
indicando que provavelmente o PAF nao esta envolvido na etiologia do edema
induzido por este veneno. 0 mesmo também foi verificado com o0s venenos de
Phoneutria  nigriventer (Marangoni e col., 1993) e B. Jararaca (Perales e col.,
1992}

O estudo da participagio de vérios mediadores inflamatérios no edema de
pata e aumento de permeabilidade vascular induzidos pelo veneno de
B. lanceolatus em camundongos mostrou que a mepiramina, a ciproheptadina e o
WEB 2086 nfo inibiram o edema e o aumento de permeabilidade vascular
nduzidos por este veneno, sugerindo a ndo participacéo de histamina, serotonina
& PAF na origem destas respostas. Por outro lado, quando drogas que interferem
no metabolismo do 4cido araquiddnico, como dexametasona, inibidor de
ciclooxigenase - a indometacina - o inibidor de lipoxigenase - BW A4C - o
inibidor de ambas ciclooxigenase e lipoxigenase - NDGA - |, foram usados, todos
causaram significante inibicdo da atividade edematogénica e/ou do aumento de
permeabilidade vascular induzidos pelo veneno de 8 lanceo!étus, demonstrando
o envolvimento de metabdlitos do acido araquiddnico na origem dessas
atividadss.
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6 - CONCLUSAO

Utilizando o edema de pata como modelo da resposta inflamatéria induzida
pelo veneno de B. lanceolatus, concluimos que a atividade edematogénica ocorre
de forma tempo dependente, com efeito maximo duas horas apés o estimulo e é
acompanhada pela formacdo de infiltrado leucocitario, principaimente neutrdfilos,
entre 0s feixes de fibras musculares. Diante da dose de 250 ng/pata, ocorreu de
forma moderada e com auséneia de hemorragia. Essa atividade edematogénica
ainda € potencializada com o uso do vasodilatador itoprost e depende de uma
interagdo sinérgica entre mediadores responsaveis pela vasodilatagdo e pelo
aumento de permeabilidade vascular. A citada atividade parece envolver
metabélitos do &cido araquiddnico, como prostaglandinas e leucotrienos. Aminas
biogénicas (histamina e serotonina) e fafor ativador de plaquetas (PAF) parecem
néo desempenharem papel relevante.
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7 - ABSTRACT

The ability of snake venoms to increase vascular permeability and to
induce oedema through the release of pharmacologically active substances is
well known. This thesis investigates the inflammatory response (oedema and
- vascular permeability) induced by the venom of Bothrops lanceolatus (BLV) in
male Swiss white mice (20-30g). Paw cedema was induced by the subplantar
infection of BLV (125-1000 ng/paw) and was quantified as the increase in paw
weight. Changes in vascular permeability were assessed by measuring the
amount of Evans blue dye extravasation. Oedema and the increase in vascular
permeability were maximal within two hours and had resolved after 24h. The
administration of Hoprost (20 ng/paw) immediately after BLV potentiated the
gedema and increased the vascular permeability by approximately 400%. Pre-
treating the mice with indomethacin (5 mg/kg), dexamethasone (1 mg/kg), NDGA
{100 mglkg), or BW A4C {50 mg/kg) inhibited the BLV-induced ocedema (by 43%,
59%, 28% and 43%, respectively) and the increase in vascular permeability (by
0%, 56%, 48%, and 44%, respectively). in contrast, histamine, serotonin, and
PAF-acether antagonists [mepyramine (6 mg/kg), cyproheptadine (5 mg/kg), and
WEB 2086 (50 mg/kg), respectively)] were not effective. In histological sections,
the venom (250 and 500 ng) was observed 1o cause thickening of the inner
dermal layers which was accompanied by the presence of large intercellular
spaces indicative of ocedema. In addition, there was a marked infiltration of
inflammatory cells, particularly neutrophils, into the underlying muscle layer. The
latter, however, remained morphologically unaffected during the three hours of
observation. Venom doses of 500 ng or more produced intense hemorrhage in the
paw. These results indicate that BLV-induces oedema and increases vascular
parmeability in the mouse paw as confirmed by histological examination of the
iniected paws. The principal mediators of this inflammation response are
cyclooxygenase and lipoxygenase products.
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