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RESUMO

A capacidade de venenos ofidicos induzirem efeitos locais € bem
conhecida. Nesta trabalho, investigamos o edema e a hemorragia, induzidos pelo
venena de Bothrops lanceofatus (VBL) “in natura” efou aquecido, em ratos. O
edema foi induzido por injecdo subplantar (12,5-100 ug/pata) e quantificado por
hidropletismdgrafo. A hemorragia foi induzida por injecéo intramuscudar (0,25-64
§g), no muscuic gastrocnémio esquerdo, e expressada como a quantidade de
hemoglobina(hb) acumulada no musculo, determinada pelo método de
cianometemoglobina. Com todas as doses do veneno testada, o edema
apresentou resposta maxima 15 minutos apds a administracdo. A resposta
maxima foi observada com o VBL na dose de 75 pg/pata (salina controle = 0,00 +
0,001 mt e veneno = 1,08 + 0,05 mi, n=7), e desapareceu deniro de 24 horas. O
efeito maximo hemorrdgico foi observado com 32 ug do VBL (salina controle
=1,23 0,06 mghb!g de tecido e veneno = 6,77 + 0,69 mghb/g de tecido, n=6), e
desapareceu dentro de 72 horas. O VBL aguecido (97°C, 30 segundos) reduziu
o edema em 70% e aboliu completamente a atividade hemorrdgica. A
administracéo concomitante do VBL (75 ug) agquecido, com o iloprost (0,1 pg),
potencializou o edema em duas vezes. Pré-tratando-se os ratos com mepiramina
{6mglkg), ciproheptadina (Bmg/kg), mepiramina e ciproheptadina (6 mg/kg), 15
minutos antes; dexametasona {1 mg/kg), 2 horas antes; BW A4C (10 mg/kg) e
Hoe 140 (0,6 mg/kg), 30 minutos antes; inibiram o edema induzido pelo VBL
aquecido (75 ng), associado ao iloprost (0,1 pg), em 28%, 55%, 77%, 63%, 35%
e 30%; respectivamente. A co-administrag@o do VBL aquecido (75 ug), com ©
captopril (300 ug), potencializou o edema em 44%, mesmo na auséncia do
fdoprost. A indometacina (10mg/kg) ndo foi efetiva. A incubagdo do soro
antiBothrops Janceolatus (antivBL) com o VBL ‘in natura’, neutralizou
completamente o efeito hemorragico mas aboliu somente parcialmente (45%) o



edema. A administrac8o intravenosa do antiVBL imediatamente apos a injecao
subplantar ou intramuscular do VBL, neutralizou 30% do edema e 38% da
hemorragia. Quando o antiVBL foi incubado com o VBL aquecido associado ao
floprost, e administrado na pata dos ratos, a neutralizagio foi discreta (em torno
de 30%), e foi observado somente com a menor proporgéo (0,125 mi antivBi./mg
VBL). Quando administrade por via intravenosa imediatamente ap6s a injecéo do
venena aquecido, foi completamente ineficaz. Estes resultados, indicam que o
VBL induz edema na pata e hemorragia no musculo de ratos. O VBL aquecido
induz edema livre de hemorragia. O antiVBL neutralizou completamente o efeito
hemaorragico e inibiu somente parcialmente 0 edema, quando foi pré-incubado
com o VBL. O antisoro foi pouco efetivo em neutralizar ambas as atividades
quando foi adminisirado por via intravenosa. Estas observagoes indicam que
histamina, serotonina, bradicining e produtos da lipoxigenase estéio envolvidos
no edema causado pelo veneno de Bothrops lanceolatus.



| - INTRODUGAO

O mais velho relato sobre venenc de serpentes foi escrito em papiro, no
Egito antigo, cerca de 1600 a.C.. Como ilustrado por Sustrate, e posteriormente
por Nagarjuna, 800-700 a.C., o veneno de serpente era usado com o objetivo de
prolongar a vida ¢ essa foi, talvez, a primeira ilustracdo na histdria do uso
medicinal de venenos de serpentes. Francisco Redi, em 1664, demonstrou que
certos venenos necessitam ser injetados na pele para produzirem seus efeitos,
0 que levou Felice Fontana, em 1766, a iniciar o estudo toxicolégico e a
pesquisa cientifica sobre venenos ofidicos,

No final do sécule XiX, Silas Weir Mitchell {1888) publicou importantes
observacbes sobre venenos de vérias espécies, enfatizando que na composicéo
das secrecbes havia substancias com propriedades téxicas para imobilizar,
matar e digerir a presa (Devi, 1968; Condrea, 1979).

Sao conhecidas aproximadamente 2500-3000 espécies de serpentes.
Deste folal, cerca de 15% s8o venenosas e estdo taxonomicamente
classificadas em cinco familias: Viperidae, Crotalidae, Elapidae, Hydrophidae e
Colibridae (Mengden, 1983; Mehrtens, 1987). As espécies pertencentes 3as
familias Viperidae, Crofalidae e Elapidae séc as de maior importdncia médica
{Warrel & Fenner, 1993} e produzem veneno por duas glandulas exdcrinas
especializadas, que se localizam na boca {Kochva, 1987). Geralmente os
venenos apresentam coloracio branca, amarela ou laranja e sao classificados
de acordo com seus principios toxicos e modos de acdo (Ohsaka, 1979). Os
venenos ofidicos contém grande numerc de proteinas, bem como compostos
ndo protéicos com diferentes atividades bioldgicas. Em geral, as proteinas
correspondem a 90% do peso seco e possuem grande importancia
fisiopatoidgica, podendo ou nédo apresentar acdes enzimaticas importanies.
Muitas destas proteinas s&0 toxinas ou enzimas com propriedades toxicas
{Moura da Silva e col, 1990). Outros compostos sdo encontrados em menor



proporcao, fais como: organocfosforados, ions metalicos € materiais organicos
n&ao proteicos (Devi, 1968).

(Os venenos de serpentes pertencentes as familias Crofalidae e Viperidae,
além de efeitos sistémicos ou letais, causam efeitos locais caracterizados por
edema, hemorragia e necrose (Ohsaka e col. 1966, Rosenfeld,1971; Qwnby,
1984, Gutiérrez & Lomonte, 1989), evidenciando um fendmeno complexc e até
entao pouco compreendido (Ohsaka, 1979).

O edema pode ser provocado por varios mecanismos, como infeccbes
parasitarias,  obstruindo vasos linfaticos (filariose), obsirugbes venosas
(frombose venosa profunda), dificuldade no retorno do sangue venoso
{(insuficiéncia cardiaca), desnutricdo grave ou patologia renal com perda de
proteinas plasmaticas (queda na press@o coloidosmética); remog&o ganglionar
cirdrgica (para evitar disseminagao de cancer); mastectomia radical {(exerese de
mama cancerosa), insuficiéncia renal, fendmenos auto-imunes; traumas; outras
infeccbes etc.. Estes sfo tipos de edema, onde permanece a integridade
vascular sem aumento de permeabilidade, estando incluidos, portanto, somente
os desequilibrios hidrostético e coloidosmético {Junqueira & Carneiro, 1995;
Bonta & Noordhoek, 1973).

Ap6s qualquer lesdo tecidual, ocorre um espectro de fendmenos celulares
e sistdmicos, pelos quais o hospedeiro tenta restaurar e manter a homeostasia.
Esta reacdo, denominada inflamacgdo, ¢ uma resposta protetora no sentido de
destruir, diluir ou remover o agente causador. Ocorre em qualquer parte do
organismo e é Util a sua defesa (Belante, 1980; Gallin e col. 1988).

Julius Cohnheim (1889) forneceu uma das primeiras descrigbes
microscopicas da inflamagéo, observando, em mesentério de ra, uma hiperemia
ativa com extravasamentc de plasma (liquordiapedese), de leucdcitos
(diapedese leucocitaria ou leucodiapedese) e de hemacias (eritrodiapedese). Os
elementos extravasados (plasma e células) formam o exsudato inflamatério. Os
leuctcitos polimorfoniucieares  ou  granuldcitos (neutréfitos, eosindfilos e
basofilos) sdo as primeiras células a chegarem ao local lesado. Iniciaimente, se

aderem as paredes das vénulas pos-capilares e, através destas, migram para o



sitio inflamado, atraidos por substéncias com propriedades quimiotéxicas (Dale
& col. 1994), como, por exemplo, fatores do complemento ativado, como
fragmento Cha (Macmillan & Foster, 1988). Particularmente, os neutrofilos
fagocitam, destroem e digerem microorganismos. Os mondcitos e linfocitos
compoem os leucocitos mononucleares ou agranuldcitos. Os mondcitos chegam
ao iocal inflamado horas apés os polimorfos nucleares e al se transformam em
macrofagos, fagocitando microorganismos, fragmentos de tecidos e
polimorfonucleares mortos. Além disso, apresentam © material antigénico aos
linfécitos, quando se inicia a resposta imune. Também secretam fatores que
estimulam a angiogénese, de fundamental importéncia no processo de
reparacao. As inflamagbes séo divididas em agudas, ou de evolucdo rapida, e
cronicas, ou de evolucdo lenta (Garcia Leme, 1979).

Além dos fendmenos locais observados na resposta inflamatdria aguda,
ocorrem também reaches sistémicas. Dentre elas, duas respostas fisiologicas
estdo associadas. A primeira envolve a alteraggo no centro regulador
hipotaidmico, com geracdo da resposta febril;, a segunda, alteragdo no
metabolismo hepatico (Dinarelo e col.,1988:; Dinarelo e col., 1991). O figado é o
principal alvo dos mediadores inflamatérios sistémicos e &, também, o orgdo
responsavel por determinar o nivel de metabdlitos essenciais, para suprir o
organismo durante a fase critica de estresse. Assim, as células do figado
respondem a muitos dos fatores que sdo liberados na fase aguda. Esta resposta
é caracterizada por importante mudanga no transporte de ions e metabdlitos, na
atividades de muitas vias metabdlicas e na coordenacdo da sintese e liberagao
de proteinas plasmaticas da fase aguda.

No sitio do tecide lesado, possiveimente como wum mecanismo de
protecdo, s&o liberadas citocinas ( por ex., IL-1, iL-6 e TNF), consideradas como
reguladoras da resposta febril. Estas citocinas medeiam a febre através da
inducao da sintese de prostaglandinas da série E2 (Dinarelo e col,, 1983'33 1891).
Ao mesmo tempo, as interleucinas um e seis podem atuar no eixo hipotalamo-
hiptfise-adrenal estimulando a sintese de hormdnio adrenocorticotréfico
{ACTH), com subsequente producgdc de cortisol. Isto promove o retorno do



ACTH aos niveis normais por “feedback’ negativo, uma vez que os
corticosterdides inibem a expressdo génica das citocinas. As acdes dos
mediadores que sdc responsaveis pela regulacdo da expressdo génica no
figado pertencem a quatro categorias: 1) tipo IL - iterleucinas, IL-6, IL-11, LIF-
fator inibidor de leucemia, OSM-oncostatim M e CNTF-fator neutréfico ciliar); 2)
tipo IL-1 (IL-1e, {L-1B, TNFo-fator de necrose tumoral « e TNFB), 3)
glicocortictides e 4) fatores de crescimento (insulina, HGF-fator de crescimento
de hepatécito, FGF-fator de crescimento de fibroblasto e TGF3-fator de
crescimento de tumoral). As citocinas atuam como estimuladoras da expresséo
génica de fase aguda, engquanto os glicocorticéides e os fatores de crescimento
atuam mais como moduladores das agfes das cifocinas. Além disso, o figado
também supre os componentes necessédrios para defesa imediata no sitio do
tecido lesado, limitando a les&o do tecido, eliminando os agentes nocivos, bem
como auxiliando o reparo tecidual { Baumann & Galdie, 1994).

Conforme a natureza ou constitui¢do do exsudato, as inflamacbes agudas
podem ser serosa, hemorrdgica, purulenta e fibrinosa. A hemorragia, na
inflamac8o, se caracteriza pelo grande numero de hemacias no exsudato,
conferindo-the cor vermelha. O exsudato hemorragico aparece por: maior lesac
vascular produzida diretamente por agentes inflamatdrios, ou estase intensa e
prolongada devido a ac@io do estimulo flogdégenc ou hiperemia passiva pré-
existente (Faria, 1988). A hiperemia e o aumento de temperatura, observados
durante a resposta inflamatéria, ocorrem por causa do aumento do fluxc
sanguineo em consequéncia da vasodilatagdo. A vasodilatagéo é causada por
mediadores produzidos pela interagdo do agente causador com células
teciduais (histamina, prostaglandinas E2 e 12, fator de ativag@o plaqueiaria,
serotonina @ outros) e por alguns mediadores plasmaticos (bradicinina), que
atuam sobre as arteriolas e os esfincteres pré-capilares (Dale e col., 1994).
Alguns destes mediadores, como a histamina e o fator de ativacéo plaquetaria,
também s30 responsaveis pela fase inicial do aumento da permeabilidade
vascular, que é favorecido por vérios fatores: 1) afastamento das células

endoteliais entre si; 2) contragdo celular induzida por mediadores que interagem



sobre proteinas contractels, alargando os espagos interendoteliais e o contato
do endotélio com a membrana basal; 3) les&o, até necrose do endotélio (Faria,
1988). Este fendbmeno tem inicio logo apos a lesdo do tecido (Williams, 1994),
evoluindo com edema, eritema, aumento de temperatura e dor. A dor, do tipo
inflamatdrio, se deve a estimulacdo dos nociceptores de nervos aferentes por
mediadores quimicos, tais como a bradicinina e a histamina, além de um
aumento da pressac sobre o tecido lesado (Dale e col., 1884).

A bradicinina foi descoberta no Brasil, em 1949, por Rocha e Silva e
Beraldo & Rosenfeld. E um peptidec de baixo pesc molecular (nonapéptide)
causador de hiperemia e permeabilidade venular e capilar. Origina-se de um
cindgeno existente no plasma, ativado pela calicreina, que provém da pré-
calicreina ativada por um derivado do fator Xil da coagulacdo, ou fator
Hageman, apds ser ativado por contato com o colageno. N&o € quimiotaxica e
tem vida curta, sendo inativada rapidamente pela cininase il. (Faria, 1988;
Robins, 1991). A descoberta da bradicinina foi uma das mais importantes
contribuicbes na area de venenos ofidicos, o que possibilitou a Ferreira, em
1965, verificar que o veneno de Bothrops jararaca nac sé liberava bradicinina
como possuia um componente que amplificava seus efeitos (BPF: bradykinin-
potentiating factor). A bradicinina e a histamina, guandc liberadas, despolarizam
0s nociceptores quando o0s seus limiares de excitabilidade encontram-se
diminuidos. A reduc#o do limiar de excitagdo denomina-se hiperaigesia e €
induzida por derivados do acido araquidbnico (PGE2, PGI2, PGD2), bem como
por aminas simpaticomiméticas, principaimente a dopamina. Drogas que
bioqueiam a liberago efou agbes destes mediadores inibem a dor do tipo
inflamatoria ( Ferreira, 1985; Lorenzetti & Ferreira, 1985; Nakamura & Ferreira,
1987).

Os mediadores citdgenos, ou de origem celular, sdo principalmente a
histamina e a serotonina & o5 eicosandides s&o provenientes do acido
araguidonico.

No homem a histamina encontra-se nos granulos dos mastdcitos, nos baséfilos,
bem como nas plaquetas. £ formada a partir do aminodcido histidina e é



liberada por fatores inespecificos (trauma, toxinas) ou especificos {(reacdo
antigeno-anticorpo, polen, alimentos e drogas ou medicamentos). Estes
alérgenos estimulam a producéo do anticorpo IgE, que se liga e sensibiliza a
membrana dos mastécitos, liberando histamina, leucotrienos, fator de ativagdo
plaguetaria e PGD2. A histamina age sobre a microcirculacdo atraves dos
receptores H1, provocando dilatacdo de arteriolas, de esfincteres pré-capilares
g de vénulas e, afravés de mecanismos reflexos vasomotores, aumentam a
permeabilidade vascular. Ainda, dependendo dos receptores H1, causa, no
musculo liso, contracdo do ileo, dos brénquios, dos bronguiclos e do Gtero. Em
receptores H2, a histamina estimula a secre¢do gastrica, pode modular resposta
de células como linfocitos e apresenta atividade quimiotaxica para eosinofilos.
Assim, a histamina é importante, principalmente, guando se inicia a resposta
inflamatoria e nas reacdes de hipersensibilidade imediata mediadas pela gk
(Dahlén e col., 1983; Rang & Dale, 1993; Dale e col,, 1994).

A serotonina provém das plaquetas e das células enterocromafins do
intestino delgado e, principalmente, dos mastocitos de roedores, como rafos e
camundongos. Também provoca vasodilatacdo e aumento de permeabilidade
vascular (Robbins, 1991).

E provavel que as prostaglandinas E e | sejam os agentes mais
importantes no processo inflamatorio. As prostaglandinas s&o produtos da
metabolizagdo do écido araquiddnico pela enzima cicloxigenase. Esta
metabolizacdo da origem a endoperdxidos ciclicos (PGG2 e PGH2), instaveis,
originando as prostaglandinas e os tromboxanos. Atualmente, s&o conhecidas
duas formas de cicloxigenase {cox 1 e cox 2}. A cox 1 é encontrada nos vasos
sanguineos, estdmago & rins, enquanto que a cox 2 é produzida no local
inflamado; por citocinas e mediadores da inflamag&o. Trés produtos, originados
pela via da ciclooxigenase, sdo de grande importancia no processo inflamatorio:
1} tromboxano A2 (TXA2), um potente agregante plaguetario e vasoconstrictor
sanguineo; 2) prostaciclina (PGI2), um polente inibidor de agregacao
plaquetéria e vasodilatador, liberado predominantemente por células endoteliais

na parede dos vasos e 3) as prostaglandinas mais estaveis, PGE2, PGF2x e



PGDZ, gque possuem agbes sobre o ténus e a permeabilidade vascular, A
aspirina e a indometacina, dentre outros farmacos antiinflamatérios nao
esterdides, inibem a ciclooxigenase (Needleman e col. 1986; Salmon e Higgs,
1994). A lipooxigenagdo do 4&cido araquiddnico leva a formagdo de
hidroperoxieicosatetraendicos (HPETES), que s&o imediatamente transformados
em hidroxiacidos hidroxieicosatetraecéicos (HETES), originando os leucotrienos,
agentes com propriedades pré-inflamatérias (Ford-Hutchinson e col. 1980). O
leucotrieno B4 é potente agente guimiotdxico para neutrdfilos, eosindfilos e
mondcitos (Salmom & Higgs, 1994). Promove ainda a agregacéo de leucdcitos
(PMN), a degranulagdo e geragBo de superdxido, além de causar adesio de
neutrofifos ao endotélio venular e a migracéo transendotelial (Palmblad e col.
1981). Os leucotrienos C4, D4 e E4 causam todos vasoconstricio,
broncoespasmo e aumento de permeabilidade vascular, por acdo direta, ou
potencializandc a agao da histamina e da bradicinina (Samuelson, 1987; Faria,
1888, Robbins, 1991). Drogas como ¢ BW A4C (Tateson e col., 1988; Higgs e
col., 1988) e 0 BW 755C (Randall, 1980 ) inibem a lipooxigenase.

O edema provocado pelos venenos de serpentes da familia Viperidae
parece ser devido & uma acao indireta do veneno, através da hberag¢do de
mediadores autofarmacologicos, como cininas, histamina, serotonina e
prostaglandinas (Rothschild & Rotschild, 1979). A liberac8o destes mediadores,
indiretamente, pode contribuir, fambém, para outros efeitos importantes
causados por estes venenocs, como isquemia, por tumefacdo e compressdo
local (Chapman, 1968).

A hemorragia local, observada apods a injecdo de venenos de serpentes, €
uma das caracteristicas do envenenamento botropico (Rosenfeld 1971;
Gutierrez e col. 1881). Esta hemorragia caracteriza-se pela presenca de grande
numerc de hemacias no espaco exirgvascular, @ pode ser demonstrada com 0s
venenos de B. insulares (Selistre e col.,1990), B. jararacussu (Moura da Silva e
col., 1991), B. jararaca {(Kamiguti e col., 1991) e B. lanceolatus (Souza & Lbbo
de Araujo, 1995).
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Muitas das hemorraginas isoladas séo responsaveis pela inducdo do
fendmeno hemorrégico local em pacientes envenenados (Mandelbaum, 1984
Civello e col.,, 1983; Mori e col., 1984; Tan e Saifunddin, 1990a; Yonaha e col,,
1991). Toxinas hemorrdgicas, isoladas de venenos de serpentes, foram
caracterizadas como enzimas proteoliticas que hidrolisam diferentes substratos
{Tu, 1988; Civello e col., 1983, Mandelbaum e col., 1984; Nikai e col., 1984) e
sdo capazes de romper capilares, provocando o extravasamento de elementos
sanguineos para o tecido extravascular (Queiroz e col. 1985). Estas toxinas
hemorragicas atuam sobre a membrana basal, causando ruptura e perda da
integridade vascular, ou sobre as paredes dos vasos sanguineos, resultando em
fesdo das jungbes intercelulares endoteliais, levando a extravasamento
simultaneo de eritrdcitos e albumina (Ohsaka, 1979).

O envenenamento por picada de serpentes constitui um problema
importante de satide publica no Brasil (Alves, 1990), na América (Bolanos,
1982) e no mundo {Swarcop & Grab, 1954, 1956). No Brasil, a maioria dos
acidentes ofidicos € causada por espécies de serpentes pertencentes ao género
Bothrops. No estado de Sao Paulo, 86% dos acidentes notificados, de 1986 a
1990, foram causados por espécies de serpentes botrdpicas, dentre as guais
principalmente as B jararaca, B. jararacussu, B. alternatus e B. neuwiedi
{Cardoso, 1985; Secretaria de Estado da Saude, 1993). Estes venenos so
caracterizados por:

- gxercer intensa atividade proteolitica (Houssay & Negrete, 1918, Mebs, 1970;

- coagular o plasma sanguineo (Vital Brazil & Vellard, 1928; Klobusitzky, 1961);

- produzir hemorragia sistémica (Bjarnason & Tu, 1978; Fabiano & Tu, 1981);

- causar pronunciado efeito local, como hemorragia e necrose fecidual,
ocasionando sequelas com perda de tecido, que podem levar 8 amputagio da
extremidade afetada (Vital Brazil, 1911; Jimenez-Porras, 1973},

- liberar substéncias farmacologicamente ativas, tais como a histamina e a
bradicinina (Rothschild & Rothschild, 1979), levando a formacgdo de edema, que
se desenvolve rapidamente apds a inoculagdo do veneno (Rosenfeld, 1971,
Amaral e col. 1987);
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- causar choque circulatério, podendo levar a morte (Brasil 1982a).

O género Bothrops conta ainda com varios outros representantes no
continente  Americano. Trés oufras espécies endémicas sao tambeéem
reconhecidas: B. insufaris, na ilha da Queimada Grande, na costa do Brasil; B.
carabaeus, em Sta. Lucia, nas Antilhas, e B. janceolatus, na Hha Martinica, na
América Central, (Hoge & Romano Hoge, 1978; 1979). A Bothrops lanceolatus
foi descrita pela primeira vez por Lacépéde, em 1789. E uma serpente de
grande porte, que habita as regides umidas de florestas tropicais de encostas
rochosas, tendendo a ser arboricola (Campbell & Lamar, 1989), e apresenta a
maioria das atividades das Bothrops brasileiras (L6bo de Aradjo, 1987, 1990).
Pacientes atendidos em hospitais da Martinica, por picada da serpente Bothrops
lanceolatus, apresentaram as seguintes complicacbes: edema, dor e ateracOes
sistémicas, com embolia pulmonar, enfarte do miocérdio e enfarte cerebral. A
terapia anticoagulante preventiva e a soroterapia precoce e especifica
apresentaram eficacia limitada na prevencao destas complicagbes (Thomas e
col., 1995).

Qs efeitos locais induzidos pelos venenos de serpentes do género
Bothrops sdo dificeis de serem neutralizados pelos antivenenos especificos,
enquanto que para as complicagles sistémicas esta terapia & geralmente mais
efetiva (Gutiérrez e col., 1981, 1985; Lomonte, 1985, Lomonte e col., 1987). isso
pode estar relacionado ao rapide desenvolvimento dos efeitos locais, enquanto
que os sistémicos, que resultam em letalidade, se desenvolvem mais lentamente
(Gutierrez, 1987). Ainda ha a possibilidade de os efeitos locais produzidos pelos
venenos botropicos ocorrerem por componentes com diferentes agdes
farmacotoxicas ou que atuem sinergicamente, potencializando-os. Estas
variacbes se devem, em parte, as diferentes localizagGes geograficas e
ontogenéticas (Gutiérrez e col.,1990) e tém implicagbes praticas no esquema de
producéio de antivenenos. Desta forma, & recomendado que 0s antivenenos
sejam produzidos utilizando-se venenos coletados em cada regido geografica,
visto que a habilidade neutralizante de um antiveneno, contra um veneno
especifico, depende do veneno incluido na mistura antigénica (Gutierrez e col.,



12

1988a). Entretanto, visto que frequentemente isto ndo & seguido, é essencial
investigar a capacidade neutralizante de antivenenos preparados contra o0s
venenos das serpentes da regido onde o0s acidentes séo mais frequentes ( Otero
e col., 1995),

Acreditamos que o© isolamento dos componentes efou estudo dos
fenémenos em separado poderdo elucidar as diferentes combinagles e
possiveis sinergismos, ja& que estudos da composicdo antigénica de venenos
botropicos apresentaram diferencas imunologicas entre venenos da mesma
espécie (Schenberg, 1958, 1961, 1963). Este fato foi verificado em estudos
sobre fatores hemorragicos isolados do veneno de Bothrops neuwiedi (NHFa e
NHFDb) e de Bothrops jararaca (HF1, HF2 e HF3) por Mandelbaum e col,, 1876,
utilizando soro homdlogo ou heterblogo preparados em coeltho e cavalo,
respectivamente {Mandelbaum e col., 1988).

Sendo o veneno de Bothrops lanceolatus pouco estudado e os efeitos
locais dificeis de serem controlados com soros convencionais (Gutiérrez e col.,
1986; Rojas e col., 1987), utilizamos farmacos com propriedades farmacologicas
conhecidas e o soro antiBothrops lanceolatus nos estudos das atividades
edematogénica ¢ hemorrdgica, na tentativa de melhor compreendermos a
complexidade do envenenamento ofidico e de contribuirmos com possivels

alternativas terapéuticas.
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II-OBJETIVOS

Os abjetivos deste trabalho foram:

O Avaliar a resposta inflamatoria aguda {edema) induzida pelo veneno de
Bothrops lanceolatus “in natura” e/ou aguecido, em pata de ratos, e determinar
os possiveis mediadores envolvidos nesta resposta.

© Avaliar a atividade hemorragica local induzida pelo veneno de Bothrops
janceolatus “in natura” em musculo estriado esqueletico de ratos.

© Avaliar a capacidade neutralizante do soro antiBothrops lanceolatus,
sobre as atividades edematogénica e hemorragica.
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il - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados ratos machos “Wistar” pesando enfre 130-180 g,
provenientes do centro de bioterismo da Unicamp. Os animais foram mantidos
no biotério do departamento, sob ciclo de luz, na temperatura ambiente,
recebendo dgua e racéo ad libitum, até a realizacao dos experimentos.

3.2 - Veneno

0 veneno de Bothrops lanceolatus (VBL) foi gentilmente cedido pela “Unité
des Vening” do instituto Pasteur (Paris-Franga). A solugdo-mée (7,5 mg/mi} foi
preparada em salina 0,9%, aliquotada, mantida a -20°C e descongelada
imediatamente antes da realizagdo dos experimentos.

3.3 - SORO ANTiBothrops fanceolatus

O soro antiBothrops lanceolatus (antiVBL), obtido de soro de cavalo, foi
gentilmente cedido pela “Unité des Venins® do instituto Pasteur (Paris-Franca).
Foi utilizado previamente incubado com o VBL ou por inoculago intravenosa.

3.4 - Farmacos e Reagentes

Mepiramina, ciproheptadina, composto 48/80,  captopril, bradicinina,
indometacina e carragenina(Sigma Chemical CO.); Hoe 140 (Pharma Syntesis-
Hoechst AG); dexametasona (INAF), BW A4C (Welicome Research
Laboratories); iloprost {Shering); hemoglobina (Wiener Laboratérios SAIC-
Rosario Argentina), DMSO (Fisher Scientific CO.); heptano, ferricianeto de
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potassio e cianeto de potassio (Merk S.A Rio de Janeiro, RJ);, éter etilico e
cloreto de sadio (Chemco-Sao Paulo, SP) e bicarbonato de sédio (Reagen).

3.5 - TRATAMENTOS
3.5.1 - Mepiramina e Ciproheptadina

Os animais foram tratados com mepiramina (M, 6 mg/kg), (Ho & Hwang,
1991), ciproheptadina (C, 6 mg/ Kg) ou associacdo de ambas por via
intraperitoneal (ip)15 minutos antes da administrac&o do veneno (75 ug). Os

animais-controle receberam salina 0,8%, nas mesmas condi¢ches experimentais.
3.5.2 - Hoe 140 {D-Arg[Hyp®, Thi®, D-Tic'Dic*}-bradicinina)

Os animais foram tratados com Hoe 140 (0,6 mg/kg por via intravenosa
{iv), 30 minutos antes da administracdo concomitante de VBL (75 ng) e iloprost
(0,1 ug), na regidio subplantar. O grupo-controle recebeu salina 0,9%, nas

mesmas condicdes experimentais.
3.5.3 - Captopril

O captopril (300 ug) foi co-administrado na regido subplantar com o VBL
{75 ug). O grupo-controle recebeu somente o VBL (73 ug), nas mesmas

condiches experimentais.
3.6 - Inibidores do Metabolismo do Acido Araquidénico
3.6.1 - Dexametasona

Os animais foram tratados com dexametasona (dexa, 1 mg/kg), (Rao e col,,
1993), por via subcutdnea (sc), 2 horas antes de receberem injecdo de VBL (75
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1g), na regifio subplantar. O grupo-controle recebeu salina 0,9%, nas mesmas
condigGes experimentais.

3.8.2 - Indometacina

Os animais foram tratados com indometacina (indo, 10 mg/kg), (Trebien &
Calixto, 1989; Barja-Fidalgo e col, 1992, Rao e col, 1993), por via
intraperitonial (ip), 30 minutos antes de receberem injec&o de VBL (75 ug), na
regido subplantar. O grupo controle recebeu salina com 2,5% de bicarbonato de
sadio. A efetividade da indometacina foi previamente confirmada em animais

que receberam, na regifio subplantar, carragenina (100 ng/pata).

3.6.3 - BW A4C {N-{3-phenoxynnamyl) acetohydroxamic acid

Os animais foram previamente tratados com BWA 4C (BW, 10 mg/kg),
(Tateson e col, 1988), por via intraperitonial (ip), 30 minutos antes de
receberem o VBL (75 ug), na regido subplantar. O grupo-controle recebeu salina

com 50% de DMSO (dimetil sulféxido), nas mesmas condigbes experimentais.
3.7 ~ Hoprost

O iloprost, andlogo a PGI2 (0,1 wg), foi co-administrado na regiéo
subplantar com o VBL (75 pg). Os animais-controle receberam somente iloprost

{0,1 ug) ou salina 0,9% (0, 1mi), nas mesmas condigbes experimentais.

3.8 - EFEITO DO SORO ANT!Bothrops lanceolatus SOBRE O EDEMA E A
HEMORRAGIA INDUZIDOS PELO VBL

O efeito do antivVBL fol determinado incubando-se 30 minutos em banho-

maria a 37°C com o VBL {75 ug) ‘in natura’ efou aquecido a 97°C durante 30
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segundos. A seguir o antiVBL incubado com o VBL “in natura® foi administrado
na pata efou no musculo. Q edema foi determinado 15 e 30 minutos apés e a
hemorragia, 3 horas apés. O antivVBL incubado com o VBL aquecido foi também
administrado na pata e/ou no musculo. O edema e a hemorragia foram
determinados nos mesmos tempos acima descritos. Da mesma maneira as
atividades edematogénica e hemorragica foram determinadas num grupo de
animais gue recebeu o antiVBL por via intravenosa imediatamente apés injecéo
subplantar com o VBL (75 ng) “in natura” efou aquecido. A atividade
hemorragica foi determinada apenas com 0 veneno “in natura *, seguindo-se a
mesma metodologia acima descrita.

3.9 - DETERMINAGAO DO AUMENTO DE VOLUME DE PATA (EDEMA)
INDUZIDO PELO VBL

Grupos de cinco a sete animais anestesiados com éter etilico receberam,
na regido subplantar, 0,1 mi da solugdo do veneno de Bothrops lanceolatus
(12,5 - 100 ug). O volume das patas foi determinado antes (volume basal) e
ap6s o estimulo com o VBL, nos intervalos de tempo 1/4, 112, 2, 4, 6 e 24 horas,
utilizando-se um hidropletismografo (modelo 7150, Ugo Basile, ltalia). O
aumento de volume foi determinado pela diferenca entre o volume das patas
tratadas com VBL e os volumes basais de cada pata previamente determinados.
O edema foi avaliado, também, com ¢ VBL aquecido a 97°C durante 30
segundos. Qs resultados foram expressos como media + erro-padrao das
médias e comparados com grupos de animais-controle que receberam 0 Mesmo

volume de salina,

3.9.1 - AVALIAGAC DA HEMORRAGIA INDUZIDA PELO VBL “IN NATURA”
EM MUSCULO ESQUELETICO DE RATOS

Grupos de seis animais foram anestesiados com éter etilico e receberam,

por via intramuscular (im), na regi&o posterior do masculo gastrocnémio
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(Roberto, 1981), 0,1 ml da solug&o do VBL “in natura” (0,25 - 64 pg). O masculo
contralateral foi utilizado como conirole, recebendo o mesmo volume de salina.
Os animais receberam o VBL “in naturg” (8 ng) e foram sacrificados nos
tempos 1/4, 1/2, 1, 2, 3, 24, 48 e 72 horas, para determinar o curso temporal.
Para a curva dose-resposta, os animais receberam VBL “in natura” nas doses
0,25 0,5 1; 2, 4, 8, 16, 32 e 64 ug e foram sacrificados 3 horas apos. Ahtes de
serem sacrificados, os animais foram perfundidos com 100 mi de salina 0,9% no
ventriculo esquerdo com drenagem pelo atrio direito (foto 1). Os misculos foram
dissecados com instrumental cirdrgico, pesados e acondicionados a -20°C
durante a noite. A seguir, as amostras foram tratadas com reagente de Drabkin
(6 mlfg), homogeneizadas em triturador (Tecnal Marconi, mod. 102, série
892571) e centrifugadas, em centrifuga 641038, tipo T21 (Heinz Janetzki KG,
Germany), a 4000 rpm durante 15 minutos. Os sobrenadantes foram
recentrifugados em centrifuga refrigerada modeio J2-21 (Bekman, U.S.A), rotor
JA-21. a 18500 rpm durante 30 minutos. A cada 2 mi dos sobrenadantes, foram
adicionados 0,5 ml de heptano, homogeneizado em agitador eletromecanico tipo
1005 (Biomatic, Porto Alegre, Brasil) e novamente centrifugados a 4000 rpm
durante 15 minutos. A hemorragia foi determinada de acordo com o metodo de
cianometemoglobina (Ownby e col., 1984, Pelissari e col., 1993), com algumas
modificacdes, dosando-se a quantidade de hemoglobina em espectrofotometro
Uvikon 810 (Kontron Spectrophotometer, Suiga), a 540 nm. A concentragac de
hemoglobina foi obtida multiplicando-se a absorbancia encontrada pelo fator
{x). Este fator foi previamente determinado através de uma curva-padrdo de
hemoglobina. Os resultados encontrados foram divididos pelos pesos dos
respectivos musculos. A quantidade de hemoglobina foi expressa em mg/g de

tecido.
3.9.2 - REAGENTE DE DRABKIN

Reagente de Drabkin: bicarbonato de sédio (2 g), ferricianeto de potassio
(0,394 g) e cianeto de potassio (0,108 g) com volume final (1000 mi) completado
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com agua destilada. Este reagente, estavel durante um més, foi mantido em

temperatura ambiente na auséncia de luz.

3.9.3 - CURVA-PADRAO DE HEMOGLOBINA

Ao reagente de Drabkin (1,5; 3; 6; 9; 12 e 15 ml), foram adicionados 20 pl
de hemoglobina padréo (14,8 g/dl). Os tubos foram agitados e a curva padrao
determinada em espectrofotdbmetro Uvikon 810 (Kontron Spectrophotometer,
Suica), a 540 nm. O fator (x) foi encontrado dividindo-se a somatoria das
concentragdes de hemoglobina pela somatéria das respectivas absorbancias.

Foto 1. Lavagem parenteral com salina. Imediatamente antes da parada
cardiaca foram perfundidos 100 ml de salina 0,9% no ventriculo esquerdo com

drenagem pelo atrio direito.
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3.9.4 - ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica fol realizada aplicando-se © teste “T’ de Student
(Siegel, 1979) ndo pareado e/ou pareado. Em todas as analises os resultados

foram considerados significantes quando p < 0,05.
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IV - RESULTADOS

4.1 - AUMENTO DE VOLUME DE PATA (EDEMA) INDUZIDO PELO VENENO
DE Bothrops lanceolatus

O aumento de volume de pata induzido pelo veneno de Bothrops
lanceolatus (VBL) foi determinado em diferentes concentracbes (12,5; 25; 50; 75
e 100 ug). Em todas as concentracles testadas, o veneno induziu aumento de
volume de pata acompanhado de hemorragia. A resposta maxima foi observada
com O venenoc injetado na dose de 75 pg/pata (salina, controle = 0,09 + 0,001 m
eveneno =109+ 0,05 ml n=7; figura 1 e foio 2). A figura 2 ilustra o cursc
temporal do aumento de volume de pata induzido por 50 uyg do veneno de
Bothrops lanceolatus. O efeito maximo ocorreu 15 minutos apos o estimuio
(salina, controle = 0,09 + 0,001 ml e veneno = 0,89 + 0,04 mi, n = 7),
apresentando queda gradativa, desaparecendo apéds 24 horas. As demais
concentragbes apresentaram resultados semelhantes. O veneno de Bothrops
fanceolatus induziu aumento de volume da pata, dose e tempo dependentes

{figuras 1 e 2}.

Verificando-se gue o edema foi acompanhado de hemorragia e sendo este
um efeito local importante, determinou-se, também, a dose-resposta e o curso
temporal deste fendmeno, através da dosagem de hemoglobina, no musculo
esquelético. Para isso utilizamos diferentes concentragbes do veneno {0,25;
0,5:1: 2: 4 8; 16: 32 e 64 ug), administradas no musculo gastrocnémio. O VBL
induziuy hemorragia maxima na dose de 32 ug (salina, controle = 1,23 + 0,07
mghb/g de tecido & veneno = 6,77 + 0,60 mghb/g de tecido; figura 3 e folo 3). A
dose minima necessaria para induzir hemorragia estatisticamente significante foi
de 0,5 ug (salina, controle = 1,23 + 0,07 mghb/g de tecido e veneno = 1,85 +
0,10 mghb/g de tecido; figura 3). Como mostra a figura 4, a hemorragia induzida

apds a administracdo de 8 pg do veneno foi maxima entre o intervalode 1 a 3
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horas, decaindo progressivamente a seguir, e desaparecendo dentro de 72
horas. A hemorragia induzida pelo VBL ocorreu, também, de forma dose e
tempo- dependente (figuras 3 e 4).

Aquecendo-se o veneno de Bothrops lanceciatus, determinou-se o edema
por ele induzido,

O aquecimento do veneno a 97°C durante 30 segundos, previamente &
administrag&o subplantar, induziu edema, dose e tempo-dependente {figuras S e
6}, porém de magnitude menor (30%, figura 5), em relacio ao veneno “in natura”
{figura 1). Neste caso, ndo se observou, visualmente, hemorragia local. O que
foi confirmado determinando-se a hemorragia, dosando-se a hemoglobina
liberada no musculo 3 horas apods a injecdo de 32 ug de VBL aquecido (figura
7).

4.2 - EFEITO DO ILOPROST SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO PELO
VBL AQUECIDO

Neste experimento, se utilizou iloprost em associacdo ao veneno
aguecido, com 0 objetivo de verificar se o vasodilatador, iloprost, seria capaz de
potencializar o0 edema ndo hemorragico causado pelo VBL previamente
aquecido a 97°C durante 30 segundos. Como mostra a figura 8, o iloprost (0,1
ug) co-administrado com o VBL aguecido {75 ug) foi capaz de potencializar o
edema, guando comparado a resposta reduzida induzida pelo veneno aquecido,
sozinho, Este edema continuoy ausente de hemorragia (foto 4). A partir de

eméo, nossos experimentos foram acompanhados do vasodilatador iloprost.

4.3 - EFEITO DO TRATAMENTO COM FARMACOS SOBRE O EDEMA DE
PATA INDUZIDO PELO VBL AQUECIDO
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No sentido de verificar quais 0s possiveis mediadores envolvidos no
edema induzido pelo VBL, os animais foram tratados com: mepiraming,
ciproheptadina, indometacina, BW A4C, dexametasona, captopril @ Hoe 140,
previamente a administragdo do veneno com o iloprost, determinando-se o
edema 15 e 30 minutos apds. Como podemos observar na figura 9, o edema foi
inibido pela mepiramina, ciproheptadina, dexametasona, BW A4C, mas nao pela
indometacina. A ulilizag@o concomitante de mepiramina e ciproheptadina
acarretou inibicao de 77% da resposta edematogénica.

Hoe 140 foi capaz, também, de inibir significativamente o edema (figura
10). Por outro lado, captopril potencializou o efeito edematogénico do veneno,
mesmo na auséncia de iloprost (figura 10).

Nossos resultados sugerem gue histamina, serotonina, metabdlitos do
acido araquidonico e bradicinina podem estar envolvidos no edema induzido
por €8se veneno.

4.4 - EFEITQ DO SORO ANTiBothrops lanceolatus SOBRE O EDEMAE A
HEMORRAGIA INDUZIDOS PELO VBL “IN NATURA” E AQUECIDO.

Com o intuito de verificar a efetividade do soro antiVBL., sobre ¢ edema e
a hemorragia, prosseguimos nosso estudo, ftratando os animais com o soro
antiVBL, no sentido de avaliar sua capacidade neutralizante sobre a hemorragia
induzida em musculo pelo VBL “in natura” e sobre o edema induzido na pata
pelo VBL “in natura” e/ou aquecido associado ao iloprost.

Para isto, utilizamos o antiVBL previamente incubado com ¢ VBL ou
inoculado por via intravenosa. Como ilustra a Figura 11, a efetividade do |
antiVBL sobre o aumento de volume de pata (edema) foi maxima na proporgéo
de 1 mi de antivBL/mg de VBL. Q edema foi inibido em 45%, porém
acompanhado de hemorragia. Na proporgéo de 2 ml de antiVBL/mg de VBL a
inibigéo foi a mesma, mas livre de hemorragia. Em decorréncia deste resuftado,
verificamos se o antiVBL, nesta proporcdo, era também efetivo em relagéo a
hemorragia provocada pelo VBL “in natura” no muasculo. Como mostra a Figura
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12, o antiVBL incubado com o VBL,, nestas condigGes, foi capaz de neutralizar
completamente a hemorragia induzida pelo veneno. Quando tratamos os
animais com o antiVBL, por administraco intravenosa, imediatamente apds a
administragéo subplantar de VBL “in natura® (75 pg) ou administracdo
intramuscular (32 ug), verificamos que a capacidade neutralizante foi de 30%
para o edema, (figura 13) e de 38% para a hemorragia, (figura 14), mesmo
aumentando-se a proporgao do antiVBL/VBL. em cinco vezes. Por outro lado, na
pre-incubacéo do antiVBL com o VBL (75 ug), previamente aquecido, associado
ao tloprost (0,1 ug), a inibigéo do edema fol discreta, 30% (figura 15) e somente
ocorreu na proporgéo de 0,125 mi de antiVBL/ mg de VBL. Ja, com a inoculacio
intravenosa apds a administragdo subplantar do VBL aquecido associado ao
Hoprost, mesmo aumentando-se dez vezes a proporcdo, o antiVBL foi
completamente ineficaz para inibir o edema (figura 16).
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Figura 1. Aumento de volume de pata {edema) em ratos, induzido pelo
veneno de Bothrops Janceolatus “in natura”. Os animais receberam
diferentes doses do veneno na regiac subplantar posterior esquerda. O volume
da pata foi determinado 15 minutos apés as injecbes. O grupo-controle foi
constituido por animais tratados com salina nas mesmas condi¢bes. Cada barra
representa a média + EPM de 7 animais, *p < 0,01, ™™p < 0,001, comparados

com o controle.



Foto 2. Edema hemorragico em pata de rato. O animal foi fotografadc
minutos apds receber 75 pg do veneno de Bothrops lanceolatus “in natura

e 0,1 ml de salina (B).
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Figura 2. Curso temporal do aumento de volume de pata em ratos, induzido

pelo veneno de Bothrops lanceolatus “in natura”. Os animais receberam, na

regido subplantar, 50 pg () do veneno. O volume da pata foi determinado em

diferentes tempos apds a administragdo do veneno ou da salina. O grupo-

controle recebeu salina (o) nas mesmas condigdes experimentais. Cada ponto

representa a média + EPM de 7 animais, **p < 0,01, ***p< 0,001, comparados

com os controles.
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Figura 3. Efeito dose-resposta da hemorragia local em musculo
esquelético de ratos induzida pelo veneno de Bothrops lanceolatus “in
natura”. O VBL foi administrado, no musculo gastrocnémio esquerdo, em
diferentes concentragbes. A quantidade de hemoglobina liberada foi
determinada por espectrofotdmetro, 540 nm, 3 horas apés. O controle foi
constituido pelos mesmos animais que receberam salina no musculo
contralateral. Cada barra representa a média + EPM de 6 animais, **p < 0,01,

***p < 0,001, comparados com o controle.
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Foto 3. Hemorragia local em musculo esquelético de rato. Os musc
gastrocnémios foram dissecados e fotogrados 1 hora apés receberem 32 p

veneno de Bothrops lanceolatus (B) e 0,1 ml de salina (A).
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Figura 4. Curso temporal da hemorragia local em musculo esquelético de

ratos, induzida pelo veneno de Bothrops lanceolatus “in natura”. O VBL, 8

hug (e), foi injetado no musculo gastrocnémio esquerdo. Os animais foram

sacrificados apos a administracéo do VBL nos tempos indicados. A quantidade

de hemoglobina foi determinada por espectrofotometro a 540 nm. O controle foi

constituido pelos mesmos animais que receberam salina (o) no musculo

contralateral. Cada ponto representa a média + EPM de 6 animais, **p < 0,01,

***p < 0,001 comparados com os controles.



31

0,4

*k*k
*k%k
0,3- |
*k%k

_ S

T
T
| L

0,0 -
Salina 12,5 25,0 50,0 750 100,0
VENENO DE Bothrops lanceolatus (.9)

EDEMA (ml)
o
B

Figura 5. Edema de pata em ratos, induzido pelo veneno de Bothrops
lanceolatus aquecido. Diversas doses de veneno, previamente aquecido a
97°C durante 30 segundos, foram injetadas nos animais. O volume de pata
(edema) foi determinado 15 minutos ap6s a administracédo do VBL. O grupo-
controle recebeu salina nas mesmas condigbes experimentais. Cada barra
representa a média £+ EPM de 7 animais, *p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001,

comparados com o controle.
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Figura 6. Curso temporal do edema de pata em ratos, induzido pelo veneno
de Bothrops lanceolatus aquecido. Cinquenta microgramas (50 pg) do
veneno (e), aquecido a 97°C durante 30 segundos, foram injetados na regiao

subplantar esquerda dos animais. O volume da pata foi determinado em
diferentes tempos, apds a administragdo do veneno ou da salina. O grupo-
controle recebeu salina (o) nas mesmas condigées experimentais. Cada ponto
representa a média + EPM de 7 animais, * p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001,

comparados com o controles.
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Figura 7. Efeito do aquecimento prévio do veneno de Bothrops lanceolatus
sobre a hemorragia, em musculo esquelético de ratos. O VBL (32 pg) “in
natura’ ou aquecido a 97°C durante 30 segundos foi administrado no musculo
gastrocnémio esquerdo. O controle, musculo contralateral, recebeu salina nas
mesmas condicdes. Os animais foram sacrificados 3 horas apés as injegoes. A
quantidade de hemoglobina liberada foi determinada em espectrofotometro a
540 nm. Cada barra representa a média + EPM de 6 animais, ***p < 0,001,

comparado com o controle.
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Figura 8. Efeito do iloprost sobre o edema de pata, em ratos, induzido pelo
veneno de Bothrops lanceolatus aquecido. O iloprost (llo, 0,1 ug) foi injetado
na regido subplantar sozinho ou co-administrado com o VBL (75 pg)
previamente aquecido a 97°C durante 30 segundos. Os controles estao
representados pelos grupos de animais que receberam salina ou VBL (75 pg)
sem iloprost, nas mesmas condi¢des experimentais. O edema foi determinado
30 minutos apés as injecdes. As barras representam as medias + EPM de 7

animais, **p < 0,01 comparados com 0s controles.



Foto 4. Edema nao hemorragico em pata de rato. O animal foi fotografad
minutos apds receber 75 ug do veneno de Bothrops lanceolatus aquecit

97°C durante 30 segundos associado a 0,1 ng de iloprost (A) e 0,1 ml de s:
(B).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com farmacos sobre o edema de pata,

em ratos, induzido pelo VBL aquecido associado ao iloprost. Os animais
receberam mepiramina (m, 6 mg/kg-ip), ciproheptadina (c, 6 mg/kg-ip),
mepiramina e ciproheptadina (m + ¢, 6 mg/kg-ip), BW A4C ( BW, 10 mg/kg-ip) e
dexametasona (dexa, 1 mg/kg-sc) e a seguir receberam, na regiao subplantar,
injecdo de VBL (75 pg) aquecido a 97°C durante 30 segundos, associado ao
iloprost (llo, 0,1 pg). O grupo-controle recebeu VBL com iloprost. O edema foi
determinado 15 minutos apds a co-administragdo de VBL e iloprost. Cada barra
representa a média £+ EPM de 5 animais, *p < 0,05, ***p < 0,001 comparados

com o controle.
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Figura 10. Efeito do captopril e do Hoe 140 sobre o edema de pata em
ratos, induzido pelo veneno de Bothrops lanceolatus aquecido. O VBL (75
ug) aquecido a 97°C durante 30 segundos foi administrado na regiado subplantar
sozinho efou co-administrado com o captopril (300 ug) sem iloprost. Apds a
administracdo do Hoe 140 (0,6 mg/kg-iv), os animais receberam na regiao
subplantar o VBL aquecido (75ug) associado ao iloprost (0,1 ug). O grupo-
controle ndo foi pré-tratado com o Hoe 140. O edema foi determinado 15
minutos (A) e 30 minutos (B) ap6s as injegdes. Cada barra representa a media +
EPM de 5 animais, * p < 0,05, comparados com os controles.
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Figura 11. Efeito da pré-incubagdo do soro antiBothrops lanceolatus sobre
o aumento de volume de pata (edema), em ratos, induzido pelo VBL “in
natura”. O antiVBL, nas proporgdes indicadas, previamente incubado a 37°C
durante 30 minutos com o VBL (75 ng) “in natura”, foi administrado na regido
subplantar esquerda. O grupo-controle recebeu apenas 75 pg de VBL. O
aumento de volume (edema) foi determinado 15 minutos apés as injegées. Cada
barra representa a média + EPM de 5 animais, *p < 0,05, *p < 0,001,

comparados com o controle.
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Figura 12. Efeito da pré-incubagéo do soro antiBothrops lanceolatus sobre
a hemorragia induzida pelo VBL “in natura” em musculo esquelético de
ratos. O antiVBL, nas propor¢des indicadas, previamente incubado a 37°C
durante 30 minutos com o VBL (32 pg) “in natura” foi administrado (im) no
musculo gastrocnémio esquerdo. O grupo-controle recebeu apenas 32 pg de
VBL. Os animais foram sacrificados 3 horas apos as injegbes. A quantidade de
hemoglobina foi determinada em espectrofotdmetro a 540 nm . Cada quadrado

representa a média + EPM de 6 animais, ***p < 0,001, comparados com o

controle.
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Figura 13. Efeito do soro antiBothrops lanceolatus sobre o aumento de
volume de pata (edema), em ratos, induzido pelo VBL “in natura”. O
antiVBL, nas proporgdes indicadas, foi administrado (iv) em uma das veias da
cauda, imediatamente ap6s a injegdo subplantar de 75 ug de VBL “in natura”. O
grupo- controle recebeu apenas 75 pg de VBL. O volume de pata (edema) foi
determinado 15 minutos apés a administracéo do VBL. Cada barra representa a

média + EPM de 5 animais, **p < 0,01, comparados com o controle.
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Figura 14. Efeito do soro antiBothrops lanceolatus, sobre a hemorragia em
musculo esquelético de ratos, induzida pelo VBL “in natura”. O antiVBL,
nas proporgdes indicadas, foi administrado (iv), em uma das veias da cauda,
imediatamente apdés a administragdo de 32 pg de VBL “in natura” (im), no
musculo gastrocnémio esquerdo. O grupo controle recebeu apenas 32 pg de
VBL. Os animais foram sacrificados 3 horas ap6s. A quantidade de hemoglobina
foi determinada em espectrofotometro a 540 nm. Cada quadrado representa a

média + EPM de 6 animais, **p < 0,01, ***p < 0,001, comparados com o controle.
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Figura 15. Efeito da pré-incubagao do soro antiBothrops lanceolatus sobre
o edema de pata, em ratos, induzido pelo VBL aquecido. O antiVBL, nas
proporgdes indicadas, previamente incubado a 37°C durante 30 minutos com o
VBL (75 pg) aquecido a 97°C durante 30 segundos, associado ao iloprost (0,1
ug), foi administrado na regido subplantar esquerda. O grupo-controle recebeu o
VBL (75 pg) associado ao iloprost (0,1 ug). O edema foi determinado 15

minutos (A) e 30 minutos (B) ap6s as injecbes. Cada barra representa a média +
EPM de 5 animais, *p < 0,05, comparado com o controle.
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Figura 16. Efeito do soro antiBothrops lanceolatus sobre o edema de pata,
em ratos, induzido pelo VBL aquecido. O antiVBL, nas proporgdes indicadas,
foi administrado (iv) em uma das veias da cauda, imediatamente apos a
administragdo subplantar de 75 pg de VBL previamente aquecido a 97°C
durante 30 segundos, associado a 0,1 ug de iloprost. O grupo-controle recebeu
o VBL (75 ng) associado ao iloprost (0,1 ug). O edema foi determinado 15

minuto apés as injegdes. Cada barra representa a média + EPM de 5 animais.
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V - DISCUSSAO

O aumento de volume de pata de rato (edema), observado com 0 veneno
de Bofhrops /lanceolatus “in natura®, foi dose e témpo—dependente e
acompanhado de hemorragia. Estes fendmenos sédo também observados com
outros venenos do género Bothrops (Trebien & Calixto, 1989; Selistre e
col. 1990, Perales e col., 1992).

Conforme demonstrado previamente, é interessante notar que o edema
induzido pelo veneno de Bothrops lanceolatus “in natura’, em camundongos,
ocorreu também de forma dose e tempo-dependente, porém livre de hemorragia
(Souza, 1995). Este fato foi também verificado por Vargaftig, 1974, com o
veneno de Bothrops jararaca.

Como a hemorragia, nas nossas condigfes experimentais, acompanha o
adema e aparece logo apos a inoculacfo do veneno de Bothrops lanceolatus “in
natura®, determinou-se a dose minima hemorragica (DHM)} do VBL, necessaria
para induzir hemorragia estatisticamente significante. Da mesma forma do que ¢
observado para o edema, a hemorragia é também um fendmeno dose e tempo-
dependente. Estes dados estdo de acordo com observagbes de Ownby e col,,
1684, para os venenos de Crofalus atrox e Crotalus viridis viridis.

Verificando gue, na espécie animal em estudo, o VBL “in natura” induz o
edema acompanhado de hemorragia, decidimos testar o efeito do aquecimento
sobre este fendmeno. O aguecimento eliminou completamente a hemorragia. O
edema induzido pelo VBL aquecido, embora reduzido, ocorreu de forma dose e
tempo-dependente, como verificado para o VBL “in natura’. Estes resultados
estho de acordo com trabalhos anteriores realizados com o veneno de Bofhrops
jararaca (Vargaftig, 1974; Trebien & Calixto, 1989) e o veneno de Agkistrodon
acufos (Sugihara e col., 1984). Nossos resultados sugerem que proteinas
hemorragicas estéo também envolvidas no edema induzido pelo VBL “in natura”,
mas ndo descartam a idéia de que a reducdo do edema causado pelo
aguecimento pode ser decorrente de alteracdo na liberacdo de oufros
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mediadores. Além disso, a discreta atividade edematogénica induzida pelo VBL
aquecido, quando comparada ao edema causado pelo VBL “in natura’, indica
que também componentes termorresistentes e termolabeis estdo envolvidos no
edema induzide pelo veneno de Bothrops lanceolatus. Estes fatos nos alertaram
& nos levaram a verificar se o uso de um vasodilatador seria capaz de
potencializar o edema induzido pele VBL, ja que € conhecida a capacidade dos
vasodilatadores de promoverem sinergismos no edema inflamatério (Williams &
Peck, 1977; Williams, 1979). Realmente, com a co-administracio do VBL com o
iloprost, houve um sinergismo de potenciagdo. Este fato ja foi demonstrado com
o CGRP {peptideo relacionado ao gene da calcitonina) ¢ metabdlitos da cascata
do &cido araquiddnico (prostaglandinas) (Brain & Williams, 1985: Williams &
Monlei 1973; Teixeira e col., 1993).

O edema induzido pelo VBL aquecido (75ug/pata), potencializado quando
co-administrado com o iloprost (0,1 ng), continuou ausente de hemorragia. A
incapacidade do VBL induzir hemorragia, nestas condigbes, também foi
confirmada dosando-se a hemoglobina liberada na pata, uma hora apds a co-
administrac&o do VBL aquecido com o lloprost (resultados nao mostrados).

Farmacos com atividades farmacoldgicas conhecidas foram utilizados na
tentativa de averiguar quais 08 possiveis mediadores envolvidos no edema
inflamatério induzido pelo veneno de Bothrops lanceolatus.

) edema induzido pelo VBL aquecido associado ao iloprost foi inibido por
mepiramina e ciproheptadina. Possivelmente, pela degranulacdo de mastécitos
com liberacdo destas aminas, como ja fol demonstrado para o veneno de
Trimeresurus mucrosquamatus (Chiu e col., 1989).

O aumento do edema de pata, provocado pela co-administragéo do
captopril, com o VBL na auséncia de iloprost, pode sugerir que cininas tambem
participem deste edema. Evidéncias adicionais sugerindo a participacéo de
cininas (bradicinina) foram encontradas no tratamento dos animais com o Hoe
140, o qual inibiu 0 edema induzido pelo VBL. Componentes de venenos de
serpentes com atividade liberadora de bradicinina ja haviam sido relatados por
Rocha e Silva e col. (1949), Cohen e col. (1970) e, mais recentemente, Teng e



46

col. {1992). Além disso, tanto a liberagdo de bradicinina quanto a
potencializagéo de atividade de cininas ja foram demonstradas com o veneno de
Bothrops jararaca (Rocha e Silva e col., 1949; Ferreira, 1965; Ferreira e col.,
19023

E bem conhecida a participagéo de metabdlitos da cascata do acido
araquiddnico como mediadores da resposta inflamatéria induzida por venenos
de serpentes (Vishwanath e col., 1987; Haworth e col., 1988: Trebien & Calixto,
1988). O envolvimento de metabélitos do acido araquiddnico, possivelmente
leucotrienos, foi levantado quando tratamos os animais com dexametasona e
BW A4C, um inibidor da lipooxigenase. Estes farmacos também inibiram
significativamente o edema por nds verificado. Como ja verificado com os
venenos de Boathrops alternatus e Bothrops erythromelas (Flores e col., 1993) e
o veneno de Bothrops jararaca (Perales, 1992), os leucofrienos atuariam
conjuntamente com outros mediadores da resposta inflamatéria, promovendo
vasodilatacao, hipotenséo e exsudac@o. O corticdide atuaria indiretamente
sobre a enzima PLA2, atraves da sintese de lipocortina, bloqueando a cascata
do gcido araquidbnico (Flower, 1989) e os produtos de sua metabolizagdo. Além
deste efeito, o corticoide poderia estar agindo diretamente em células
residentss, leucocitos efou células endoteliais, inibindo a liberacio de citocinas
e ou outros mediadores, participantes da rasposta inflamatoria (Ribeiro e col.,
1991, Flores e col, 1993). O ndc-envolvimento de metabdlitos do Acido
araquidonico pela via da ciclooxigenase foi por nds demonstrade quando
wtilizamos a indometacina e o edema permaneceu inalterado. Este resultado foi
diferente do observado por Trebien & Calixto (1989) e Perales (1992), para ¢
veneno de Bothrops jararaca. A indometacina, embora n@o efetiva no edema
induzido pelo VBL, no induzido pela carragenina (100ug/pata), que duas horas
apds apresentou indice maximo de 0,80 + 0,05ml, a mesma reduziu o edema
para 0,16 + 0,04ml, tendo sido administrada 30 minutos antes da carragenina.
Nossos resultados indicam que, tanto aminas biogénicas, como metabolitos do

acido araguiddnico, pela via da lipooxigenase, possivelmente leucotrienos, e
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cininas, como a bradicinina, sac mediadores importantes da resposta
inflamatoria induzida pelo venene de Bothrops lanceolatus.

Vital Brazil, no inicio do seéculo (1901a, b, 1903), munizando ces ¢
cabritos com veneno de cascavel ou de jararaca, reconheceu, pela primeira vez,
a especificidade imunoldgica dos venenos ofidicos. Observou também que,
gnquantc o soro produzido com o veneno de jararaca ndo neutralizava os
efeitos do veneno crotdlico, o soro anticrotalico pouco neutralizava os efeitos
induzidos com o veneno de jararaca.

Além do tratamento com farmacos, também verificamos a capacidade
peutralizante do soro antiBothrops lanceolatus sobre o edema e a hemorragia,
induzidos pelo VBL. Para isso, o antivVBL foi utilizado tanto pré-incubado como
administrado por via intravenosa.

0 antivVBL pré-incubado com o VBL "in natura® neutralizou totaimente a
hemorragia, 0 edema, nas mesmas condic8es experimentais, foi neutralizado
em torno de 50%. A neutralizac@o da hemorragia pelo antiVBL, associada ao
fato de o VBL aquecido ndo induzir hemorragia no mdsculo, comprova, também,
que o(s) componente(s) hemorragico(s) neutralizado(s) pelo antiVBL é(s&o)
termolabil(eis). Ja, em relagio ao aumento de volume {edema), estlo presentes
tanto componentes termorresisientes quanto termolabeis, uma vez que esta
atividade continuou presente e também reduzida para o VBL aquecido.

E conhecida a propriedade de anticorpos da classe Igk se ligarem na
superficie de mastécitos, provocando sua degranulag@o com liberagdo de
substancias capazes de induzirem edema (Calich & Vaz, 1989, Moura da Silva,
1991).

A discreta efetividade do antiVBL em inibir o edema induzido peio VBL
aquecido pode estar associada ao fato de que o antiVBL foi capaz de incuzir
edema quando injetado na pata dos ratos. Este edema foi inibido
significativamente quando tratamos os animais com ciproheptadina (resultados
ndo mostrados), indicando que aminas participam do edema induzido pelo
antiVBL. A liberacdo de aminas de mastocitos ja foi demonstrada com os soros
botrépicos e crotélicos (Antunes, 1987). Quando administramos o antiVBL., por
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via infravenosa, a capacidade neufralizante para 0 edema ¢ a hemorragia foi
menos eficaz, guando comparada com a do pré-incubado. Possiveimente, isto
ocorre pelo fato de os efeitos locais se instalarem rapidamente, logo apods a
picada {Gutiérrez e col., 1987), o que dificultaria a neutralizacdo desses efeitos
pelos anticorpos, que chegariam ao local depois que o efeito ja se estabelecera
(Russel & Gongalves, 1973; Gutiérrez e col., 1981, 1985, 1987, Ownby e col,,
1884). Ainda ha a possibilidade de o antiveneno n&o ter acesso ao local da
picada, ndo possuir anticorpos contra os componentes responsaveis pelos
efeitos locais ou chegar em guantidades insuficientes para neutralizar as
toxinas responsaveis por esses efeitos (Ferreira e col., 1992).

As atividades edematogénica e hemorragica, induzidas pelo VBL, também
foram neutralizadas pelo soro antibotrépice produzido no instifuto Butantan
(resultados nao mostrados), indicando a presenga de reagbes cruzadas entre o
veneno de Bothrops lanceolatus e o veneno das Bofhrops brasileiras. Este fato
ja foi relatado por Otero e col. (1995), investigando a capacidade neutralizante
de varios tipos de antivenenos, sobre os efeitos induzidos pelo veneno de
Bothrops atrox.

Desta forma, antagonistas da bradicinina, drogas aintiinflamatorias, assim
como anti-histaminicos e anti-serotoninicos, podem constituir importantes
alternativas terapéuticas associadas a soroterapia, no tratamenio da lesdo
nflamatdria provocada pelo acidente botropico.

Os resultados apresentados elucidaram alguns fatos importantes gque
contribuirdo para novas fontes de estudos, no sentido de melhor compreender a

complexidade do envenenamento botropico.
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Vi - CONCLUSOES

© O veneno de Bothrops lanceolatus “in natura’, em ratos “Wistar’, induz
edema de pata e hemorragia em musculo esquelético de forma dose e tempo-
dependente;

© O veneno de Bothrops lanceolatus, quando aquecido, perde a atividade
hemorragica e apresenta acéo edematogénica reduzida. Este edema foi
potencializado pelo lloprost;

© A gtividade edematogénica do veneno de Bothrops lanceolatus envolve a
participacdo de histamina, serotonina, bradicinina e metabdlitos do &cido

araquiddnico pela via da lipooxigenase.

O O soro antiBothrops lanceolatus, incubado com o VBL “in natura”, neutraliza
completamente a atividade hemorragica e parcialmente a edematogénica.
Quando injetado por via intravenosa, foi menos efetivo para neutralizacéo de

ambas as atividades.
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Vil - ABSTRACT

The ability of snake venoms to induce local effects is well known. In this
thesis, the cedema and hemorrhage induced in rats by heated and non-heated
Bothrops lanceolatus venom (BLV) was investigated. Oedema was induced by
the subplantar injection of venom (12.5-100 pg/paw) and was guantified by
hydroplethysmography at various times thereafter. Hemorrhage was induced by
injecting venom (0.25 - 64 ug) into the left gastrocnemius muscle and was
exprassed as accumulation of extravascular hemoglobin(hb) as determined by
the cyanomethemaglobin method. With all of the venom doses tested, the
oedematogenic response peaked within 15 min. The maximal response was
observed at a venom dose of 75 yg/paw (saline control = 0.08 = 0.001 mi and
venom = 1.09 + 0.05 mi, n=7) and disappeared within 24h. The maximum
hemorrhagic effect was observed with 32 ug of BLV (saline control = 1.23 £ 0.06
mghb/g of tissal and venom = 6.77 + 0.68 mghb/g of fissal, n=6) and
disappeared within 72h. Heating BLV (97°C, 30 sec) reduced the oedema by
70% and completely abolished the hemorrhagic activity. The combined
administration of heated BLV (75 ug) with iloprost (0.1 ug) potentiated the
oedema two-fold. Predreating the rats with mepyramine (6 mg/kg),
gyproheptadine (6 mg/kg), mepyramine and cyproheptadine (6 mg/kg each, 15
min before), dexamethasone {1 mg/kg 2 h before), BW A4C {10 mg/kg)} and Hoe
140 (0.8 mg/kg each 30 min before), inhibited the oedema induced by heated
BLV (75 pg) plus iloprost (0.1 pg) by 28%, 55%, 77%, 63%, 35% and 30%;
respectively. The co-administration of heated BLV (75 ng) with captoprit (300 ug)
potentiated the oedema by 44%, even in the absence of iloprost. Indomethacin
{10 mg/kg) had no effect on the oedematogenic response. Pre-incubating native
(non-heated) BLV with antiBLV antiserum completely neutralized the
hemorrhagic effect but only partially abolished (45%) the oedema. The
intravenous administration of antiBLV antiserum immediately after the subplantar
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or intramuscular injection of venom neutralized 30% of the cedema and 38% of
the hemorrhage. When antiBLV antiserum was incubated with heated BLV plus
floprost and injected into rat paws, the neutralization was discrete (abaut 30%})
and was observed only with the lowest proportion (0.125 mi antiBLV/mg BLV)
tested. When administered intravenously immediately after the injection of
heated venom, there was no neutralization whatsoever. These results indicate
that non-heated BLV induces oedema in the paw and hemorrhage in the muscle
of rats while heated BLV induces oedema without hemorrhage. AntiBLV
antiserum completely neutralized the hemorrhagic effect and only partially
inhibited the oedema when it was preincubated with BLV. The antiserum was
jess effective in neutralizing both activities when administered intravenously.
These observations indicate that bradykinin, histamine, serotonin and
lipoxygenase products are involved in the ocedema caused by Bothrops

fanceolfatus venom.
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