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RESUMO

No presente trabalho se estuda a resposta inflamatéria induzida por venenos de 3
serpentes de género Bothrops (B. jararaca, B. neuwiedi e B. moojeni) em estagios distintos de

desenvolvimento, utilizando-se os modelos de peritonite & edema de pata.

Os venenos de Bothrops mogjeni (VBM), Bothrops jararaca (VBJ), Bothrops
neuwiedi (VBN) induzem migracio de neutréfilos, de maneira dose-dependente, para a
cavidade peritoneal de ratos, com diferentes graus de intensidade, devido, provavelmente, a
variagdes interespecificas existentes entre eles. O veneno de VBM se mostrou mais potente
em causar peritonite. A inibicdo deste fendmeno pelo pré-tratamento dos ratos com
dexametasona ¢ NDGA sugeriu que derivados do 4cido araquiddnico, principalmente
derivados  lipooxigenados, possam estar participando da resposta quimiotatica para
neutréfilos. Verificou-se, também, que o tratamento pelo calor (90° C por 10 min) causou
significante redugfio -da atividade, sugerindo a presenga de um(s) componente(s)

termoldbel(eis) nos venenos brutos.

O uso de venenos de serpentes jovens mostrou acentuada diferenga no efeito
quimiotatico para neutréfilos, em relagdo aos venenos de serpentes adultas. A migracdo de
neutr6filos para a cavidade peritoneal de rados induzida por venenos de serpentes jovens foi,
em média, 5 vezes menor. Os VBJ, VBM e VBN de serpentes jovens e adultas induziram uma
resposta edematogénica dose-dependente, com efeito méximo obtido apds inje¢do de 10 pg de

veneno/pata. Nesta dose, os venenos de serpentes adultas mostraram-se equipotentes,



entretanto, nas doses menores, diferengas de intensidade puderam ser observadas. O VBM se
mostrou mais ativo que o VBJ e VBN. Com os venenos de serpentes jovens, o VBN mostrou-
se mais efetivo em induzir uma resposta edematogénica, enquanto 0 VBM e VBJ se

mostraram equipotentes.

O estude do curso temporal do edema de pata, com a dose de 10 ug de
veneno/pata, mostrou que o efeito edematogénico méximo, induzido por veneno de serpentes
adultas, ocorreu na primeira hora para os VBJ e VBN e nos 30 minutos iniciais para 0 VBM.
Por outro lado, para os venenos de serpentes jovens, o pico do efeito ocorreu 15 minutos apds
a infecgfio dos venenos. O edema local, em todos casos, persistiu até a quarta hora apls 4a

ijecdo do estimulo,

Os pré-tratamentos dos ratos com dexametasona, NDGA e metisergida inibiram o
edema de pata induzido por VBJ, VBM e VBN jovens e adultos. A meclizina foi efetiva para
os VBM jovens e adulto, VBJ jovem e VBN adulta. A indometacina inibiu apenas o edema

induzido por VBJ jovem.

Como a quantidade de proteina total presente nos venenos de serpentes jovens €
adultas se mostraram equivalentes, diferen¢as de atividade devem refletir alteracdes

qualitativas nos venenos.
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l. INTRODUGCAO

1.1 Fendmenos vasculares da reagao inflamatéria

Como resultado de uma injuria, trauma ou infec¢do do tecido, uma complexa série
de reacOes sdo desencadeadas com o intuito de prevenir a progressdo da lesdo, isolando ou
destruindo o agente lesivo e ativando processos de reparo, que sio necessérios para retornar o
organismo a sua fungiio normal. Estes processos homeostiticos sio conhecidos como

inflamacdo.

Essa resposta do organismo, ou mais especificamente, dos tecidos vascularizados,
manifesta-sc de maneira estereotipada, isto §é, a resposta obedece a um padrdo semelhante,
independente da natureza do estimulo. Apesar disso, podem ocorrer pequenas variagdes
dependendo do agente lesivo, das caracteristicas do tecido ou do orgdo afetado ¢ da
coexisténcia de estados patolégicos (ROCHA E SILVA, 1978; SEGDWICK &
WILLOUGHBY, 1985).

Apés o desencadeamento da reagfo inflamatdria observa-se uma primeira fase,
denominada fase aguda. A seguir, a reagfio pode cronificar-se, dependendo do estimulo ser ou
ndo persistente, ou, entdo, ocorrer a resolugfio do processo devido a eliminagfio dos agentes

causadores (SEDGWICK & WILLOUGHBY, 1985).



Durante o desenvolvimento da fase aguda ocorrem fendmenos vasculares e
celulares que levam a0 surgimento dos quatro sinais cardeais da inflamagio, calor, dor, Tubor
e tumor, descritos por Cornelius Celsus, no inicio da era cristd. A perda de fungéo do tecido,
ou érgdo lesado, foi introduzida posteriormente como o quinto sinal cardeal, por Virchow

{citado em: ROCHA E SILVA, 1978; SEDGWICK & WILLOUGHBY, 1985).

A resposta inflamatéria estd intimamente ligada ao processo de reparo. Na
inflamagdo ocorre destruigdo ou isolamento do agente lesivo e na reparagio, tanto quanto
possivel, ha o restabelecimento da normalidade. Neste processo ocorre substituigio do tecido
lesado por células da mesma linhagem daquelas injuriadas ou por células do tecido conjuntivo
(tecido cicatricial), ou ainda, uma combinagdo destes fendmenos. No entanto, a substitui¢io
do tecido original pelo cicatricial pode comprometer a fungfo do érgdo, €, dependendo da

extensdio da substituigdo, pode inclusive ocasionar a perda de sua fungio (GLYNN, 1978).

O aumento do fluxo sangiiineo na 4rea lesada, devido a dilatagio e
engurgitamento dos capilares € arterfolas, bem como o recrutamento de uma nova parcela
desses vasos, que normalmente estio hipofuncionantes, causam aumento de fluxo sangitineo

(eritema ou rubor), com elevagfio da temperatura local (calor).

A vasodilatagiic se deve 4 aglio de mediadores, preferencialmente, a nivel
arteriolar. Entre estes mediadores citam-se, entre outros, a bradicinina, a histamina, as
prostaglandinas da série E (PGE) e a prostaciclina (PGI,), sendo estes metabélitos do acido
araquiddnico os principais mediadores responséveis por este fenémeno (HURLEY, 1978;
WILLIAMS, 1984). Tem sido descrito, também uma arteriolo-dilatagio mediada pelo reflexo
axo-axonal (HUA, 1986). Nos capilares e vénulas a vasodilatagio passiva é causada,

principalmente, por distensio.

O aumento da permeabilidade a nivel venular ocasiona o extravasamento de
proteinas para os tecidos, 0 qual somado ao aumento da pressio de filtragio, devido 2
vasodilatagdo, leva a formagio de edema (turﬁor). O aumento de permeabilidade se deve a
acdo de mediadores inflamatérios sobre as células endoteliais venulares, induzindo a

contragio das mesmas, com surgimento de solugho de continuidade entre elas. Isto permite a



passagem para o intersticio de substancias de alto peso molecular (proteinas, por exemplo), as
quais so filtradas em condigdes fisiologicas. A lista de mediadores que séo liberados na
reago inflamatéria e que induzem aumento de permeabilidade é muito extensa (WILLIAMS,
1984; MAINO, 1985), Enire estes mediadores estio: cininas, histamina, serotonina,
leucotrienos, PAF-aceter, C5a (quinto componente do sistema complemento ativado) e
substancias liberadas localmente das terminagGes nervosas (taquicininas e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina) (WILLIAMS, 1984; HUA, 1986). O exsudato formado
permite a liberagdo de maior quantidade de mediadores de origem plasmatica e celular, como
a bradicinina, fatores de coagulagdo e fibrinoliticos, componentes do complemento, ¢itocinas,.
o que amplifica o processo. Além disso, formam-se fatores que opsonisam os agentes
injuriantes e fatores que induzem migragiio de células de defesa. A rede de fibrina que se
forma no local inflamado impede a disseminagio dos agentes lesivos (bactérias

principalmente) e serve de suporte para a migrag&o celular (WILLIAMS, 1984).

Na inflamagfo a dor se deve & estimulagfo dos nociceptores por mediadores
quimicos, tais como, bradicinina e histamina. Normalmente estes mediadores, nas
concentragbes em que sdo liberados no foco inflamatdrio, somente despolarizam estes
receptores quando seus limiares de excitabilidade encontram-se diminuidos. Esta redugdo do
limiar de excitagdo, denominada hiperalgesia, ¢ ocasionada por derivados do 4cido
araquidénico (PGE,, PGIl,, PGD,) e por aminas simpaticomiméticas (dopamina,
principalmente). Drogas que bloqueiam a liberagao e/ou as agdes destes mediadores inibeﬁ a
dor inflamatdria (FERREIRA, 1985; LORENZETTI & FERREIRA, 1985; NAKAMURA &
FERREIRA, 1987).

| No espectro de reagdes sistémicas da inflamagdo, duas respostas fisioldgicas, em
paﬂicular, estdo associadas com a reagéio de fase aguda (RFA). A primeira envolve 2 alteragdo
no centro hipotaldmico regulador da temperatura corporal, gerando uma resposta febril
(DINARELLO et al., 1991). A segunda envolve alteracdes no metabolismo e regulagdo génica
do figado (KOJ, 1985). Viérias citocinas liberadas no sitio da lesfio inflamatéria (IL-1, TNF,
IL-6 ¢ IL-8), estio envolvidas na regulagiio da resposta febril, possivelmente como um

mecanismo de protegdo. Estas citocinas, exceto IL-8, mediam a febre através da indugdo da



sintese de prostaglandinas da série E, (DINARELLO, 1988; DINARELLO, 1991). Ao mesmo
tempo, a IL-1 e IL-6 podem agir diretamente induzindo a liberacdo de ACTH, com
subsequente produgfio de cortisol ou corticosterona (BAUMANN & GAULDIE, 1994). Isto
promoveria um feed-back negativo, uma vez que os corticostersides inibem a expressio
génica das citocinas. Outro evento sistémico associado ao processo inflamatério & a elevagdo
dos niveis plasméticos de uma série de proteinas, caracterizadas conjuntamente como
proteinas de fase aguda (BILLINGHAM & GORDON, 1976). O figado & o principal alvo dos
mediadores inflamatdrios sistémicos, e ¢ também o érgfo responsavel pela determinacio dos
niveis de metabélitos essenciais providos ao organismo durante os estagios criticos de stress.
Além disso, o figado supre a necessidade de componentes para a defesa imediata no sitio da
reagdo inflamatéria, bem como limita a lesdio tecidual, eliminando agentes prejudiciais e
estimulando o tecido de reposi¢do. O aumento da concentragdo sérica destas proteinas deve-se
a uma maior atividade de sintese hepatica. A resposta do figado é caracterizada por
proeminentes mudangas no transporte de fons e metabélitos, na atividade de muitas vias

metabdlicas e na estimulagfio de proteinas de fase aguda (BAUMANN & GAULDIE, 1994).

O grupo de mediadores que alteram, na RFA, a expressio génica de proteinas de
fase aguda, em hepatdcitos, pertencem a quatro grandes categorias: 1. tipo IL-1 (IL-1a, IL-18,
TNFa e TNF); 2. tipo IL-6 (IL-6, IL-11, LIF, oncostatina M (OSM) e fator neurotréfico
ciliar (CNTF)} ); 3. glicocorticoides; 4. fatores de crescimento (insulina, fator de crescimento
de hepatocitos, fator de crescimento de fibroblastos). As citocinas agem como primeiros
estimuladores da expressfio génica das proteinas de fase aguda, enquanto as glicocorticoides e
fatores de crescimento atuam como moduladores das acdes das citocinas (BAUMANN &

GAULDIE, 1994).



1.2 Fendmenos celulares da reagao inflamatoéria.

As células mais comumente associadas ao inicio da cascata de eventos da resposta

de fase aguda da inflamagdo sdo os macrofagos dos tecidos ou monécitos sangiiineos.

Tem sido demonstrado que os macréfagos residentes participam do
desenvolvimento de vdrios eventos descritos como de fase aguda. Recentemente sugeriu-se
que os macréfagos residentes podem ser considerados como células de alarme (FERREIRA,
1980), ou seja, sfo responsaveis pela iniciagdo da mobilizagdo de neutrdfilos da circulagio
para as regides de injiiria, bem como pelo desencadeamento de outros eventos inflamatérios,
como edema e dor (CUNHA & 15ERREIRA, 1986). Outros eventos tais como degranulagio de
mastocitos e indugdo da agregagio plaquetdria, podem também resultar na liberagdo de
mediadores que sfo quimiotaticos para macréfagos e monécitos. Os macréfagos ativados
liberam um amplo espectro de mediadores, dos quais a Interleucina 1 (IL-1) e o Fator de
Necrose Tumoral (TNFe), parecem ser especialmente importantes no desencadeamento das
proximas etapas da reagéo inflamatoria. Estas citocinas agem causando a liberagso de tipos
secunddrios de citocinas (BAUMANN & GAULDIE, 1994). Como resultado, moléculas
quimiotaticas para neutréfilos, tais como IL-8, emergem para o local (BAUMANN &

GAULDIE, 1994).

Foi recentemente demonstrado que, apds a migragfio, leucécitos tornam-se

sintetizadores e liberadores de citocinas no tecido alvo (LLOYD & OPPENHEIN, 1992).

Nos estdgios iniciais da maioria dos processos inflamatérios, a célula leucocitaria
predominante no foco € o neutrofilo. Com o passar do tempo surgem, progressivamente,
outros tipos celulares. Atualmente, acredita-se que o retardo no aparecimento dos macréfagos
se deve ao fato dos mondcitos migrarem em velocidade menor do que a dos neutrofilos. A
resposta mais precoce dos neutréfilos circulantes, na vigéneia de um processo inflamatério
localizado, € a sua adesfio & parede do endotélio venular. Virios mediadores inflamatérios,

entre 0s quais a IL1, TNFa , leucotrieno B4, PAF-aceter e C5a, aumentam a adesividade entre
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os neutrdfilos e as células endoteliais dos vasos. Uma vez aderidos, os neutréfilos migram
através da parede das vénulas ¢ se dirigem ao foco de lesdo. A liberagiio de substincias
quimiotéticas, formando um gradiente entre a lesio e os vasos, ¢ fundamental para que o

processo ocorra (HARKNESS, 1981).

Os estudos sobre as substincias quimiotiticas envolvidas na migragdo dos
neutrofilos para o foco inflamatério ainda nio sfio conclusivos, existindo inclustve resultados
contraditorios. A participago de fragmentos do sistema complemento estimulando a mi gragao
de polimorfonucleares para o foco inflamatério é bem conhecida, Existem extensas revisdes
demonstrando que na vigéncia de certas reagdes inflamatérias ocorre ativagio do sistema
complemento, com liberagdo do fragmento C35a que é quimiotético para neutrofilos

(WILKINSON, 1978; MACMILLAN & FOSTER, 1988; YANCEY, 1988).

O leucotrieno B, (LTB,), um metabdlito do 4cido araquidénico, formado por acdo
das enzimas lipooxigenases, apresenta também, potente atividade quimiotatica para
neutrofilos. Além desta, outras substdncias sdo descritas como quimiotticas para estas
células, entre as quais , 0 PAF-aceter, a calicreina, fibrino-peptideos, fragmentos da parede de
bactérias, peptideos sintéticos (FMLP), linfocinas e monocinas (ALTMAN, 1978; SMITH et
al., 1980; REYNOLDS, 1983; WILKINSON, 1984; FANTONE, 1985; BEUTLER &
CERAMI, 1986). Estes dados demonstram claramente que a migragio de neutrofilos &
multimediada, ou seja, varios mediadores liberados no foco inflamatério sio quimioatraentes

para estas células.

Ainda, em relagdo 4 migragfo de neutréfilos para o foco inflamatério, SOUZA et
al., em 1988, demonstraram que a migragio deste tipo de célula para a cavidade peritoneal de
rato induzida por carragenina, endotoxina ou zimosan sio reduzidas apés deplecdo aos
macr6fagos peritoneias, através de lavagem desta cavidade, ou‘potencializadas se a populagéo

de macréfagos for aumentada, através de administragdes prévias de tiogludato.

Fatores quimiotaticos para neutréfilos, obtidos de macréfagos alveolares de
diversas espécies, incluindo o homem, foram demonstrados por vérios autores. Estes fatores

sdo obtidos apos estimulagio destas células com diferentes estimulos, tais como: LPS, latex,
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complexos imunes de imunoglobilinas (Igs), zimosan, bactérias, etc. (HUNNINGHAKE et al.,
1978; DAUBER & ALISON, 1980; PENNINGTON et al., 1985; MARTIN et al., 1987; LEE,
1987). CUNHA et al., em 1986 demonstrou que macréfagos obtidos da cavidade peritoneal de
ratos, quando estimulados com LPS, liberam no sobrenadante, um fator (denominado MN CF),
que ¢ capaz de induzir a migragdo de neutrofilos, quando injetado no periténeo de ratos
normais. A existéncia destes fatores corroboram o conceito de macréfagos como “células de

alarme” (FERREIRA, 1980).

1.3 Diversidade bioquimica e de atividade em venenos ofidicos

Cerca de 15% das aproximadamente 2500 - 3000 espécies de serpentes conhecidas
s&0 venenosas, € podem ser taxonomicamente classificadas em cinco familias: Viperidae,
Llvialidae, Llapluae, Hydropmidae e Colubnidae (MENGDEN, 1983: MEHRTENS, 1987).
Destas, as Viperidae, Crotalidae e Elapidae so de maior importincia médica (WARREL &
FENNER, 1993). |

O veneno das serpentes ¢ produzido por um par de glindulas exécrinas
especializadas, situadas na boca (KOCHVA, 1987), e € uma complexa mistura de moléculas
de natureza quimica diversa (JIMENEZ-PORRAZ, 1970; TU, 1977). Através de técnicas
bioquimicas de separagéo, cerca de 70 peptideos podem ser detectados em um Unico veneno
(PERKINS et al., 1993). Uma melhor caracterizagiio dos componentes dos venenos, inclui
proteinas (com ou sem agfio enzimatica) e peptideos, com ampla variagfio de agdes
farmacologicas e téxicas. Historicamente, os venenos tem sido classificados de acordo com
atividade farmacolégica predominante, como neurotéxico, hemorragico, coagulante e outras.
Contudo, esta caracterizagdo ¢ muito simplista ¢ incorreta de acordo com conhecimentos a
respeito da complexidade e heterogeneidade dos venenos das diferentes espécies (RUSSEL et
al., 1975).
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As diferentes atividades dos venenos de serpentes podem ser atribuidas a
componentes ou toxinas especificas, embora seja possivel que diferentes toxinas possam agir
sinergisticamente na indugdo de um efeito, e uma determinada toxina pode ter mais que uma

acfio (JIMENEZ-PORRAZ, 1968, 1970; KINI & IWANAGA, 1986).

1.3.1. Diferencas interespecificas

A sistematizago do estudo da diversidade dos venenos de serpentes iniciou-se
com BRAZIL (1901) e BRAZIL & PESTANA (1909), paralelamente ao estudo da
soroterapia. Nestes trabalhos os autores relatam as diferencas bésicas entre os venenos dos trés
principais géneros que ocorrem no Brasil, definidos na época como Elaps (Micrurus),
Crotalus, Lachesis (Bothrops). As variagSes nos venenos de espécies botrdpicas sdo descritas
desde mudangas na cor, até diferencas nas acdes bésicas como hemolise, coagulacio,
toxicidade, etc.. GONCALVES & VIEIRA (1950) analisaram o perfil eletroforético de
diferentes espécies do género Bothorops e Crotalus (B. Jararaca, B. atrox, B. moojeni, B

jararacussu e Crotalus durissus), encontrando um perfil diferente para cada espécie.

JONES (1976) comparou os venenos de trés espécies de Agkistrodon: A.
contortrix, A. piscivorus, A. bilineatus e verificou que os padrdes eletroforéticos variavam
geograficamente, tanto inter como intra espécies, e concluiu que algumas bandas
eletroforéticas podem ser utilizadas como instrumento taxondmico. YOUNG et al., (1980}
comparou as proteinas dos venenos de subespécies de Crotalus viridis e obteve resultados
que, juntamente com dados morfoldgicos, poderiam ser utilizados para formar um quadro
mais completo das relagSes filogenéticas entre as espécies estudadas. Estas variagdes
observadas entre os venenos de serpentes podem ser dependentes de muitos fatores, tais
como: origem geogréfica, sazonalidade, sexo, alimentagfio, idade e variagdo individual

(WILLEMSE, 1978).
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1.3.2, Diferengas intraespecificas

Com relagdo ao estudo do veneno de serpentes jovens os artigos datam de 19286,
Nesta época, eram voltados para a verificagiio da presenca ou ndo de veneno nas glandulas dos
filhotes. J4 TRINQUIER & CECCALDI (1948), compararam o poder tdxico das glandulas de
veneno de Bitis gabonica e Bitis nasicornis recém nascidas, encontrando maior capacidade

téxica nos filhotes de B. gabonica.

A toxicidade letal dos venenos de filhotes foi determinada por varios autores
(FIERO et al., 1972; MINTON, 1967; THEAKSTON & REID, 1978; GUTIERREZ et al,,
1986; MEIER & FREYVOGEL, 1980; LOMONTE et al., 1983). Todos os resultados obtidos,
para qualquer género ou espécie de serpente, mostraram que o veneno dos filhotes possui

maior toxicidade que o dos adultos.

MINTON (1975) seguiu a toxicidade do veneno de uma serpente Crofalus atrox
durante o periodo de vinte anos (cinco coletas). Na primeira amostra de veneno coletada,
obteve uma DL, de 11,65 mg/kg, enquanto que na tltima amostra o valor encontrado foi de

28,00 mg/kg.

A primeira observagdo de que acidentes com serpentes jovens diferiam dos

acidentes com serpentes adultas, no Brasil, é de CASAL (1817).

ROSENFELD et ali. (1958) investigaram o paralelismo entre as atividades
coagulante e proteolitica dos venenos botrépicos, encontrando para Bothrops jararaca uma
variagdo muito grande na atividade coagulante entre jovens e adultos. RIBEIRQ & JORGE
(1987), num estudo retrospectivo (1981 - 1985) de prontuarios de acidentes por B. Jararaca
adultas e filhotes, mostraram que nos acidentes causados por serpentes jovens, o que mais
comumente ocorria eram, alteragdes na coagulagio sangitinea. KOUYOUMDIJIAN et al.
(1987) relataram acidentes ofidicos causados por B. moojeni, correlacionando o quadro clinico

com o tamanho das serpentes. Um tempo de coagulagio prolongado foi encontrado
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igualmente nos dois grupos, porém os efeitos locais foram muito mais graves nos acidentes

causados por serpentes adultas.

FURTADO (1987) em um estudo com B. moojeni, em diferentes idades,
demonstrou que: os teores protéicos mantém-se constante nas diferentes idades; ocorrem
variagBes qualitativas dos componentes protéicos dos venenos nas diferentes idades; a
atividade coagulante sobre o plasma humano é mais intensa com o veneno de serpentes
jovens, diminuindo a agéo a partir de 20 meses de idade, época concordante com a maturagio
sexual desta espécie; os venenos de serpentes jovens sio mais tdxicos, diminuindo -

progressivamente a toxicidade com o desenvolvimento das serpentes.

1.4. Venenos botrépicos e inflamagao

A reago inflamatéria localizada € a principal caracteristica do envenenamento por
serpentes do género Bothrops (ROSENFELD, 1971 SAWAIL 1980). Venenos botrépicos sdo
capazes de induzir vérios efeitos locais que sdo caracterizados por vasodilatagéo, edema,
hemorragia e dor. Estes sinais sdo similares aos observados na reagio inflamatéria aguda
(GUTIERREZ & LOMONTE, 1989; TREBIEN & CALIXTO, 1989) e sua gravidade estd
diretamente relacionada com a quantidade de veneno injetada, bem como com o local da
picada (ROSENFELD, 1971). Em adi¢8o a estes sintomas, existe um componente celular
associado ao envenenamento botrépico, levando a formagiio de um infiltrado inflamatério,
como foi descrito para B. asper (GUTIERREZ et al., 1986). Ha, contudo, pouca informagio

sobre os mecanismos da migragdo de leucécitos induzida por estes venenos.

Além do componente celular da inflamagio (GUTIERREZ et al, 1980;
GUTIERREZ et al., 1986), um consideravel efeito edematogénico € observado apés injegdo
do veneno dessas serpentes, tanto em casos de acidentes ofidicos em humanos, como em
animais de laboratério (ROSENFELD, 1971; BOLANOS, 1974; GUTIERREZ et al., 1986).

O edema pode indiretamente contribuir para outras agdes lesivas dos venenos, causando
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compressdo do tecido e isquemia (LOMONTE et al., 1993), estando, em parte, relacionado
com a capacidade destes venenos liberarem aminas biogénicas, incluindo serotonina e
histamina (ROTHSCHILD & ROTHSCHILD, 1979). A participagio de outros autacbides
também tem sido relatada, entre eles a bradicinina, potenciando a atividade de outros
mediadores da inflamag¢do (ROCHA E SILVA et al,, 1949; FERREIRA, 1965), causando um
significativo aumento da permeabilidade vascular (VARGAFITG et al., 1974) e da
conseqliente resposta edematogénica. A hemorragia induzida pelo veneno é causada por
proteinas especificas (hemorraginas), que tém sido caracterizadas em varias espécies
incluindo Bothrops jararaca (MANDELBAUM et al., 1976), B. neuwied; (MANDELBAUM
et al, 1984) e B. moojeni (ASSAKURA et al., 1985). Esta e outras enzimas do veneno
(fosfolipases e algumas proteases) podem estar envolvidas na formagéo de edema, via aglio
direta sobre células endoteliais ou sobre a ativa¢iio da cascata do complemento (GUTIERREZ
& LOMONTE, 1989). Dependendo do tempo transcorrido entre o envenenamento e 0
tratamento especifico, pode ocorrer necrose, acompanhada por leucocitose ¢ neutrofilia
(KAISER & MICHL, 1971). A dor, um evento consistente em acidentes com serpentes do
género Bothrops, rapidamente difunde-se através da regido afetada (ROSENFELD, 1971) e
tem sido atribuida a liberag@o de mediadores inflamatérios, entre os quais a bradicinina ¢ a
histamina (ROTHSCHILD & ROTHSCHILD, 1979). Estas substincias sio conhecidas por
causar dor em vérias espécies animais, incluindo em humanos (NAKAMURA & FERREIRA,
1987).

Entre os vérios componentes protéicos dos venenos botropicos envolvidos na
génese e manutengdo das lesGes inflamatérias locais, tem sido sugerido que a enzima
fosfolipase A; (PLA,) desempenha um papel importante (BASAVARAJAPPA & GOWDA,
1992; FLORES et al., 1993). Em termos de génese dos mediadores do processo inflamatério,
enzimas PLA,; estdo envolvidas com a mobilizagéo do 4cido araquidénico de fosfolipideos de
membrana (HIGGS et al., 1984). Essa enzima é capaz de mimetizar vérias das alteragBes
fisiopatoldgicas induzidas pela injegdo de venenos brutos (KINI & EVANS, 1989,
BASAVARAJAPPA & GOWDA, 1992). Em geral assume-se que fosfolipases bésicas sfo

mais téxicas que as cidas e neutras (FLETCHER et al., 1980). No entanto, a toxicidade e
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outras alteragdes fisiopatoldgicas causadas por esta enzima, in vivo, podem nio estar
relacionadas a0 grau de atividade enzimatica in viro (ROSENBERG et al, 1983,
FLETCHER et al., 1980; CONDREA et al., 1981).

Tem sido demonstrado que as agBes lesivas lbcais de muitos venenos nfo é
neutralizada de forma eficaz pelos soros anti-ofidicos convencionais (GUTIERREZ et al.,
1986; ROJAS et al,, 1987). Desta forma, o estudo com drogas para controle da reagdo
inflamatéria local, para se estabelecer uma base racional da alternativas terapéuticas, ¢
fundamental. Além disso, poucos estudos comparativos, inter e intraespecificamente, estio
disponiveis, principalmente considerando-se as serpentes do género Bothrops mais comuns no

Estado de Sio Paulo.
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Il. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram estudar a migragio de neutréfilos para a
cavidade peritoneal, 0 edema de pata , em ratos, induzidos por venenos de trés serpentes do
género Bothrops (B. jararaca, B. moojeni e B. neuwiedi), em estigios distintos de
desenvolvimento (jovens e adultos). Observou-se, também o efeito do pré-tratamento com

drogas antiinflamatérias e do aquecimento dos venenos sobre essas agdes.
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Ill. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 140 e 150 g, fornecidos pelo
Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico e tiveram

livre acesso a dgua e alimentos.

3.2. Venenos

Foram utilizados venenos de Bothrops jararaca (VBI), B. moojeni (VBM) e B.
neuwiedi (VBN) jovens e adultas. Os venenos das serpentes adultas foram cedidos pelo
Departamento de Zoologia/UNICAMP (Bisélogo Paulo Roberto Manzani), Departamento de
Fisiologia/UNESP - Rio Claro (Prof. Dr. Augusto S. Abe) e Departamento de
Bioquimica/USP - Ribeirdo Preto (Bidlogo Luiz H. Anzoloni Pedrosa), respectivamente. Os
venenos das serpentes jovens, caracterizadas segundo os critérios estabelecidos por SAZIMA

(1991), foram cedidos pelo Departamento de Zoologia/UNICAMP. Todas serpentes das quais
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foram extraidos os venenos tinham como procedéncia o Estado de Sio Paulo. Os venenos

extraidos foram secos em cdmara de vicuo e mantidos em geladeira.

3.3. Migracgao de neutroéfilos para a cavidade peritoneal

Os venenos foram injetados, i.p., em doses que variaram de 10-160 pg/1 ml, por
animal. Este efeito foi comparado com a migragio induzida pela injegdo de 1,0 ml de PBS.
Apos varios intervalos de tempo (4, 8, 12, 24 e 48 horas), a cavidade peritoneal foi lavada
com 10 m! de PBS-Heparina-SAB (soro albumina bovina 3%, p/v) e, apos leve massagem do
peritdéneo, foi coletadolo maior volume possivel do lavado peritoneal. Em seguida, foram
feitas as contagens total e diferencial dos leucécitos. Para contagem total, foram diluidos 20 pl
do lavado peritoneal em 400 pl de solugfo de Turk, e a contagem das células foi feita em
cdmara de Neubauer. Feito isso, o lavado peritoneal foi, entéo, centrifugado (1500 rpm/2 min.,
a temperatura ambiente) ¢ o sobrenadante, descartado. O precipitado leucocitario foi
ressuspendido com 300 pl de SAB 3% (p/v). A partir desta suspensio celular foram realizados
esfregagos, corados com corante Rosenfeld e, em seguida, foi procedida a contagem
diferencial, em microscépio éptico (objetiva de imersfio). Os resultados foram eXpressos em

nimero de neutrofilos/cavidade (SOUZA & FERREIRA, 1985).

3.4. Edema de pata

O edema de pata em ratos foi quantificado por pletismografia (WINDER et al.,
1957). Apbs anestesia dos animais com éter, 0,1 ml da solugio de veneno, em diferentes
concentragGes (4, 20, 100 pg/ml), foi injetado na regido subplantar da pata posterior esquerda.
O mesmo volume de veiculo (salina 0,9%) foi injetado na pata de animais controle, O

fenbmeno foi analisado 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 horas apés a injeciio do estimulo. O aumento da
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pata foi obtido pela diferenga dos volumes antes e apds a injegio de veneno, sendo €Xpresso

em ml.

3.5. Pré-tratamento com drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: Dexametasona (0,5 mg/kg) ¢ Metisergida
(5,0 mg/kg), ambas diluidas em salina; Indometacina (2,0 mg/kg), diluida em bicarbonato de
sédio 5% € Meclizina (25 mg/kg) e NDGA (50 mg/kg) diluidas em salina e etanol absoluto,

numa proporgdo maxima correspondente a 10% do volume total.

Todas drogas foram administradas subcutaneamente 1 hora antes da injecio do
estimulo, com excegao da Dexametasona que foi administrada 2 horas antes. Os grupos de
animais controle receberam, subcutaneamente, o veiculo correspondente a cada droga. Esses
veiculos ndo causaram alteragdes estatisticamente significantes no desenvolvimento do edema
induzido pelos varios venenos. Desta forma, nos graficos estio representados os valores
controles de edema e migragdo de neutréfilos induzidos por cada veneno, apenas dos animais

pré-tratados com salina.

As medidas da migragéio de neutréfilos foram feitas sempre 4 horas apés a injecdo
de venenos das serpentes adultas. As medidas do edema de pata foram feitas 1 hora apds a

inje¢éio dos venenos das serpentes adultas e 15 minutos para os venenos de serpentes jovens,

3.6. Aquecimento dos venenos

Os venenos foram aquecidos em banho-maria a2 90° C por 10 minutos (TREBIEN
& CALIXTO, 1989), a seguir resfriados e injetados na cavidade peritoneal (80 pg/ml) ou na
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pata (10 pg/0,I ml) dos animais. A atividade migratoria ou edematogénica foi avaliada nos
tempos estabelecidos no protocolo para os pré-tratamentos e comparada com a dos venenos

n#o aquecidos.

3.7. Dosagem de proteinas

O contetido de protefnas totais dos venenos foi determinado pelo método
modificado de LOWRY (HARTREE, 1972). Uma aliquota de 0,1 ml da solugsio protéica foi
diluida em égua destilada para um volume final de 1,0 ml, ao qual foi adicionado 0,9 ml do
reagente A de Lowry (ver item 9.5). Os tubos foram colocados em banho-maria a 50° C por
10 minutos e resfriados a temperatura ambiente. A seguir foi adicionado 0,1 ml do reagente B
(ver item 9.5 ) aos tubos, que permaneceram em temperatura ambiente por 10 minutos, depois
dos quais foram acrescentados 3,0 ml do reagente C (ver item 9.5). Os tubos foram levados,
novamente, ao banho-maria por 10 minutos. A leitura da densidade otica foi realizada em um
espectrofotdmetro KONTRON-UVIKON 810, 2 um comprimento de onda de 650 nm. Os

resultados foram expressos em pg de proteina por mg de veneno.

3.8. Atividade fosfolipasica

A atividade da fosfolipase A foi determinada por titulagio potenciométrica com
NaGOH 0,IM. Como substrato foi usado uma emulsio aquosa de gema de ovo (uma gema para
100 ml de 4gua). Para o ensaio, 10 ml desta emulsdo foram diluidos para 30 mi, juntamente
com deoxicolato de sédio e CaCl, nas concentragdes de 2,7 mM e 6,0 mM, respectivamente.
Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados até pH 8,0 a 40° C. Nessas
condigdes a reagio seguiu, essencialmente, uma cinédtica de ordem zero. O método de

dosagem constituiu em medir-se o tempo necessario para que o pH do tubo de reacio atingisse
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8,0. A medida foi sempre feita dentro do limite de tempo méximo (3 minutos), no qual a
correlagio entre a velocidade de quebra enzimética € a quantidade da enzima ¢ linear (HAAS
et al., 1968), na presenga de um numero de equivalentes de base constante. A atividade foi
expressa como pEq de 4cido graxo por minuto. A atividade especifica é dada pelo ntimero de
pEq da basé consumida por minuto por mg de proteina. Uma unidade (U) de fosfolipase A
corresponde a um pEq de 4cido graxo liberado por minuto por mg de proteina. Os resultados
foram expressos em U/ml de comrespondem a média de quatro determinagdes de uma mesma

amostra de veneno.

3.9. Reagentes e solucoes

Todos os reagentes e solugdes utilizados foram de grau analitico ou P.A._, obtidos,

principalmente, da MERCK, SIGMA, REAGEN ou RIEDEL,

3.9.1. Corante de Rosenfeld modificado

Giemsa azul-cosina 0,97¢g
May-Greenwald-cosina 0,33g
Metanol p.a 1,00¢

3.9.2. Liquido de Turck

Acido acético 2,0ml

agua destilada q.s.p. 100 ml
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Apods foram adicionados alguns cristais de azul de metileno, cuja fungéo foi a de

aumentar o contraste para a contagem de leucécitos na cAmara de Neubauer.

3.9.3. Solucgao de Albumina 3%

Albumina bovina (Sigma, USA) 3,00g
dgua destilada q.5.p 100 ml

Colocar a albumina sobre a dgua destilada € deixar em repouso até completa

dissolugfio. Armazenar em geladeira.

3.9.4. Solugao Salina Tamponada (PBS): solugdo concentrada
10x(g/l) |

NaCl 80,0g
KCl 2,00g
Na2HPO4.12H20 28,9g
KH2PO4 2,00g
agua destilada q.s.p. 1,00¢

A solug&o de trabalho foi obtida pela diluigio (1/10) da solugdo acima.

3.9.5. Reagentes para dosagem de proteinas - Método modificado
de Lowry

Reagente A

Tartarato de sodio e potéssio 20g
Carbonato de sédio 100 g
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Dissolver em 10 ml de NaOH 1N e completar para 1000 ml com agua destilada.

Reagente B
Tartarato de sodio e potdssio 2,0g
CuS04.5H20 1,0g

Dissolver em 10 ml de NaOHIN e completar para 90 ml com dgua destilada.
Reagente C

Determinou-se a concentragdo de Folin ciocalteau por titulagfio com NaOH 1,0 N
e diluiu-se a solugdo inicial de forma a se obter uma solugéo 0,16 N. Esta solugdo deve ser

preparada no momento de cada ensaio.

Os reagentes A e B podem ser armazenados, por até 6 meses, em recipientes de

polietileno, & temperatura ambiente.

3.10. Analise estatistica

Aos resultados obtidos foram efetuados célculos estatisticos para determinagdo
das médias e erros-padrdes das médias. A comparagéio entre grupos, para determinagdo dos
niveis de significancia estatistica, foi realizado Teste "t" de Student (SNEDECOR, 1963), para
compara¢bes simples, ou por ANOVA seguida de Teste de Duncan, para comparacBes

multiplas (DUNCAN, 1955).
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A figura 1 mostra a extensio da migragfio de neutrédfilos induzida por VBJ, VBN e
VBM. Os venenos causaram uma resposta migratéria de neutréfilos dose-dependente, com
efeito méaximo obtido com 160 pg de venenofrato, e apresentaram diferentes graus de
atividade. A migragéo induzida por VBM foi, em média, 25 a 45% mais intensa que aquela
induzida por VBJ e VBN, respectivamente. Pelos resultados obtidos, o veneno bruto de B.

neuwiedi fol o menos ativo.

O VBIJ foi consistentemente hemorrdgico, em todas doses, variando de tracos
hemorragicos para as doses menores 2 intensa, na dose de 160 pg mas a hemorragia observada
ndo compromete os resultados obtidos. Os outros venenos ndo provocaram hemorragia nas

doses usadas (resultados ndo mostrados).

O curso temporal da migragdo de neutréfilos (Figura 2) mostrou que o efeito
maximo ocorreu na quarta hora e persistiu de maneira estatisticamente diferente do controle,
por 12 horas apés a injegdo dos venenos (80 pg/rato). Vinte e quatro horas apds, apenas o
VBM causou uma migragio de neutréfilos significativamente maior que a do controle. Na 482
hora ndo se observou migragdo de neutrdfilos com nenhum dos venenos estudados. Desta
forma, o VBM ndo apenas mostrou-se como o mais efetivo, como seus efeitos permaneceram

evidentes por um tempo maior.

O pré-tratamento dos animais com Dexametasona (0,5 mg/kg) ou NDGA (50

mg/kg) causou inibigdo acentuada (40-70%) da migragfio de neutrdfilos causada pelos
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venenos, sendo que aquela induzida por VBN foi completamente abolida. J4 o tratamento com
Indometecina (2,0 mg/kg) foi incongruente, potenciando a migragdo de neutréfilos induzida
por VBJ, ndo alterando a migragio induzida por VBM e inibindo parcialmente (50%) o

fendmeno para 0 VBN (Figura 3).

O efeito da temperatura (aquecimento a 90° C por 10 minutos) sobre a atividade
quimiotatica para neutréfilos dos VBJ, VBN e VBM estdi mostrado na tabela 1. O
aquecimento causou uma redugfio de cerca de 40% da atividade para 0 VBM ¢ VB em relagio
aos venenos controles, enquanto que para 0 VBN esta reducdo foi de 94%. Estes resultados
sugerem que um componente termoldbil estd relacionado com o efeito quimiotitico dos
venenos. O efeito hemorragico descrito para o VBJ foi também abolido pelo aquecimento

(resultados ndo mostrados).

A tabela 2 mostra os resultados de migragio de neutréfilos obtidos com uso (80
ug/rato) de VBJ, VBM e VBN de serpentes jovens. Na mesma tabela, estdo colocados os
resultados mostrados na Figura 1, para os venenos das mesmas trés espécies na idade adulta,
para comparagdo. Observa-se que os venenos de serpentes jovens causaram uma discreta,
porém estatisticamente significante, migracio de neutrofilos. Porém este efeito foi,
respectivamente, cerca de 3, 4 € 7 vezes menor que aquele provocado pelos venenos de VBJ,

VBN ¢ VBM adultas.

Como a quantidade de proteina total presente nos venenos de serpentes jovens e
adultas se mostraram equivalentes (Tabela 3), diferengas de atividades devem refletir
alteragbes qualitativas nos venenos. Qualitativamente, foi feita apenas a dosagem da atividade
fosfolipdsica A(PLA) dos venenos de serpentes jovens e adultas. Observa-se que o VBM
apresentou uma importante redugfio (cerca de 40%) no contetido de PLA (Tabela 3). Para o
VBJ, independente da idade das serpentes, os niveis de atividade da enzima foram proximos
(diferenga em torno de 25%). J4 para o veneno de B. neuwied; Jjovens, o contetido de PLA foi

cerca de 1,5 vezes maior que em serpentes adultas.

O estudo do curso temporal, com a dose de 10 pg de veneno de serpentes

adultas/pata, mostrou que o efeito edematogénico méaximo ocorreu na primeira hora, para os
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VBJ ¢ VBN e nos 30 minutos iniciais, para 0 VBM (Figura 4A). O edema local, nos trés
casos, persistiu até a quarta hora apds a injegéio do estimulo. Com excegio do tempo de 1
hora, em todos os outros tempos experimentais a rea¢fio edematogénica foi mais intensa para
o VBM. Os VBJ e VBN mostraram-se equipotentes em todos os tempos analisados. Os
venenos de ‘serpentes jovens (10 ug/pata) apresentaram efeito maximo, diferente do observado
com venenos de serpentes adultas, 15 minutos apds a injegfio, persistindo, também, até a
quarta hora. Nesse caso 0 VBN mostrou-se mais efetivo em induzir a resposta edematogénica,
enquanto que os VBM e VBJ se mostraram equipotentes, em todos os tempos analisados
(Figura 4B). A partir destes resultados, os demais estudos foram realizados, respectivamente 1

hora e 15 minutos, apds a injegdo dos venenos de serpentes jovens e adultas.

A figura SA mostra a extensdo do edema de pata induzido por VBJ, VBM ¢ VBN
de serpentes adultas. Os venenos causaram uma resposta edematogénica dose-dependente,
com efeito maximo obtido apés a injegdo de 10 ug de veneno/pata. Nessa dose os venenos
mostraram-se equipotentes, ndo havendo diferencas estatisticamente diferentes no edema
induzido. Entretanto, em doses menores estas diferencas puderam ser observadas. O VBM,
nas doses de 0,4 e 2,0 pg/pata, foi cerca de duas vezes mais ativo que 0 VBJ e VBN. Nas
doses utilizadas nos ensaios, nenhum dos venenos mostrou-se hemorrdgico. Os venenos de
serpentes jovens também induziram uma resposta edematogénica dose-pedendente. Observa-
s¢ que na dose de 10 pg/pata o VBN mostrou-se mais potente, enquanto que nas doses

menores ndo houve diferengas significantes entre os trés venenos (Figura 5B).

Os pré-tratamentos dos ratos com o corticdide, Dexametasona, com o inibidor
duplo de ciclo e lipooxigenase, NDGA, ou com ¢ antagonista serotoninérgico, Metisergida,
inibiram o edema de pata induzido pelo VBIJ de serpentes adultas ¢ jovens. A Indometacina,
(inibidora da sintese de prostaglandinas), inibiu apenas o edema induzido por VBJ jovem, néio
alterando a resposta causada pelo veneno da serpente adulta. A Meclizina, antagonista seletivo
de receptores I, foi efetiva somente na redugdo do edema de pata induzido por veneno de
serpentes jovens. O aquecimento dos venenos, nos dois casos, reduziu a Tesposta

edematogénica, porém de maneira mais acentuada no VBJ adulta (Figura 6).
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O edema induzido por VBM de serpentes adultas e jovens, foi inibido por
Dexametasona, NDGA, Metisergida e Meclizina. Somente a Indometacina nio alterou a
resposta desencadeada por estes venenos, O tratamento dos venenos pelo calor inibiu

acentuadamente sua atividade edematogénica (Figura 7).

A Figura 8 mostra que, os pré-tratamentos com Dexametasona, NDGA ou
Metisergida, inibiram o edema induzido por VBN de serpentes adultas e jovens, porém esta
inibi¢do foi mais acentuada para o veneno de jovens. A Meclizina, por sua vez, foi capaz de
inibir 0 edema causado somente pelo VBN adulta. A Indometacina, foi ineficaz nas duas
situagdes. Ao contririo, potenciou, embora de maneira nio estatisticamente significante, a

reagdo inflamatdria induzida pelo veneno de serpentes jovens.

Em relagdo ao aquecimento dos venenos, de maneira geral, observou-se que 0s

venenos das serpentes adultas sdo mais termoldbeis que os venenos das serpentes jovens.
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Figura 1 - Os venenos de B. jararaca (VBJ; Painel A), B. neuwiedi (VBN; Painel B) ou B.
mogjeni (VBM; Painel C) induzem migragio de neutrofilos para a cavidade peritoneal
de ratos, de forma dose-dependente. Animais controle (C) receberam 1,0 ml de PBS. A
migra¢do de neutréfilos foi avaliada 4 horas apds a injegdo dos venenos. Os resultados
representam a média = EPM. O nlmero entre parénteses representa o niimero de animais
utilizados. Em todas as doses utilizadas a migra¢de induzida pelos venenos botrdpicos foi
estatisticamente diferente (p < 0.05) do Grupo C (ANOVA; Teste de Duncan).
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Figura 2 - Curso temporal da migra¢io de neutréfilos induzida pelos venenos de B.
Jjararaca (VBJ; Painel A), B. neuwiedi (VBN; Painel B) ou B. moojeni (VBM; Painel C).
Animais controle receberam 1,0 ml de PBS (grupo controle). A dose utilizada para cada
veneno foi de 80 pg/animal. Os resultados representam a média + EPM. O nimero de animais
utilizados foi no minimo 5 para cada grupo e tempo experimental. A migragio induzida pelos
venenos botrépicos foi estatisticamente diferente (p < 0.05) do grupo controle até a 12° hora.
(ANOVA; Teste t de Student para amostras nfio pareadas).
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Figura 3 - Efeito do tratamento com drogas antiinflamatérias sobre a migracio de
neutréfilos induzida pelos B. jararaca (VBJ; Painel A), B. neuwiedi (VBN; Painel B) ou
B. moojeni (VBM; Painel C). Acido Nordihidroguaiarético NDGA: 50 mg/kg) e
Indometacina (IND; 2,0 mg/kg) foram administrados 1 hora antes da injecdo dos venenos (80
ug/animal) ¢ Dexametasona (0,5 mg/kg) 2 horas antes. Animais controle (C) receberam 1,0
ml de PBS. A migragdo de neutrdfilos foi avaliada 4 horas apés a injeciio dos venenos. Os
resultados representam a média = EPM. O ntimero entre parénteses representa o niimero de
animais utilizados. * p<0.01, em relago ao grupo controle (ANOVA; Teste de Duncan).
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TABELA 1 - Efeito do aquecimento prévio dos venenos de B. jararaca, B. moojeni, B.

neuwiedi sobre a atividade quimiotatica para neutréfilos, in vivo.

Yeneno Tratamento Neutréfilos n

(x 10°/cavidade)

VBJ Controle 2.61+£0.25 18
Aquecido 1.54 £ 0.20* 5
VBN Controle 2.08£0.25 20
Aquecido 0.13+0.10 5
VBM Controle 391 £0.45 10
Aquecido 2.53 £0.10% 4

Os resultados representam a média £ EPM. A dose de veneno injetada foi 80 pg/rato. O valor
da migragdo induzida pela injegdio de PBS foi 0.18 + 0.03 x 10%cavidade (n=25).

¥ p <0.05; Teste t de Student, em relagdo ao grupo controle

n = numero de animais
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TABELA 2 - Efeito da injeciio de venenos (80 pg/rato) de serpentes do género Bothrops,
em estigios distintos de desenvolvimento (jovens e adultos), sobre a

migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal de rato.

Veneno Idade da Neutréfilos n
serpente P )
(x 10" /cavidade)
VBIJ Jovem 0.69+0.10 5
Adulto 2.61 £0.25 18
VBN Jovem 0.48+0.18 5
Adulto 2.08+0.25 20
VBM Jovem 0.53+0.11 5
Adulto 391+045 10

Os resultados representam a média + EPM. A dose de veneno injetada foi 80 pg/rato. O valor
da migragio induzida pela injegio de PBS foi 0.18 + 0.03 x 10%/cavidade (n=25). Os valores
da migragdo foram todos estatisticamente diferentes do valor do grupo PBS, no minimo ao
nivel de p < 0.05 (ANOVA,; Teste de Duncan)

n = nimero de animais
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TABELA 3 - Dosagem de Proteinas Totais e Atividade Fosfolipisica A (PLA) dos
venenos de B. jararaca (VBJ), B. mogjeni (VBM) e B. neuwiedi (VBN)

adultos e jovens

Veneno Idade da Proteinas PLA
serpente

pg/ml de veneno U/mi
VBJ Jovem 970 35
Adulto 992 26
VBN Jovem 920 61
Adulto 930 97
VBM Jovem 897 97
Adulto 888 38

As proteinas totais foram determinadas pelo método modificado de LOWRY e os resultados
representam a média de trés determinagSes. A atividade PLA foi determinada pelo método
HAAS et al, (1967} ¢ os resultados representam a média de duas determinagdes
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Figura 4 - Os venenos de B. jararaca (VBJ), B. mogjeni (VBM) e B. neuwiedi (VBN)
adultas induzem edema de pata, em ratos, de forma dose-dependente. Painel A: veneno
de serpentes adultas. Painel B: veneno de serpentes jovens. O edema foi avaliado 1 hora ap6s
injegdio dos venenos das serpentes adultas e 15 minutos para os das jovens. Neste tempo, o
valor do volume da pata apds injegfo i.p.l. de salina foi 0,09 + 0,04 ml (n=5). Os resultados
representam a meédia £ EPM. O numero entre parénteses representa o niimero de animais
utilizados.
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Figura 5 - Curso temporal do edema de pata induzido pelos venenos (10 pg/pata) de B.
Jararaca (VBJ), B. moojeni (VBM) e B. neuwiedi (VBN). Painel A: veneno de serpentes
adultas. Painel B: veneno de serpentes jovens. Os resultados representam a média + EPM.
Foram utilizados 5 animais para cada grupo e tempo experimental.
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Figura 6 - Efeito do pré-tratamento dos animais com drogas e do aquecimento (90° C; 10
min,) do veneno (10 pg/pata) sobre o edema de pata induzido pelos venenos de B.
Jararaca (VBJ) adultas (Painel A) e jovens (Painel B). Indometacina (IND. 2,0 mg/kg),
NDGA (50 mg/kg), Metisergida (MTS. 5,0 mg/kg) e Meclizina (MCZ. 25 mg/kg) foram
administrados 1 hora antes do veneno (10 pg/pata); Dexametasona (DEX. 0,5 mg/kg) 2 horas
antes. O edema foi avaliado 1 hora apds a injegio do veneno das serpentes adultas e 15
minutos apds o das jovens. Os resultados representam a média + EPM. O numero entre
parénteses representa os animais utilizados. * p< 0,05, em relagio ao grupo controle

(ANOVA, Teste de Duncan).
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Figura 7 - Efeito do pré-tratamento dos animais com drogas e do aquecimento (90° C; 10
min.) do veneno (10 pg/pata) sobre o edema de pata induzido pelos venenos de B.

mogjeni (YBM) adultas (Painel A) e jovens (Painel B). Indometacina (IND. 2,0 mg/kg),
NDGA (50 mg/kg), Metisergida (MTS. 5,0 mg/kg) € Meclizina (MCZ. 25 mg/kg) foram
administrados 1 hora antes do veneno (10 pg/pata); Dexametasona (DEX. 0,5 mg/kg) 2 horas

antes. O edema foi avaliado 1 hora apds a injecio do veneno das serpentes adultas e 15

minutos apds o das jovens. Resultados como média £+ EPM. O nitmero entre parénteses
representa os animais utilizados. * p< 0,05, em relagfio ac grupo controle (ANOVA, Teste de

Duncan).
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Figura 8 - Efeito do pré-tratamento dos animais com drogas e do aguecimento (90° C; 10
min.) do veneno (10 pg/pata) sobre o edema de pata induzido pelos venenos de B.
neuwiedi (VBN) adultas (Painel A) e jovens (Painel B). Indometacina (IND. 2,0 mg/kg),
NDGA (50 mg/kg), Metisergida (MTS. 5,0 mg/kg) e Meclizina (MCZ. 25 mg/kg) foram
administrados 1 hora antes do veneno (10 pg/pata); Dexametasona (DEX. 0,5 mg/kg) 2 horas
antes. O edema foi avaliado 1 hora apés a injegfo do veneno das serpentes adultas ¢ 15
minutos apés o das jovens. Os resultados representam a média + EPM, O nuimero entre
parénteses representa os animais utilizados. * p< 0,05, em relagdo ao grupo controle

(ANOVA, Teste de Duncan).
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V. DISCUSSAOQ

Os presentes resultados demostram que o VBJ, VBN e VBM de serpentes adultas,
induziram uma migragdo de neutrdfilos e edema de pata, de maneira dose-dependente, em
ratos. O aquecimento prévio dos venenos, demonstrou que este efeito foi, em parte, devido a
presenca de componente(s) termoldbel(eis). Como os venenos apresentaram contetido de
proteinas totais semelhantes (ver Tabela 3), pode-se concluir que o VBM foi mais potente que
0s demais. O efeito do VBM em causar migragio de neutréfilos foi de maior duragio,
refletindo, provavelmente, sua maior poténcia em relagdo aos VBJ e VBN. Por outro lado, 48
horas ap0s a injegfo ip. dos venenos, o numero de neutrofilos nfo foi diferente daquele

observado na cavidade de animais tratados com PBS.

O uso de venenos de serpentes jovens demonstrou uma menor na atividade
quimiotatica para neutréfilos, em relagdo aos venenos de serpentes adultas, indicando que

diferengas intraespecificas devem, ser consideradas.

Tem sido demonstrado que a toxicidade dos venenos de filhotes, em muitos
géneros e espécies, € maior que a dos venenos de serpentes adultas (MINTON, 1975, 1967;
FIERO et al.,, 1972; THEAKSTON & REID, 1978; GUTIERREZ et al., 1980: MEIER &
FREYVOGEL, 1980; LOMONTE et al., 1983). Estes dados podem refletir diferengas na
atividade de cada veneno, provavelmente devido & varia¢Bes interespecificas entre venenos
botrdpicos. Estas variagdes incluem desde mudangas na cor até diferengas nas agdes basicas,

tais como, hemdlise, coagulagdo e toxicidade sistémica, podendo ser utilizadas, inclusive,
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juntamente com caracteres morfolégicos, como instrumento taxondmico (JONES, 1976;
YONG et al., 1980). Apesar destas evidéncias, deve ser ressaltado que na maioria destes
trabalhos as diferengas de ages entre venenos de serpentes jovens e adultas estiio relacionadas
a toxicidade sistémica, pouco relacionados com a gravidade das lesSes locais. Neste sentide,
sabe-se, por exemplo, que os acidentes ofidicos com cascavéis sfio de severo quadro de
reagbes sistémicas tdxicas, incluindo extenso bloqueio neuro-muscular, mioglobintria e
nefrotoxicidade (AZEVEDO-MARQUES et al., 1985), muito embora ndo se observem efeitos
locais. J4 os acidentes com serpentes do género Bothrops sio caracterizados pelo grave quadro

de lesfo local,

Como a migragéo de neutréfilos induzidas por venenos botrdpicos de serpentes
jovens, foi de baixa intensidade, o pré-tratamento com drogas antiinflamatérias foi feito

apenas com 0s venenos provenientes de serpentes adultas.

A migracéo de neutréfilos foi inibida pelo pré-tratamento dos animais com NDGA
(50 mg/kg), um inibidor tanto da ciclo como da lipoxigenase (TATESON et al., 1983), e com
dexametasona (0,5 mg/kg), um inibidor da fosfolipase A,, via liberagio de lipocortina
(FLOWER, 1989). Estes resultados refor¢am a demonstragio de FLORES et al. (1993) de que
derivados da lipoxigenagdo, como o LTB, (FORD-HUTCHINSON et al., 1984), estio
participando da resposta quimiotética destes venenos. Tem sido descrito que macréfagos sdo
capazes de liberar LTB, (LEWIS & AUSTEN, 1988) Provavelmente, a principal fonte
geradora de LTB, endbgeno, sejam os macréfagos peritoniais residentes, ativados pelos
venenos. A hipétese é vidvel pois FLORES et al. (1993) demonstraram que migragdo de
neutrofilos induzida por veneno de Bothrops alternatus e B. erythromelas, era potenciada pelo
tratamento prévio dos animais com tioglicolato. Sabe-se que este tratamento aumenta o
ntmero de macréfagos periteniais residentes (RIBEIRO et al., 1991), e que estes podem
funcionar como células de alarme (FERREIRA, 1980) e responder, a presenca de substéncias
estranhas, com a liberagio de mediadores responsaveis pelo inicio de reagBes sistémicas e
locais, caracteristicas de um processo inflamatério agudo, entre elas o recrutamento de
neutrofilos (NATHAN, 1987). Entretanto, existem evidéncias na literatura sugerindo que o

LTBy no rato, ndo € o principal agente quimioatraente para neutréfilos (FOSTER et al., 1986).
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O inibidor da ciclooxigenase, Indometacina (HIGGS et al., 1984), potenciou a
migragdo de neutrofilos induzida por VBJ, inibiu aquela induzida por VBN e nio alterou o
fenémeno para o VBM. A potenciagéio promovida pela Indometacina pode ser devida ao
deslocamento da via metabélica do é4cido araquidénico para a via da lipooxigenase,
assumindo-se que a via da ciclooxigenase foi inibida pela droga (PIPER, 1984). Desta forma,
deve estar ocorrendo uma maior sintese e liberagio de LTB,. O fato da Indometacina nio
alterar a resposta obtida com o VBM, pode significar que estamos trabalhando no limite
maximo de geragdo de metabolitos do 4cido araquidonico, desta forma, ndo ocorrendo
potenciagdo da migracdo de neutrofilos. A inibi¢ho por Indometacina, da migragio de
neutrofilos induzida por VBN, néo € facil de ser compreendida. Ndo hé duvidas que o LTB,
participa do fendmeno, uma vez que a dexametasona ¢ 0 NDGA inibiram o processo.
Entretanto tem sido descrito que a indometacina pode estar inibindo eventos moleculares
envolvidos no processo de locomogao/migragio destas células, tais como, alteragdes dos
niveis de célcio e nucleotideos ciclicos, expressio de moléculas de adesio e liberagio de
fatores quimiotaticos (ABRAMSON et al,, 1990; BARJA-FIDALGO et al., 1992). Tem sido
sugerido que tais efeitos ndo estdo relacionados com sua agfio inibitéria sobre a via da
ciclooxigenase (ABRAMSON et al., 1990). Por outro lado, estas diferencas de sensibilidade
aos tratamentos com drogas constituem mais uma evidéncia a favor de possiveis variacBes
qualitativas na composicdo dos venenos, e provavelmente d_iferengas no mecanismo de

indugfio da resposta inflamatéria.

Ainda em relaglio ao efeito de drogas sobre a migragio de neutréfilos induzida por
estes venenos, vale ressaltar, que o tratamento com Dexametasona apresentou um efeito
similar 2o observado com uso do NDGA, reforgando a hipétese de que os mediadores
quimiotiticos envolvidos sfo derivados primariamente da cascata do 4cido araquid6nico. Esta
sugestdo ¢ reforgada pela demonstragdo de que os venenos de botrépicos possuem importante
atividade fosfolipasica. Tem sido descrito que a PLA, € um dos principais componentes destes
venenos (BAVASARAJAPPA & GOWDA, 1992). Recentemente demonstrou-se que a
migra¢do de neutrdfilos induzida por Bothrops erythromelas e B. alternatuas era maior para

aqueles com maior atividade da enzima. Além disso, quando os venenos eram aquecidos (90°
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C por 10 min.) previamente, tanto a atividade fosfolipasica, como a atividade quimiotatica
eram reduzidas (FLORES et al., 1993). No presente trabalho foram determinadas atividades
fosfolipdsicas dos venenos, entretanto nenhuma correlagfio entre a atividade da enzima e a
migragdo de neutrdfilos pode ser feita, com excegfio para o VBM, que apresentou a maior
atividade fosfolipasica e também a maior capacidade em induzir a migracfio de neutréfilos.
Parece ser este o Unico veneno que reforca a hipdtese levantada por FLORES et al. Vale
ressaltar que nem sempre as alteragdes fisiopatoldgicas causadas por PLA, in vivo, estio
relacionadas ao grau de atividade enzimética in vitro (FLETCHER et al., 1980; CONDREA et
al., 1981; ROSENBERG et al., 1983). Além das fosfolipases, proteases de venenos podem
estar envolvidas na inflamagfio aguda, agindo diretamente sobre células endoteliais ou na

cascata do complemento (GUTIERREZ & LOMONTE, 1989).

Além dos derivados da via a lipoxigenase, macréfagos ativados liberam um amplo
espectro de mediadores, dos quais citocinas como IL-1 e TNF parecem ter especial
importdncia desencadeando outras séries de reagdes, agindo localmente ou & distincia,
promovendo a ltberagio secunddria de outras citocinas. Embora algumas destas ja possam ter
sido liberadas inicialmente por macrofagos, ¢ sua liberagdo secundaria que amplifica o sinal
que desencadeia as reagdes de fase aguda da resposta inflamatéria. Como resultado, surge no
faco da lesdo substancias quimiotaticas para neutrofilos e para células mononucleares. Foi
recentemente demonstrado que apés a migragio, neutrofilos também tornam-se capazes de

sintetizar e liberar citocinas, como por exemplo TNF e fatores quimiotaticos para neutrofilos

(BAUMANN & GAULDIE, 19%94).

No presente trabalho verificou-se que o aquecimento, nas mesmas condigdes
descritas por FLORES e colaberadores, dos VBJ, VBM e VBN causou importante redugéo de
suas atividades quimiotdticas para neutrofilos. Este fato demonstra que este efeito esta
relacionado a presenga de componente(s) termolabel(eis) nos venenos brutos. Além disto,
demonstra que o efeito quimiotitico nfo deve-se 4 contaminagdo por endotoxina, pois esta

substincia quimiotatica para neutrofilos é resistente ao calor.
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E possivel que diferencas no estagio de desenvolvimento das serpentes possam
determinar a gravidade do acidente. Assim, KOUYOUMDIIAN et al., (1989) mostraram que
a maior diferenca clinica entre pacientes picados por B. moojeni jovens e adultos estava no
grande incremento das agBes locais - edema, necrose e infecgfio secunddria - nos acidentes
causados por serpentes adultas. O autor descreveu que estes efeitos poderiam estar
relacionados & quantidade de veneno inoculado ou & diferengas na sua agdio, € que os acidentes
com serpentes adulias apresentavam grandes possibilidades de complicagdes locais
evolutivas, mesmo apos terapia com antiveneno em doses adequadas. A confirmagfio dos
dados aqui apresentados pode ter importantes repercussdes clinicas. O fato dos venenos de
serpentes jovens do género Bothrops ndo causarem migragio de neutrdfilos significante,
sugere que estas c€lulas nfio desempenham papel fundamental no desenvolvimento de lesaes
locais. Desta forma, na auséncia do sinal clinico caracteristico dos acidentes com serpentes
deste género, € possivel que possa vir a ocorrer uma certa confirs3o inicial para o diagnoéstico,
principalmente, com os acidentes causados por cascavéis. Além da auséneia de reagdo local,
se existe também alguma semelhanga com o tipo de reagdio de toxicidade sistémica causada

por estes venenos € uma questio em aberto para futuras investigages.

Em relagéio ao estudo de edema de pata, em linhas gerais, a comparagio entre as
atividades edematogénicas maximas dos venenos de serpentes jovens e adultas mostra que: 1.
o VBM de serpentes jovens apresentou uma redugio drastica (cerca de 50%) da sua atividade
edematogénica, quando comparada a do veneno de serpentes adultas; 2. os VBN e VBJ
apresentaram atividades compardveis, independente do estigio de desenvolvimento das
serpentes; 3. em todos os casos a reagdo foi mais precoce com o veneno de serpentes jovens.
Como a quantidade de proteina total presente nos venenos de serpentes jovens e adultas se
mostraram equivalentes (Tabela 3), diferencas de atividades devem refletir diferencas
qualitativas e ou quantitativas dos componentes venenos. Quando se analisou o envolvimento
de PLA presente nos venenos botrépicos, na fisiopatologia do edema de pata, observou-se
que, diferentemente do que ocorreu com a migracio celular, houve uma relagio entre o edema
e o contetdo da enzima. Quando se analisou o envolvimento de PLA presente nos venenos

botrépicos, na fisiopatologia ao edema de pata, observou-se que, assim como na migragdo de
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células induzida por estes venenos, ndo foi possivel se estabelece uma correlagéo direta entre
a atividade enzimatica “in vitro” o edema de pata, 0 que ndo descarta a participagdo da enzima
no fenémeno, pois, além da atividade enzimética “in vitro” nem sempre se correlacionar com
suas agBes “in vive” (FLETCHER et al., 1980), vérios autores descreveram o envolvimento
da PLA na génese do edema de pata induzido por venenos de serpentes, principalmente
através da indugdo da liberagdo de histamina por mastocitos (CHIU et al., 1989; CALHOUN
et al., 1989; CIRINO et al., 1989), que parece estar intimamente relacionada &s fases iniciais
do edema de pata induzido por venenos botrépicos, principalmente de serpentes jovens, uma
vez que a resposta obtida com estes venenos ¢ mais precoce que a desencadeada por venenos

de serpentes adultas.

Os dados apresentados em relagio ao efeito do pré-tratamento com drogas sobre o
edema de pata, sdo concordantes com os descritos por TREBIEN & CALIXTO (1989).
Existem divergéncias apenas em relacfo aos dados obtidos com o aquecimento dos venenos.
Segundo esses autores, o calor nfo alterou a atividade edematogénica do veneno de B,
Jjararaca, o que contrasta com os dados aqui apresentados. Houve reducdo da atividade
edematogénica dos venenos de todas as espécies estudadas, embora variagdes na intensidade
da inibi¢lo possam ser observadas. Este resultado indica que as lestes inflamatérias induzidas
pelos venenos botropicos sdo dependentes, pelo menos em parte, da presenga de um(s)

fator(es) termolabil(eis).

O fato do edema induzido pelos venenos de todas espécies de serpentes estudadas,
ser inibido pelo pré-tratamento com Dexametasona ¢ NDGA, reforga a hipétese de que
metabélitos do dcido araquiddnico tem papel fundamental no processo. O corticéide atuaria
indiretamente, via indug&o da sintese de lipocortinas (FLOWER, 1989}, sobre a enzima PLA,,
bloqueando assim, a cascata do 4cido araquidénico e a liberagdo de seus produtos. O NDGA
atua diretamente sobre as vias da lipo e ciclooxigenase, bloqueando as enzimas envolvidas
(HIGGS et al., 1984). Assim, os resultados obtidos nfo apenas reforgam o envolvimento de
alguns mediadores na fisiopatologia do acidente botrépico, como também indicam estes
grupos de drogas como alternativas para o tratamento da lesfio inflamatéria, independente da

espécie em questdo ou seu estdgio de desenvolvimento. Além do efeito sobre a cascata do
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acido araquiddnico, a dexametasona poderia estar agindo diretamente em células residentes
efou células endoteliais, impedindo & liberagio de citocinas efou outros mediadores
participantes do processo inflamatério (RIBEIRO et al., 1991; FLORES et al., 1993). Assim,
LOMONTE (1993) demonstrou que o veneno.de Bothrops asper induz a liberagiio de IL-6.
Esta citocina estd envolvida na modulagio da resposta de fase aguda de Processos

inflamatérios (BAUMANN & GAULDIE, 1994),

O pré-tratamento com indometacina indicou que a via das ciclooxigenases da
cascata do écido araquiddnico, ndo esta envolvida na resposta edematogénica, uma vez que
este antiinflamatério ndo alterou a resposta edematogénica aos venenos botropicos, com
excecdo do VB jovem. Este fato reforca os resultados com Dexametasona e NDGA, sobre a

participagiio de leucotrienos nestas lesdes.

Estes resultados estio em desacordo com aqueles obtidos por TREBIEN E
CALIXTO (1989). No entanto, estes autores usaram uma dose de 5,0 mg/kg, considerada
elevada e capaz de inibir, também, a formaciio de leucotrienos (ARIGONI-MARTELLI,
1984).

Os resultados aqui apresentados mostram também que a serotonina ¢ um
importante mediador da resposta edematogénica induzida por estes venenos, pois este efeito
foi inibido, para todos os venenos, pelo tratamento com Metisergida. Assim, também os anti-
serotondnicos podem se constituir em importante alternativa terapéutica, associados a drogas
antiinflamatdrias. J4 o tratamento com o anti-histaminico, Meclizina, mostrou que a histamina
estd envolvida nas leses induzidas por VBM, independente do estagio de desenvolvimento .
Sabe-se gque os venenos botrdpicos contém e sio capazes de liberarem histamina
(ROTHSCHILD & ROTHSCHILD, 1979). Os resultados aqui apresentados confirmam dados
de literatura mostrando que a histamina est4 envolvida na formagio de edema induzido pela
majoria dos venenos botrépicos, independentemente do estagio de desenvolvimento. A ndo-
inibi¢so do edema induzido por VBM de serpentes adultas e por VBN de serpentes jovens
pode refletir a maior capacidade liberadora de histamina por estes venenos. Esta hipétese deve

ser comprovada analisando-se, por exemplo, a capacidade liberadora de histamina de
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mastocitos pelos venenos e a dependéncia da dose de anti-histaminio necessaria para causar o

mesmo nivel de inibigio

Virios componentes dos venenos tém sido descritos como envolvidos na génese e
manutencdo das alteragdes locais. Estes componentes sdo bioquimicamente heterogéneos e
pode variar desde aminas biogénicas tipo histamina (TILMISANY et al., 198 6) a peptideos ou
proteinas como as fosfolipases (VISHWANATH et al., 1985, 1987, 1988; MARSHALL et al.,
1989; TENG et al,, 1989; LOMONTE & GUTIERREZ, 1989; WANG & TENG, 1990a,
1990b, 1991, 1992; L1U et al., 1991; TAN et al., 1991; FERRER & MORENO, 1992; NAIR,
1993), esterases (OHTANI & TAKHASHI, 1983; OGUCHI, 1986; TENG et al., 1989;
WANG & TENG, 1991), proteases (TENG et al., 1989), enzimas liberadoras de cininas
(calicreinas, cininogenases; MEBS, 1970, VARGAFTIG, 1974; BJARNASON et al., 1983,
SAMEL et al., 1987; BAILEY, 1991) e lecitinas (LOMONTE et al., 1990).

Entre os varios mecanismos descritos na indugfio do edema por componentes
purificados do veneno estdio: degranulagio de mastdcitos com liberagdo de histamina /
serotonina (CHIU et al, 1989; CALHOUN, 1989; CIRINO, 1989; WANG & TENG, 1990;
MORENO et al., 1992; LLORET & MORENO, 1993}, atracdo de neutrofilos (WANG &
TENG, 1991; FLORES et al., 1993) com formagio de radicais superdxidos (WANG &
TENG, 1991, 1992), indugdo da sintese/liberagio prostaglandinas e leucotrienos (LTB,) em
mastécitos (WANG & TENG, 1991), liberagfio de bradicinina (ROCHA E SILVA et al,,
1949; COHEN et al., 1970; VARGAFTIG et al., 1974; TENG et al., 1992), liberagdo de
peptideos vasoativos diferentes da bradicinina (OGUCHI et al., 1986), indugéio da liberacio
de EDRF (KOLB & KOLB-BACHOFEN, 1992) via estimulagdo do endotélio por bradicinina
(CIRINO et al., 1991), potenciagfo da atividade da bradicinina por peptideos inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA; FERREIRA et al., 1992) e liberagéo de substéncias
de reagfo lenta (agora identificadas como LTC, e seus metabélitos LTD, ¢ LTE,; (LAM &
AUSTEN, 1992; HUANG, 1984).
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Todos estes dados sugerem que o edema induzido por venenos de serpentes ¢ de
origem multifatorial, e assim, um tnico inibidor ou droga nfo poderd inibi-lo totalmente

(BONTA et al., 1979; DETRAIT & JACOB, 1988; TREBIEN & CALIXTO, 1988).

Uma proposta geral sobre o mecanismo de aciio dos venenos botrdpicos e o
envolvimento da PLA, como uma etapa central, na geracdo de mediadores e desencadeamento
das leses locais estd mostrado na Figura 9. Estéio representados também, os locais de atuagio
dos antiinflamatérios esteroidais e nfo esteroidais. De acordo com esta hipétese, os venenos
botrépicos poderiam promover uma lesdo inflamatéria local, através de vias distintas. Estes
venenos atuariam estimulando células residentes a liberar citocinas, que agiriam sobre células
endoteliais, musculo liso vascular, leucécitos polimomucleares e outras, o 0s venenos
botrépicos poderiam agir diretamente sobre estas células. Nos dois casos haveria liberagdio de
PLA,, que induziria a formagio e liberagfio de uma série de mediadores envolvidos na
resposta inflamatéria (enzimas lisossomais, PAF, 4cido araquiddnico, espécies ativas de
oxigénio). Os venenos poderiam ainda estar liberando diretamente a PLA,, que atuaria da
mesma forma na génese dos mediadores da lesdo inflamatéria local (baseado em

PRUZANSKI & VADAS, 1991).

A observagdio de que antivenenos comumente utilizados para a soroterapia da
picada de cobra mostra uma eficacia bastante limitada na neutralizagiio das lesdes locais
induzidas por venenos (GUTIERREZ, 1981, 1986; LOMONTE, 1985; ROJAS, 1987), sugere
a necessidade de terapias alternativas e/ou complementares para o acidente ofidico. Além de
ajudar no desenvolvimento de melhores estratégias terapéuticas, o estudo de venenos pode
também ser utilizado como ferramenta para o esclarecimento de mecanismos basicos da

inflamag#o.
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Figura 9 - Representagio esquematica do envolvimento de fosfolipase A, na fisiopatologia da
leséio inflamatoria local desencadeada por venenos de serpentes do género Bothrops. Nele esta

o indicados, também, os locais de agio de drogas antiinflamatorias. (Baseado em
PRUZANSKI & VADAS 1991).
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ABSTRACT

This thesis examines the inflammatory response induced in the rat peritoneal
cavity and in the rat hind paw by the venom obtained from young and adult specimens of

Bothrops jararaca; B. neuwiedi and B. moojeni.

The venoms of adult B. moojeni (BMV), B. jararaca (BJV) and B neuwiedi
(BNV) induced dose-dependent neutrophil migration into the rat peritoneal cavity. The
intensity of this response varied among the venoms and probably reflects interspecific
variations in their ability to induced this phenomenon. BMV was the most potent in causing
peritonitis. Pre-treating the rats with dexamethasone and NDGA inhibited the peritonitis. This
result suggests that arachidonic acid derivatives, particularly products if the lipoxygenase
pathway, may be involved in this chemotactic response of neutrophils. Heating the venoms to
90° C for 10 min. significantly reduced their chemoattractant activity and indicates that the
fraction(s) responsible is/are thermolabile. Compared to those from adult snakes, the venoms
from young snakes were markedly less potent (about 5-fold less) at inducing neutrophil

chemotaxis into the rat peritoneal cavity.

Venom from young and adult snakes of the above three species induced a dose-
dependent edematogenic reaction in the rat hind paw with the maximum response being
obtained at a venom dose of 10 pug/paw. At this dose, there was no difference in the IESPONSES
induced by the venoms from adult snakes of each species although at lower doses minor

variations were noted once again, BMV was the most potent in causing this edema. In
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contrast, the venom from young snakes was 50% less potent than that adult snakes. The
venoms of young snakes, the response induced by BNV was greater than that caused by BMV
and BJV which in turn were equipotent.

A time course study of the edematogenic response induced by 10 pg of
venom/paw showed that the maximum effect with the venom from adult snakes oceurred
within the firs hour for BIV and BNV, and within the first 30 min. for BMV. For the venoms

from young snakes, the maximum effect was obtained 15 min. after injection.

Based on the foregoing observations, the following conclusions can be made: 1}
BMYV from young snakes has a markedly lower edematogenic potency {(about 50%) compared
with that measured in the venom of adult snakes, 2) BNV and BJV have similar potencies,
regardless of whether the venom is from young or adult snakes, and 3) in all cases, the
maximum reaction obtained earlier with the venom from younger snakes. Since the venoms of
both young and adult snakes had similar total protein contents, the differences in their

potencies most likely reflect qualitative variations in their composition.
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