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RESUMO

Bothropstoxina-I (BthTX-I) e Bothropstoxina-II (BthTX-II) sdo sPLA;s homologas com
atividade miotoxica isoladas do veneno de Bothrops jararacussu. A primeira é completamente
destituida de atividade enzimatica in vitro ao passo que a BthTX-II apresenta atividade fosfolipasica
muito baixa. Piratoxina-I (PrTX-1) é uma sPLA; homologa com atividade miotdxica isolada do
veneno de Bothrops pirajai. Esta sPLA, também ¢ destituida de atividade enzimatica. O objetivo
deste estudo foi investigar a atividade edematogénica da PrTX-I em pata ¢ pele de ratos. Também
avaliamos a participagdo do sitio catalitico e do conteido de cargas catidnicas presentes nesta sPLA;
sobre o aumento de permeabilidade vascular. Em uma segunda etapa, o objetivo foi investigar a
capacidade da PrTX-I, BthTX-I ¢ BthTX-II de induzir migracdo leucocitaria comparado com a
sPLA, do veneno de Naja naja (atividade enzimatica alta) e sPL A, pancreatica (atividade enzimatica
intermediaria). O envolvimento de mastocitos na migragdo leucocitaria induzida pelas sPLA,
homologas também foi investigado.

O edema de pata foi induzido pela injegéio subplantar da PrTX-I na pata posterior esquerda
dos animais ¢ o volume da pata foi determinado utilizando um hidropletismémetro. O edema de pele
foi determinado pelo acémulo local de albumina humana marcada com 'I administrada por via
intravenosa em ratos anestesiados (Sagatal, 30 mg/kg, i.p.). A degranulagio de mastocitos pleurais e
peritoneais foi conduzida pela determinagfo da liberagéo de [**C)5-HT wtilizando um contador .

A migragio leucocitaria foi determinada através da injecéio das sPLAs na cavidade pleural de
ratos anestesiados com éter. Os animais foram sacrificados nos intervalos de 6, 12 ¢ 48 h e a
cavidade pleural foi lavada com 5 ml de PBS heparinizado (10 UI/ml). A contagem total e diferencial
de leucocitos foi avaliada no lavado pleural.

A PrTX-I promoveu aumento de permeabilidade vascular em pele e pata de rato levando 4
formagio de edema. A atividade edematogénica nos dois locais foi praticamente abolida nos animais
pré-tratados com ciproheptadina (2 mg/kg, i.p. 0.5 h antes). O p-BPB reduziu acentuadamente o
edema induzido pela PrTX-I em pata e pele de ratos. O polidnion heparina reduziu significativamente
o edema de pata (50 Ul/pata), como também o edema de pele (5 Ul/sitio) induzidos pela PrTX-I.
Além disso, a PrTX-1 (100 pg/ml) causou degranulagdo de mastdcitos pleurais e peritoneais i# vitro.
O p-BPB ¢ a heparina (50 UL/ml) inibiram significativamente a liberagdo de [**C]5-HT induzida pela

PrTX-1 em mastocitos pleurais e peritoneais de rato.
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Nossos resultados indicam que a formagfo de edema induzido pela PrTX-I é devido a
degranulagio in vivo de mastécitos. Uma vez que a PrTX-I ndo ¢ ativa enzimaticamente sugerimos
que a atividade pro-inflamatéria das sSPLAys nfio esta, necessariamente, ligada & atividade enzimatica
destas enzimas. Assim, sugerimos que o efeito da PrTX-1 deva ser decorrente de um possivel sitio
farmacologico que seria formado principalmente por cargas catidnicas distribuidas na molécula da
PrTX-1. Além disso, nés sugerimos cautela quanto ao uso do brometo de p-bromofenacil como
ferramenta para avaliar o papel da atividade enzimatica nos efeitos farmacologicos induzidos pelas
SPLA;s.

A sPLA; de Naja naja (10 pg/cavidade) e BthTX-II (30 pg/cavidade) induziram influxo
leucocitario de forma dose e tempo-dependentes caracterizado pela infiltragio de neutrofilos e
células mononucleares em 6 h. Na pleurisia induzida pela sPLA; de Naja naja esta migragdo foi
acompanhada por uma migragio de eosindfilos em 12 h. Na pleurisia induzida pela BthTX-I e PrTX-
I (30 pg/cavidade cada) o pico de infiltragdo celular foi em 12 h e formado, tanto por células
mononucleares e neutrofilos, como também por eosindfilos. O brometo de p-bromofenacil (o-BPB),
um inbidor enzimatico das sPLA;s, aboliu a atividade enzimatica da sPLA; de Naja naja ¢ BthTX-II
mas ndo apresentou efeito na pleurisia induzida pela sPLA; de Naja naja, BthTX-1 e BthTX-IL.
Surpreendentemente, 0 0-BPB reduziu parcialmente a pleurisia induzida pela PrTX-I. O tratamento
prévio dos animais com ciproheptadina (10 mg/Kg, i.p.) ndo modificou a pleurisia induzida pela
sPLA, de Naja naja e BthTX-11. A deplegfio dos estoques de histamina/5-HT por injegOes repetidas
do composto 48/80 também nfo alterou a pleurisia induzida pelas BthTXs e PrTX-1. Nossos
resultados demonstram que a migragfo leucocitaria induzida pela sPLA; de Ngja naja, BthTX-],
BthTX-II e PrTX-I independe da degranulagio de mastocitos pleurais. Além disso, a hidrélise de

fosfolipideos por estas sPLA,s ndo é essencial para a infiltragio leucocitaria para cavidade pleural.



1. INTRODUGAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

O processo inflamatério representa a resposta do organismo a estimulos lesivos. A
caracteristica fundamental do processo inflamatério é manifestar-se de maneira estereotipada, isto €,
a resposta obedece a um padrdo semelhante independente da natureza do estimulo lesivo. Variagdes
podem ocorrer dependendo do agente lesivo, das caracteristicas do tecido ou orgéo afetados, da
espécie animal e da coexisténcia de estados patologicos (Garcia-Leme, 1989).

Uma variedade de substéncias, denominadas de mediadores da inflamagéo, ¢ formada e
liberada concomitante ou sequencialmente no local da lesdo. Estes mediadores originam-se a partir
do plasma ou de uma variedade de tipos celulares tais como células endoteliais, mastocitos,
macrofagos e leucocitos. Os mediadores de origem plasmatica incluem fatores do sistema
complemento (C3a, C5a) e cininas, os quais sdo gerados por ativagfio enzimatica. Os mediadores de
origem celular incluem a histamina e serotonina (oriundos de mastocitos e basofilos),
prostaglandinas, prostaciclina, tromboxanos e leucotrienos (originados da cascata do acido
araquiddonico em vérios tipos celulares), fator de agregagdo plaquetaria (células endoteliais,
leucécitos, etc), citocinas (TNF e diversas interleucinas oriundas principalmente de leucocitos
mononucleares), substincia P e CGRP (neuropeptideos liberados de terminagSes nervosas néo-
adrenérgicas ndo-colinérgicas no sitio inflamatério) e oxido nitrico (oriundo de diversas fontes
incluindo endotélio, leucdcitos e terminagio nervosas ndo-adrenérgicas ndo-colinérgicas).

Imediatamente apos o inicio do processo inflamatério, ocorrem eventos de origem vascular
caracterizados por aumento de fluxo sanguineo na area lesada (eritema ou rubor) causando,
consequentemente, elevagio da temperatura local (calor). O aumento da permeabilidade em vénulas
pos-capilares ocasiona o extravasamento de proteinas para o espago intersticial o qual, somado ao
aumento da pressio hidrostatica de filtragdo (devido & vasodilatagdo) e pressdo osmética intersticial
(devido a0 acumulo de proteinas) leva a formagio de edema (tumor).

Ao lado dos eventos vasculares, os fendmenos celulares da reagfio inflamatéria sio muito
importantes, uma vez que representam Os principais mecanismos pelos quais o organismo
"neutraliza" os agentes lesivos e repara o tecido danificado. As células envolvidas nesta resposta sdo

as chamadas células residentes (células endoteliais, mastdcitos, células mononucleares residentes) e
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células que chegam ao foco inflamatdrio provenientes do sangue (neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos,
monocitos e linfocitos).

Deve-se ressaltar, ainda, que em um processo inflamatério ocorrem, concomitantemente,
eventos que se contrapdem aos efeitos da inflamagfio. S0 mecanismos que ocorrem no sentido de
impedir a evolugiio da resposta inflamatéria. O sistema mais conhecido de supressdo da reagfo
inflamatoria ¢ a ativagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal que, uma vez ocotrido, leva a liberagéo
de glicocorticoides do cortex das glandulas adrenais. Os glicocorticoides possuem efeitos

imunossupressores ¢ antiinflamatoérios e, indiretamente, inibem a fosfolipase A..

1.2, FOSFOLIPASES A; (PLA>s)

As fosfolipases s3o enzimas que catalisam a hidrélise, em quatro diferentes posicdes, dos
fosfoglicerideos (lipideos formados pela esterificagdo de dois acidos graxos na primeira e segunda
hidroxila do glicerol ¢ de um grupamento fosforico na terceira hidroxila), conforme mostra a figura

abaixo:

PLA,
PLA, ‘ﬁ)
O (’3H2—— 0O —C —R;
I
Rs—C—O—CH O

I
CHE—D—El’:X
O~ \

PLC PLD

R, - Acidos graxos saturados (principalmente Cis ¢ Cys)
R; - Predominantemente acidos graxos insaturados (principalmente Czo4)

X - Grupo cabega polar (colina, etanolamina serina ou inositol)

Dependendo da posicio da hidrélise, as fosfolipases recebem diferentes designagtes. As

fosfolipases A, (PLAys; fosfatidil-acil-hidrolases, EC 3.1.1.4) atuam na posi¢do sn-2 da ligagéo acil-
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éster de 3-sn-fosfoglicerideos gerando, como produtos desta hidrolise, quantidades equimolares de
um 4cido graxo e de um monoacilfosfatidil (lisofosfatidil).

A existéncia das PLA;s foi demonstrada no iicio do século quando se observou que a
incubagfio de fosfatidilcolina com suco pancreatico de mamiferos ou com venenos de cobra resultava
na formagdo de acidos graxos (Wittcoff, 1951). A partir de entdo, a atividade enzimatica de PLAs
vem sendo descrita na maioria dos venenos ofidicos (Yang, 1994). Estas PLA,s apresentam alta
homologia sequencial e estrutural ¢ estdo evolutivamente relacionadas (Davidson & Dennis, 1990).
Séo enzimas de baixo peso molecular (14 a 18 kDa), sendo divididas em trés grandes grupes (I, If e
IIT) baseado na sequéncia de aminoacidos que possuem (Heinrikison ef al., 1977, Davidson &
Dennis, 1990). O grupo I compreende as PLA,s de pancreas de mamiferos e dos venenos de cobras
das familias Elapidae e Hydrophidae. O grupo II compreende as PLA;s dos venenos de Crotalidae e
Viperidae. O grupo III é representado pelas PLA,s provenientes dos venenos de vespas e abelhas.
Todas essas enzimas sdo dependentes de calcio para sua ativagdo. Os residuos que participam da alga
de ligagio para os ions Ca’" nas PLA,s classicas sdo Tyr-28, Gly-30, Gly 32 ¢ Asp-49. A unidade
catalitica € formada por His-48, Asp-99 e uma molécula de agua (Renetseder ef al., 1985; Scott ez
al., 1990).

As PLA,s de venenos e de pancreas de mamiferos passaram a ser denominadas de PLA;s
secretadas (SPLA,s) porque, a partir de 1934, observou-se a existéncia de PLA; em outros tecidos
de mamiferos, além do pancreas. Estas PLA,s foram identificadas como PLA, intracelulares as quais,
na maioria da vezes, estio associadas as membranas plasmaticas ou membranas de organelas
citoplasmaticas (Van Den Bosch, 1980). Mais tarde, a maioria destas PLAs intracelulares foram
caracterizadas como enzimas de alto peso molecular (Glaser ef al., 1993). Estas PLA;s, atualmente
conhecidas como PLA;s citosolicas (¢cPLA,), diferem das sPLA,s néo sé pelo peso molecular como
também pelos sitios de agdo, pelo requerimento de Ca™ (atividade méxima em doses micromolares
de Ca™) e pela especificidade por fosfoglicerideos que possuem o 4cido araquiddnico em sua
posigio sn-2 (Glaser et al., 1993). Algumas cPLA,s mostraram-se independentes de Ca™, mas
também especificas pelo &cido araquiddnico na posigfio sn-2 dos fosfoglicerideos (Hazen ef al.,
1990).

Desde a década de 80, uma outra PLA; extracelular vem sendo identificada em doencas
inflamatérias humanas incluindo a atrite reumatoéide (Pruzanski ef al., 1985), psorfase (Foster et al,,
1985), choque séptico causado por bactérias gram-negativas (Vadas ef al., 1988), pancreatite aguda
(Formela et al., 1995) e outros. Esta PLA; foi denominada PLA; secretada ndo-pancreatica e
incluida no grupo II devido as suas propriedades bioquimicas. O gene desta enzima ja foi descrito

(Seilhamer et al., 1989) e sua forma recombinante desenvolvida (Kramer ef al., 1989). Tem sido
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demonstrado que a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-o) induzem a expressdo
desta forma da sPLA,. Varios elementos como plaquetas (Kramer ef al., 1989), leucocitos (Marshall
& Roshak, 1993) e condrdcitos (Lyons-Giordano et al., 1989) foram identificados como fontes desta
enzima,

Atualmente, todas as PLAs sdo classificadas em quatro diferentes grupos, conforme mostra
a tabela abaixo (Dennis ef al., 1994). Os grupos I, I e III s#o os tradicionais grupos das PLA;s
secretadas e o grupo IV inclui a PLA, de alto peso molecular, a ¢PLA;. Além disso, um quinto

grupo estd sendo proposto para incluir as ¢cPLA,s que niio requerem Ca’" para sua atividade.

Grupo Fonte Localizagdo Tamanho Ca*
(kDa)
Péncreas de mamiferos e
Grupo I veneno de serpentes das familias Secretada 13-15 mM
Elapidae ¢ Hydrophidae

N&o-pancreatica humana,

Grupo II veneno de serpentes das familias Secretada 13-15 mM
Crotalidae e Viperidae

Grupo 11T Veneno de abelhas e vespas Secretada 16-18 mM

Grupo IV Células de mamiferos Citosélica 85 uM

Grupo V Células miocardicas humanas e Citosolica 40 N#o requer
caninas

No grupo II, particularmente, encontram-se as sPLA;s denominadas miotoxinas. Estas
sPLAos sdo enzimas com atividade miotoxica purificadas do veneno de sepentes do género Bothrops.
Algumas miotoxinas sfo desprovidas de atividade enzimatica devido a substituigio do Asp-49
presente na regifo da molécula responsavel pela ligagio ao Ca™. Nesta posicio, estas sPLA,s
apresentam um residuo de Lys e, assim, sdo denominadas de sSPLA;s Lys-49 (Gutiérrez & Lomonte,

1995).



1.3. FOSFOLIPASES A, SECRETADAS E O PROCESSO INFLAMATORIO

As observagdes, na década de 70, de que o 4cido araquiddénico é encontrado
predominantemente esterificado na posi¢do sn-2 de fosfolipideos levaram a um estudo sistematico
destas enzimas, uma vez que as mesmas sdo fundamentais para mobilizagio deste acido graxo ¢ a
consequente biossintese de mediadores lipidicos pro-inflamatorios por a¢do da ciclooxigenase, da 53-
lipoxigenase e das enzimas que levam a formag3o do PAF (Flower & Blackwell, 1976).

A capacidade das sPLA)s causarem inflamaglio foi primeiramente demonstrada quando
observou-se que sPLAjs ofidicas provocavam edema de pata de rato (Brain ef al, 1977) e
degranulagdo de mastécitos in vivo (Damerau ef al,, 1975). Estudos posteriores propuseram que o
edema induzido por estas sPLA,s ndo dependia somente da acdo da histamina e serotonina, mas
também de prostaglandinas e cininas. A agfio conjunta de todos esses autacdides na microcirculagio
local seria a causa da formacéo de edema (Ohsaka ef al., 1979, Bonta et al., 1979),

Contudo, os estudos dos efeitos pro-inflamatérios destas enzimas foram impulsionados
somente a partir de 1985 quando descreveu-se a forma humana extracelular nfio-pancreatica em
flurdos de articulagfes artriticas (Vadas ef al., 1985). Desde entio, muitos estudos tém sido
realizados com a finalidade de elucidar o papel da sPLA; na inflamagio através do uso das sPLA,s
purificadas de péncreas de mamiferos ou de venenos de serpentes (Pruzanski ef al., 1986; Cirino ef
al., 1989, Vadas ef al, 1989, Moreno et al., 1992).

Em 1987, Vishwanath ef al. demonstraram a preocupagdo de estabelecer se a atividade pro-
inflamat6ria destas enzimas era ou ndo decorrente da atividade catalitica das mesmas. Assim, estes
autores estudaram o edema de pata e degranulagio de mastocitos induzidos por trés sPLAs
purificadas do veneno de Habu (Irimeresurus flavoviridis). Para tanto, usaram o acido
aristoloquico, alcaldide de origem vegetal capaz de inibir a atividade catalitica das sPLA,s. Os
resultados mostraram que, apesar deste alcaléide inibir a atividade catalitica in vitro das trés PLA;, a
inibigio do edema de pata de camandungos foi verificada somente com uma delas. Dessa forma,
estes autores foram os primeiros a sugerir a existéncia de dois sitios distintos nestas enzimas sendo
um responsavel pela atividade catalitica e outro pelas atividades farmacolégicas, independentes de
agdo enzimatica. Apesar disto, estes mesmos autores demonstraram mais tarde que o edema de pata
induzido pela sPLA; purificada de fluido sinovial humano ¢ totalmente devido 4 sua atividade
catalitica {(Vishwanath ef a/., 1988).

Em 1989, Cirino ef al. estudaram o edema de pata de rato causado por sPLA,s purificadas
dos venenos de Naja mocambique mocambique, Vipera russeli, Apis mellifera e sPLA, pancreatica

porcina. A atividade edematogénica destas enzimas foi caracterizada como sendo de inicio rapido
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(aproximadamente 5 minutos) atingindo-se a resposta maxima em 90 minutos. As sPLA,s purificadas
dos venenos foram mais potentes do que a pancreatica porcina o que poderia refletir as propriedades
liticas dessas enzimas, ou seja, a SPLA; pancreatica porcina apresenta baixa atividade catalitica e, por
isso, pequena atividade edematogénica em relacdo as outras trés. Por outro lado, os autores
demonstraram que, apesar de ndo ser a mais ativa enzimaticamente, a SPLA; do veneno de Naja
mocambique mocambique apresentou a maior atividade edematogénica. Foi também observado que
o tratamento dessas enzimas com o brometo de p-bromofenacil (inibidor do sitio ativo de sPLA;)
inibiu somente o edema induzido pela PLA, do veneno de Naja macambique mocambique. No
edema induzido por esta sSPLA,, em particular, os autores testaram drogas tais como a metisergida
(antagonista de receptores de serotonina), mepiramina (antagonista do receptor H; da histamina),
BW755C (mibidor duplo de ciclo e lipoxigenase), indometacina (inibidor da ciclooxigenase),
dexametasona (inibidor da PLA;), BN52021 ¢ WEB2086 (antagonistas de receptores do PAF).
Destas drogas, somente a metisergida e a dexametasona foram capazes de inibir significativamente o
edema. Assim, concluiram que, neste caso, o edema dependente da agéio da serotonina proveniente
da degranulagiio de mastocitos & semelhanga de outras sPLA;s. Estes resultados estdo também de
acordo com aqueles obtidos por Moreno ef al. (1992) que demonstraram que o edema de pele em
ratos induzido pela sPLA; do veneno de Naja naja em ratos € dependente dos mediadores liberados
de mastécitos o qual €, por sua vez, dependente da atividade enzimatica desta enzima.

Lloret ef al. (1993) concluiram que a atividade edematogénica das sPLA,s esta ligada a4 sua
atividade enzimatica. Tal conclusdo esta baseada em um estudo onde estes autores empregaram
quatro diferentes sPLA;s e demonstraram que a que PLA; que apresentou maior poténcia
edematogénica ¢ a sPLA, mais ativa enzimaticamente.

Na tentativa de explicar os resultados contraditorios em relagdo as atividades farmacolégicas
¢ enzimaticas das sPLA,s purificadas de veneno, Kini & Evans (1989) formularam um modelo
hipotético para descrever os efeitos farmacologicos induzidos por sPLA;s de venenos. O primeiro
ponto, que serve de suporte para este modelo, € o fato que, a despeito da alta homologia estrutural
destas enzimas, a variedade de efeitos farmacologicos apresentados pelas mesmas em animais de
laboratério, é muito grande. Um segundo aspecto € que muitos desses efeitos tais como
neurotoxicidade, cardiotoxicidade, mionecrose, hipotensdo, indugio de edema e outros, nio se
correlacionam com atividade catalitica dessas sPLAss. A caracteristica essencial do modelo é a
possivel existéncia de sitios alvos (“receptores”) para diferentes sSPLA,s. Estes “receptores™ seriam
proteinas (ou glicoproteinas) localizadas em alguns tecidos ou células (na superficie celular) os quais
“reconheceriam” um sitio farmacoldgico especifico localizado na estrutura das moléculas das

sPLA;s. Este “reconhecimento” ocorre de acordo com a distribuigiio e conformacgdo espacial da
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densidade de cargas e da hidrofobicidade, 0 que determinaria a ligagdio de uma sPLA; com uma
célula alvo especifica, Somente apds esta ligagio especifica, a SPLA; poderia ou ndo hidrolisar
fosfolipideos “vizinhos™ ao sitio alvo. Ressalta-se também a diferenca de afinidade que estas sPLAs
apresentam em relagio a hidrolise de fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina e
fosfatidilinositol. Os produtos da hidrolise destas enzimas (lisofosfolipideos e acidos graxos)
poderiam ou nfio participar dos efeitos farmacologicos destas enzimas. De fato, Lambeau et al.
(1989) foram os primeiros autores a demonstrar a existéncia de um sitio especifico para sPLAgs
ofidicas em membrana neurcnal de cérebro de rato. Demonstraram que este sitio ¢ uma proteina
(receptor) capaz de se ligar & diferentes sPLA,s neurotoxicas entre elas a taipoxina, notexina,
crotoxina (componente B) ¢ uma sPLA, purificada do veneno de Oxyuranus scutellatus (0S;). De
acordo com o modelo proposto por Kini & Evans, ndo houve correlagio entre a atividade enziméatica
e a ponténcia de ligagdo ao receptor, apenas entre neurotoxicidade e ligagdo ao receptor.
Posteriormente foi demonstrada a existéncia de outros sitios de ligagio para sPLA;s em diferentes
tecidos (Lambeau et al., 1990, 1991a ; 1991b). Atualmente, o gene para o receptor da sPLA; em
humanos j4 foi identificado {Ancian ef al., 1995). Este receptor é uma proteina de 180 KDa com
uma regifio N-terminal extracelular, oito dominios repetidos de reconhecimento de carboidratos, uma
por¢do transmembrana e outra regido C-terminal intracelular ¢ possui maior afinidade pela sPLA,
humana do grupo IL Por outro lado, paralelamente a estes estudos, alguns autores vém sugerindo a
participagio da sPLA; pancreatica em processos fisiologicos tais como contragdo de misculo liso
vascular (Nakajima ef al., 1992) ¢ proliferagio celular (Arita et a/, 1991). Assim, estes autores
caracterizaram e demonstraram a existéncia de receptores da sPLA; pancreitica em varios tipos
celulares (Hanasaki ef al., 1992).

Levando em consideragiio o modelo hipotético de a¢dio das SPLA,s descrito acima, Wang &
Teng (1990) conduziram um estudo comparativo de edema de pata e degranulag@o de mastocitos
peritoneais de rato induzidos por duas sPLA,s: PLA; do veneno de Naja naja atra (PLA, acida) e
PLA, do veneno de Trimeresurus mucrosquamatus (PLA; basica). De modo geral, as sPLAss
basicas sio farmacologicamente mais potentes do que as acidas (Rosenberg ef al., 1979). Acredita-se
que isso seja devido as propriedades catibnicas destas enzimas uma vez que as sPLAys basicas
apresentam maior numero de sitios positivos do que as sPLAys acidas. De fato, a sPLA; de T
mucrosquamatus, apesar de menos ativa enzimaticamente, foi mais potente do que a sPLA; de Naja
naja atra na indugio de edema. Estes autores também demonstraram que a heparina (um polidnion
que previne a degranulagio de mastocitos por polications) foi capaz de suprimir somente o edema
induzido pela PLA, basica. Com relagio ao brometo de p-bromofenacil, substincia capaz de

bloquear a atividade enzimatica das sPLA,s, observou-se que o mesmo inibiu os efeitos de ambas
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PLA,s. A combinagio de heparina e tratamento com brometo de p-bromofenacil preveniu totalmente
o edema induzido pela sPLA; basica de I. mucrosquamatus. Estes autores sugerem que as diferentes
sPLA,s podem induzir efettos pro-inflamatérios por, pelo menos, trés diferentes mecanismos: 1)
atividade enzimatica, ii) quantidade de sitios positivos na molécula e iii) presenca de um sitio
farmacologico com participagio de residuos positivos.

Choi ef al. (1989) e Nagai ef al. (1991) demonstraram que a degranulagido de mastocitos
peritoneais induzida pela sSPLA, de Naja naja é dependente de sua atividade enzimatica, uma vez que
inibidores enzimaticos como o p-BPB e a mepacrina inibiram esta resposta. Além disso, mostraram
que a presenga de Ca™ no meio de suspensdo dos mastocitos € essencial para a ocorréncia da
degranulagio. Estes fatos, em conjunto, confirmam a dependéncia da atividade enzimatica da sPLA,
de Naja naja na degranulagdo de mastocitos pois estas enzimas requerem concentragdes milimolares
de Ca'" para apresentar atividade enzimatica.

Estes resultados foram corroborados por Moreno ef a/. (1992) em um estudo onde utilizaram
a mesma SPLA, proveniente do veneno de Ngja naja. Porém, demonstraram que, apesar da
participagio da atividade enzimatica, ndo existiu correlagdo entre o aumento da producdo de
eicosandides e a degranulagio de mastocitos induzida por esta enzima. Além disso, demonstraram
que a apomorfina, um composto capaz de inibir a degranulagdo induzida por lisofosfolipideos
(Mietto ef al., 1984), reduziu de forma significativa esta degranulagio. Sendo assim, estes autores
sugeriram que a degranulagio de mastocitos induzida pela sPLA; de Ngja naja é mediada por
lisofosfolipideos produzidos pela atividade enzimatica das sPLA;s na membrana de mastocitos.
Desta forma, conclui-se que esta sSPLA; estaria atuando em fosfolipideos que nfio contém o acido
araquidénico esterificado em sua posi¢do sn-2. Posteriormente, Lloret ef a/. (1995) demonstraram
que os monoacilglicerideos lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina e lisofosfatidilserina induzem
degranulagio de mastocitos, sendo os dois primeiros de forma inespecifica, e o ultimo, de forma
especifica através da ativaglo de fosfolipase C.

Vadas et al. (1993) questionaram os estudos em que foram empregados sPLAs de veneno
porque os resultados encontrados sdo muitas vezes contraditorios. Além disso, algumas agSes
biologicas destas enzimas diferem daquelas produzidas pela sSPLA, de mamiferos (Bomalaski ef af.,
1991). Por outro lado, os estudos nos quais foram utilizados a sSPLA; purificada de fontes biologicas
ou SPLA, recombinante mostraram que a relacdo entre a atividade enzimatica e os efeitos
inflamatdrios nem sempre ocorre (Murakami ef @l., 1993; Cirino et al., 1994b).

Recentemente, demonstrou-se que, em ratos, a atividade inflamatoria das sPLA;s nfo esta
necessariamente relacionado ao poder catalitico dessas enzimas (Landucci ef al, 1998). Tais

conclusdes foram baseadas em estudos onde empregaram-se duas sPLA;s iscladas do veneno de



9

Bothrops jararacussu, a bothropstoxina-I (BthTX-I) e bothropstoxina-II (BthTX-II). A BthTX-I ¢
completamente destituida de atividade fosfolipasica ao passo que a BthTX-II apresenta atividade
fosfolipasica muito baixa (ainda menor do que a PLA, de péncreas, Homsi-Brandeburgo ez af., 1988,
Cintra ef al., 1993). Foi observado que a BthTX-I e BthTX-II induziram edema de pata de rato e
degranulagio de mastocitos significantes e equivalentes aqueles observados com a PLA; do veneno
de Naja naja (Landucci ef al, 1998). Dessa forma, outros mecanismos de agdo, ainda ndo
esclarecidos, devem ser os responsaveis pela atividade edematogénica da BthTX-I ¢ BthTX-II e,
possivelmente, de outras PLA,.

Com relagdo a migragdo celular induzida pelas SPLAzs, Pruzanski ef gl (1985) foram os
primeiros a demonstrar este efeito. Estes autores conduziram um estudo histoldgico das alteragdes
provocadas na pele de coelho apos injegdio intradérmica de sPLA; do veneno de Naja naja e
pancreatica porcina. Demonstraram que a sPLA; do veneno foi mais potente do que a pancreatica
em provocar estas alteragdes teciduais. Além disso, a inibigio enzimatica da sPLA, de Naja naja
resultou em diminuigio significativa da lesdo, embora algumas alteragdes inflamatdrias teciduais
tenham persistido. Estes mesmos autores observaram ainda alteragdes histol6gicas provocadas pela
injegdo intra-articular em ratos da sPLA, purificada de fluido de articulagdo artritica humana ¢ do
veneno de Naja naja. Estas duas enzimas provocaram sinovite inflamatoria com infiltrado
leucocitario aparentemente relacionado a atividade enzimatica das mesmas (Vadas er al., 1989).
Posteriormente, foi conduzido um estudo em coelhos através da injegfo intra-articular de sPLA;
recombinante de fluido sinovial humano (rPLA;, Seilhamer et al., 1989), de veneno de Naja
mocambique mocambique e pancreitica porcina. Demonstrou-se que a rPLA; foi mais potente em
induzir infiltrado leucocitario a despeito de sua menor atividade enzimética, quando comparada a
sPLA, de Naja mocambique mocambique. Por outro lado, estes autores demonstraram que os
efeitos pro-inflamatorios da rPLA, foram relacionados a produgiio de PGE; no sitio inflamado. Além
disso, a inibicio enzimatica desta enzima pelo brometo de p-bromofenacil (4-BPB) reduziu
marcantemente estes efeitos (Bomalaski ef al., 1991).

A migragio leucocitaria induzida pelas mesmas sPLA,s foi investigada utilizando o modelo
experimental de “air pouch” (bolsa de ar subcutdnea no dorso do rato, Cirino ef al., 1994b).
Aparentemente, o tecido formado nesta bolsa mimetiza aquele do liquido sinovial. Estes autores
demonstraram que a SPLA, recombinante humana de fluido sinovial produziu infiltrado celular
enquanto que a sPLA, proveniente do veneno de Naja mocambique mocambique e a pancreatica
porcina ndo causaram este efeito. Porém, estas respostas ndo foram relacionadas com produgéo de

PGE,, TxB,, LTC, ou LTB, (Cirino ef al., 1994b).
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Em resumo, ainda é controverso se a atividade enzimatica das sPLA,s ¢ ou nfo importante

para a migragdo celular induzida por estas enzimas.

1.4. OBJETIVO

1) Caracterizar a atividade edematogénica da piratoxina-I em pele e pata de ratos;

2) Caracterizar a migragdo celular pleural induzida por sPLA,s com atividade enzimatica elevada
(sPLA; do veneno de Naja naja), intermediaria (sPLA, pancreftica bovina), residual

(bothropstoxina-II) ou nula (bothropstoxina-1 e piratoxina-I);

3) Investigar a participagiio dos mastécitos nos fendmenos de aumento de permeabilidade vascular
induzido pela PrTX-I e migra¢io celular induzida pela sSPLA> do veneno de Naja naja, BthTX-I,
BthTX-II e PrTX-I;

4) Investigar a importancia da atividade catalitica e do conteddo de cargas catidnicas da PrTX-I

sobre 0 aumento de permeabilidade vascular;

5) Investigar a importincia da atividade catalitica da BthTX-I, BthTX-II, Pr'TX-I e sPLA; do veneno

de Naja naja no fendmeno de migraggo celular pleural.
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2, METODOS

2.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, mantidos com agua e ragdo ad /ibitum. Qs animais

foram fornecidos pelo CEMIB (Centro de Bioterismo da UNICAMP).

2.2. EDEMA DE PATA

Os ratos (130-180 g) foram anestesiados superficialmente com éter e submetidos a uma
injecdio sub-plantar de 0.1 ml do agente edematogénico (dissolvido em solugdo fisiologica) na pata
traseira esquerda do animal. O volume da pata do rato foi medido imediatamente antes e apos a
inje¢iio do agente edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos, utilizando um hidropletismdmetro
(modelo 7150, Ugo Basile, Italia).

Os resultados foram expressos como aumento do volume da pata (ml), calculado por
subtragdo do volume basal. Em alguns casos, a area sob a curva (AUC) da formagdo de edema

contra o tempo (ml x min) foi calculada usando o método trapezoidal.

2.3. EDEMA DE PELE

A técnica de edema de pele foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Williams (1979) ¢ Brain & Williams (1985). Os ratos (180-220 g) foram anestesiados
intraperitonealmente com pentobarbital sodico (Sagatal®; 30-40 mg/Kg) e doses de manutengiio
foram administradas quando necesséarias. Apés a depilagio do dorso do ammal, injetou-se albumina
humana marcada com I (2 nCi/Kg) juntamente com azul de Evans (0.5 mi/Kg, 2.5% w/v) através
do seio venoso peniano ou da veia caudal. Os agentes em teste foram preparados em salina estéril e
injetados subcutaneamente (em duplicata) em volume de 100 pl na pele dorsal. Apds 15 minutos,
uma amostra de aproximadamente 3 mi de sangue foi coletada através de punc¢do cardiaca, € o
animal foi entdo sacrificado injetando-se dose letal de Sagatal. A pele dorsal foi removida e os sitios

injetados (delimitados pelo extravasamento do azul de evans) foram cortados com instrumento
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circular cortante (15 mm de didmetro) e a radioatividade de cada sitio contada em contador gama. O
edema formado em cada sitio foi expresso como volume de plasma extravasado, calculado a partir
da contagem de radioatividade em 1 ml de plasma (centrifugado a partir do sangue colhido).

Utilizamos 12 sitios por animal (6 agentes testes em duplicatas).

2.4. PLEURISIA

Os ratos (180-200 g) foram anestesiados superficialmente com éter e, apés depilagio na
regido intercostal esquerda, foi feita uma incisdo ao nivel do sexto espago intercostal ¢ uma
dessecagdo subcutaneamente. Os musculos adjacentes foram afastados e os agentes inflamatorios (ou
veiculo) injetados na cavidade pleural com uma agulha BD 25/7 de 0,5 cm em um volume de 0.1 ml,
As incisdes foram suturadas e os animais recuperados da anestesia. Em intervalos de tempo pre-
estabelecidos apos a injegdo intrapleural, os animais, sob anestesia com éter, foram exsanguinados
pelo corte de seus vasos cervicais. O torax foi cuidadosamente exposto e a cavidade pleural lavada
com 5 ml (2.5 ml na altura da quarta costela de cada lado) de tampéo PBS (pH 7 4) heparinizado (10
U/ml). O lavado pleural foi aspirado e o volume total mensurado. Exsudatos contaminados com
sangue foram desprezados. Os resultados foram calculados subtraindo-se o volume injetado (5 ml)
do volume total recuperado. Apds a realizagio da contagem total e diferencial de leucocitos, o

lavado pleural foi centrifugado e o sobrenadante congelado.

2.4.1. Contagem total de leucdcitos

Uma aliguota de 20 pl do lavado pleural foi usada para contagem total do numero de
leucocitos. As hemacias foram lisadas pela adigio da solugfio de Turk (diliugao 1:20). A leitura foi

feita nos 4 quadrantes externos da cdmara de Neubauer.

2.4.2. Contagem Diferencial

O esfregaco foi obtido pela centrifugagdo de aliquotas do lavado pleural (50-150 ul
dependendo da contagem total) em citocentrifuga marca Revan. O corante de May-Griinwald foi
gotejado sobre os esfregagos sem permitir a sua evaporagio. Apos 3 min, foi gotejada dgua destilada

sobre as liminas e, movimentos leves, misturaram-na ao corante. Apds 5 min, as laminas foram
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lavadas em agua corrente. A leitura das ldminas foi feita em microscopio Gptico usando-se objetiva

de imersio.

2.5. DEPLECAO DOS ESTOQUES DE HISTAMINA E 5-HT

Os ratos (180-200 g) foram depletados de seus estoques de histamina e 5-HT por injegGes
repeiidas do composto 48/80 (Spector & Willoughby, 1959; Di Rosa e? al., 1971). Resumidamente,
oito doses de uma solugdo a 0.1 % de 48/80 (m/v) em salina foi aplicada no peritdneo (ip.) dos
animais. O intervalo entre as doses foi de aproximadamente 12 h (manhd e noite). A dose foi de 0.6
mg/Kg para as seis primeiras injegdes ¢ de 1.2 mg/Kg para as duas ultimas. O grupo controle foi
conduzido com injegdes ip. de salina administradas no mesmo volume. A pleurisia foi feita 5-6 h
apos a ultima dose do composto 48/80. Para confirmar a eficiéncia da deplegdo de histamina e 5-HT

verificamos se o tratamento abolia 0 edema de pata induzido pelo 48/80.

2.6. DEGRANULACAO DE MASTOCITOS
2.6.1. Obtenciio de mastdcitos pleurais e peritoneais

Os ratos (180-220 g) foram anestesiados com éter ¢ exsanguinados seccionando-se os vasos
cervicais. Em seguida, injetou-se tampdo Krebs-Ringer (KRP; pH 7.3) na cavidade peritoneal (10
ml) ou pleural (5 ml) dos animais ¢ as mesmas foram massageadas para que 2 solucdo se espalhasse
uniformemente por toda cavidade. Em seguida, os lavados peritoneal ou pleural foram coletados em
tubos de polipropileno. Normalmente, procedia-se, primeiramente, a obtengio de mastocitos pleurais
e, em seguida, utilizando os mesmos animais, obtinha-se os mastocitos peritoneais como descrito
anteriormente. Apos obtengdio dos lavados (pleural e peritoneal), os mesmos foram separadamente
centrifugados durante 5 minutos (800 rpm), & temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram
desprezados e os precipitados ressuspendidos com KRP (6.5 mi). Em seguida, foram feitas as
contagens total e diferencial destes dois lavados, no sentido de corrigir o volume para igualar a
concentragio de mastocitos nos dois lavados. Posteriormente, os mesmos foram incubados com 40
nC/ml de [“C]5-HT a 37°C por 60 min. Apés incubagdo, as células foram lavadas 3 vezes com KRP

para remover o conteiido de [**C]5-HT nio incorporado pelos mastdcitos. Apés esse procedimento,
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as suspensdes de mastocitos foram divididas em diversas aliquotas (0.5 ml) para incubagdo com os

agentes degranuladores.

2.6.2. Incubaciio de mastocitos

Agentes degranuladores foram adicionados 4 suspensdo de mastocitos (0.5 ml) e incubados a
37°C por 20 min. Apés a incubagdo, as células foram centrifugadas (300 g, 10 min.) € o
sobrenadante removido para a determinagdo de [*C]5-HT. A solugdo de KRP (1.0 ml) foi
adicionada ao residuo para a determinagio da [“C]5-HT residual. As concentragdes de {'C]5-HT
foram determinadas quantificando-se a radioatividade liberada e expressa como % do conteudo total
de 5-HT. Todos os valores obtidos foram corrigidos subtraindo-se o valor de liberagio esponténea

na auséncia de estimulos.

2.7. PURIFICACAOQ DA BthTX-1 E DA BthTX-H

As Bothropstoxinas 1 e II foram purificadas do veneno de Bothrops jararacussu através de
gel filtragio em Sephadex G-75 e cromatografia de troca i6nica em SP-Sephadex C-25 de acordo
com o método descrito por Homsi-Brandeburgo ef al. (1988). A purificagdio e sequenciamento
foram feitos de acordo com método descrito por Cintra ef al. (1993). As bothropstoxinas utilizadas
em nossos experimentos foram fomecidas pelo Prof. Dr. José¢ R. Giglio (Departamento de
Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto da Universidade de Sdo Paulo) ¢ pelo Prof.
Dr. Benedito Oliveira (Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP).

2.8. PURIFICACAO DA PrTX-I

O veneno da Bothrops pirajai foi fracionado (S1 a SVI) através de gel filtragio em Sephadex
G-75. A piratoxina-I foi obtida por cromatografia de troca idnica em SP-Sephadex C-25 da fragio
SIV de acordo com o método descrito por Mancuso ef al. (1995). A piratoxina utilizada em nossos
experimentos também foi fornecida pelo Prof. Dr. José R. Giglio (Departamento de Bioquimica da
Faculdade de Medicina da Universidade de S#o Paulo, Ribeiriio Preto) e pelo Prof. Dr. Benedito
Oliveira (Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP).
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2.9. TRATAMENTO DAS BOTHROPSTOXINAS E PIRATOXINA-I COM BROMETO DE
~BROMOFENACIL

O tratamento das Bothropstoxinas e da Piratoxina com o brometo de p-bromofenacil (p-
BPB) foi realizado conforme o método descrito por Nishida ez al. (1985).

As BthTX-I, BthTX-II e PrTX-I (1 mg) foram dissolvidas em 900 pl tampdo Tris-HCI (0,2
M, pH 8.0, contendo 1,4 mM de EDTA) e misturadas com 100 pl de p-BPB para obtengdo de
concentragdo final de 1 mg/ml. A mistura foi incubada durante 20 horas 4 37°C. Apos este periodo, a
mistura foi ultra-filtrada através de um sistema Amicon (modelo 8 MC) utilizando-se uma membrana
capaz de reter substancias com peso molecular menor que 3000. Este procedimento objetivou a
eliminagio do excesso de o-BPB que ndo se complexou com a sPLA; do TRIS
(hidroximetilaminometano), do EDTA (4cido etileno diamino tetracético) e do alcool etilico.
Também procedeu-se um tratamento controle onde as amostras desta enzima passaram pelas mesmas
etapas do tratamento, exceto a da adi¢do do p-BPB. Esta amostra foi utilizada como controle dos
experimentos nos quais se avaliou o efeito do p-BPB nas atividades farmacologicas das sPLA;s.
Apds o tratamento, a concentragio proteica das amostras foi determinada pelo método de Peterson
(1977).

Para os experimentos de pleurisia o tratamento foi realizado sem a etapa da ultra-filtragdo.
Desta maneira, amostras de bothropstoxinas ou PrTX-I (2 mg) foram dissolvidas em 1800 pl de
tampdo Tris-HCI (0.2 M, pH 8.0, contendo 1.4 mM de EDTA). Esta solugio for dividida em duas
aliquotas de 900 ul. A aliquota teste foi misturada com 100 p! de solugdo alcodlica de brometo de p-
bromofenacil (0.8 mg/ml) ¢ a aliquota controle foi misturada somente com 100 l de élcool etilico.
Um controle negativo foi feito misturando-se 900 ul de tampdo Tris-HCI com 100 ul de solugdo
alcodlica de p-BPB (0.8 mg/ml). As trés misturas foram incubadas durante 20 horas 4 37°C e, ap0s
este periodo, congeladas para utilizagdo posterior.

Para confirmar a inibicio da atividade enzimatica da sPLA; de Naja naja € BthTX-II pelo
tratamento com p-BPB, procedemos ensaio enzimético in vitro para determinagio da atividade
fosfolipasica pelo método colorimétrico, o qual utiliza o vermelho de fenol como indicador ¢ gema
de ovo (fonte de lecitina) como substrato (L.8bo de Aratjo ef al., 1987). Como controle das sPLAss
complexadas com p-BPB utilizamos as amostras de sPLAzs que passaram pelo tratamento controle

(Tabela 1).
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2.10. TRATAMENTOS

O tratamento prévio dos animais com o antagomsta duplo do receptor de
histamina/serotonina, ciproheptadina, foi feito através de injegdio intraperitoneal 30 min antes da
inje¢io sub-plantar, intradérmica ou intrapleural das sPLA;s. No edema de pata e pele a dose
utilizada foi de 2 mg/Kg, enquanto que na pleurisia foi de 10 mg/K. Em pata e pele de ratos, a
heparina foi co-injetada com as sPLA,s nas doses de 50 Ul/pata e 5 Ul/sitio, respectivamente. Na

degranulagdio de mastécitos a heparina foi co-incubada com as sPLAs na dose de 50 U/ml.

2.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM). As
comparagBes estatisticas foram feitas de acordo com a anélise de varianga (ANOVA) com aplicagdo
do teste de Bonferroni para corregdo dos valores de p para as comparagSes multiplas. Valores de

p<0.05 foram considerados significantes.
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3. RESULTADOS

3.1. EDEMA DE PATA E PELE
3.1.1. Edema de pat2 induzido pela PrTX-I

A Figura 1 mostra que a injegdo sub-plantar de PrTX-1 (3-100 ng/pata, n=6) induziu edema
de pata dependente da dose. O edema caracterizou-se por apresentar inicio de agio rapido (30 min;
100 pg/pata: 0.84 + 0.06 ml).

O tratamento prévio dos animais com ciproheptadina (2 mg/kg, i.p., 30 min antes; #=5)
aboliu o edema induzido pela PrTX-I (100 pg/pata; Figura 2A). Na dose empregada, a
ciproheptadina praticamente aboliu o edema de pata induzido pelo composto 48/80 (3 pg/pata, 30
min: 0.87 + 0.05 ml e 0.22 £ 0.09 ml, animais controle ¢ tratados, respectivamente, 7= 5; p<0.01).

A Figura 2B mostra que a injegdo sub-plantar de PrTX-I (100 ug/pata) previamente tratada
com p-BPB resultou em uma resposta edematogénica marcantemente menor. Esta inibigdo foi
especifica, visto que o edema de pata induzido pelo composto 48/80 (3 pg/pata; AUC =2.1 £ 0.1
ml.min, #=5) ndo foi significativamente alterado quando este agente foi preparado em solugdo
contendo o p-BPB (AUC = 2.3 £ 0.3 ml.min, n=5).

A co-injegiio de PrTX-I (100 pg/pata) com heparina (50 Ul/pata) causou uma inibi¢do
parcial, porém significativa (p<0.05), do edema induzido por esta sPLA, (Figura 2C; n=10),

3.1.2. Edema de pele induzido pela PrTX-I

A injegdo intradérmica de piratoxina nas doses de 3 e 30 pg/pata (#=4) causou formagdo de
edema (87 + 13 pl e 134 + 10 pl, respectivamente), quando comparada ao0s sitios injetados com
salina (10 £ 2 pl, p<0.05). O tratamento prévio dos animais com ciproheptadina (2 mg/kg, i.p., 30
min antes) reduziu significativamente (<0.01) o edema induzido pela PrTX-I (3 pg/sitio; Figura 3).
Na dose utilizada, a ciproheptadina reduziu em 90% o edema induzido pela inje¢8o intradérmica do
composto 48/80 (0.5 pgfsitio, n=4).

O pBPB inibiu significativamente (p<0.01) o edema de pele induzido pela PrTX-I (3

ng/sitio, #n=4; Figura 3) sem, contudo, interferir no edema de pele induzido pelo composto 48/80
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(0.5 pgfsitio; 97.2 £ 3.5 pl e 90.0 + 13.2 pl, volume de plasma extravasado em resposta ao 48/80
preparado em salina ou em solugdo de brometo de p-bromofenacil, respectivamente, n= 4).

A heparina (5 Ul/sitio) também reduziu significativamente (p<0.01) o edema de pele
induzido pela PrTX-I (3 pg/sitio, n=4; Figura 3).

3 p g/pata
—@— 10 p g/pata
1.0- —@— 30 u g/pata
1 | —®— 100 p g/pata

0.8+ |

£ o6, g S

" 02 . ¢
0.0. 1

FIGURA 1 - Curva dose-resposta do edema de pata induzido pela PrTX-I. O edema
foi expresso como o aumento de volume (ml) da pata em relagdo ao volume basal.
Cada ponto representa a média de 6 ratos + EP.M.. * p<0.01, comparando-se com

seus respectivos controles.
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FIGURA 2 - Efeito da ciproheptadina (2 mg/Kg, i.p., 30 min antes; Painel A), brometo de o
bromofenacil (Painel B) e heparina (50 Ul/pata, co-inje¢@o; Painel C) sobre o edema de pata induzido
pela PrTX-I (100 pg/pata). O edema foi expresso como aumento do volume da pata (ml) em relagfio ao

volume basal. Cada ponto representa uma média de 5-10 ratos + E.P.M.. * p<0.01, comparando-se com

seus respectivos controles.
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FIGURA 3 - Efeito da ciproheptadina (2 mg/Kg, i.p., 30 min antes), do tratamento com
brometo de p-bromofenacil (p-BPB) e da heparina (5 Ul/pata, co-inje¢do) sobre o edema
de pele induzido pela PrTX-I (3 pg/sitio). O edema foi expresso como ul de plasma
extravasado. Cada ponto representa a média de 4 ratos + E.P.M.. * p<0.01, comparando-se

com seus respectivos controles.
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3.2. DEGRANULACAO IN VITRO DE MASTOCITOS PLEURAIS E PERITONEAIS

A BthTX-I (100 pg/ml, »=3), BthTX-II (100 pg/ml, »=3), PrTX-I (100 pg/ml, »=3) e o
composto 48/80 (10 pg/ml, #»=3) induziram liberagdo significante de ['*C]5-HT de mastocitos
pleurais de rato (20.5 = 1.0 %, 309 £ 3.4 %, 42.1 £ 3.3 e 71.5 £ 3.3, respectivamente) quando
comparados a liberagdo espontdnea. Resultados semelhantes foram observados com a liberagdo de
['*C]5-HT de mastocitos peritoneais (19.5 + 1.8 %, 354 +2.8 %, 32.0% +23 ¢ 74.7 + 1.6 % para
as mesmas concentragdes de BthTX-I, BthTX-II, PrTX-I e 48/80, respectivamente, »n=3). Isto
mostrou que as SPLA,s utilizadas e o composto 48/80 sdo equipotentes em ambas as populagdes de
mastocitos.

O p-BPB nio inibiu significativamente a liberagdo de ['*C]5-HT induzida por BthTX-I (100
pg/ml, #=3) em mastocitos pleurais ou peritoneais (Figura 4A). Entretanto, a heparina (50 Ul/ml)
inibiu marcantemente a liberagdo de ['*C]5-HT induzida por BthTX-I (100 ug/ml, n=3; p<0.01),
tanto de mastocitos pleurais como de mastocitos peritoneais (Figura 4B).

A liberagdo de ["*C]S-HT induzida pela BthTX-II (100 pug/ml) em mastécitos pleurais e
peritoneais foi reduzida de maneira parcial, porém significativa (p<0.05), pelo p-BPB (#=4, Figura
5A) e heparina (n=3, 50 U/ml; Figura 5B).

O p-BPB inibiu significativamente a liberagdo de [**C]5-HT induzida por PrTX-I (100 png/ml,
n=3) em mastocitos pleurais e peritoneais (Figura 6A). A heparina (50 UI/ml) inibiu marcantemente
a liberagdo de ['*C]5-HT induzida por piratoxina-I (100 ug/ml, n=3; p<0.05), tanto de mastdcitos

pleurais, como de mastocitos peritoneais (Figura 6B).
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FIGURA 4 - Efeito do tratamento com brometo de p-bromofenacil (0-BPB; Painel A) e da heparina (50
Ul/ml, co-incubagéo;, Painel B) na degranulagdo de mastécitos pleurais e peritoneais in vitro induzida
pela BthTX-I (100 pg/ml). O estimulo foi usado em duplicata em cada experimento (n=3). * p<0.01
comparando-se com seus respectivos controles. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. da
porcentagem de liberagdo de ['*C]5-HT.
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FIGURA 5 - Efeito do tratamento com brometo de p-bromofenacil (p-BPB; Painel A) e da heparina (50
Ul/ml, co-incubacdo; Painel B) na degranulagdo de mastocitos pleurais e peritoneais in vitro induzida
pela BthTX-II (100 pg/ml). O estimulo foi usado em duplicata em cada experimento (7=3-4). * p<0.01
comparando-se com seus respectivos controles. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. da

porcentagem de liberagdo de ['*C]5-HT.
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FIGURA 6 - Efeito do tratamento com brometo de p-bromofenacil (o-BPB; Painel A) e da heparina (50
Ul/ml, co-incubagdo; Painel B) na degranulagdo de mastdcitos pleurais e peritoneais in vitro induzida
pela PrTX-1 (100 pg/ml). O estimulo foi usado em duplicata em cada experimento (n=3). * p<0.01
comparando-se com seus respectivos controles. Os resultados foram expressos como média + EP.M. da
porcentagem de liberagdo de ['*C]5-HT.
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3.3. PLEURISIA

3.3.1. sPLA; do veneno de Naja naja

A Figura 7 mostra que a inje¢do intrapleural da sPLA, do veneno de Naja naja (10
ng/cavidade, #=6) induziu migragdo leucocitaria significativa (p<0.05) para cavidade pleural em
relagdo ao grupo controle (salina, #=4), nos tempos de 6, 12 e 48 h ap0s a inje¢do. O conteldo total
de leucocitos foi maior em 6 h, decaindo nos tempos seguintes. A migragdo maxima de neutrofilos e
eosinofilos ocorreu, respectivamente, em 6 e 12 h. O maior conteudo de células mononucleares foi
observado nos tempos de 6 e 12 h. Nos trés periodos de tempo estudados, ndo foi observado
formagcdo significativa de exsudato pleural.

Em 6 h, o influxo celular foi avaliado utilizando as doses de 3, 10 e 30 pg/cavidade desta
sPLA, (n=5, Figura 8). Foi observado que o infiltrado total de leucocitos foi dependente da dose
sendo a resposta sub-maxima atingida com a dose de 10 ug/cavidade (Figura 8). O infiltrado
leucocitario pleural consistiu sobretudo de neutrdfilos e células mononucleares sendo que, neste
periodo de tempo, ndo houve infiltrado significativo de eosindfilos. Para os experimentos

subsequentes com esta sSPLA,, padronizamos o tempo de 6 h e a dose de 10 pg/cavidade.

3.3.2. sPLA; pancreatica bovina

A inje¢do intrapleural da sSPLA, pancreatica bovina (10 pg/cavidade, #=6; Figura 9) induziu
migragdo celular total discreta, porém significativa (p<0.05), no intervalo de 6 h. Esta migragao
resultou de um influxo significativo de neutroéfilos e células mononucleares, mas ndo de eosinofilos.

Em 6 h, o influxo celular foi avaliado também para a dose de 100 pg/cavidade (n=6, Figura
10). Observamos que o influxo celular total e diferencial foi equivalente aquele observado com a

dose de 10 pg/cavidade.
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FIGURA 7 - Efeito da injegdo intrapleural da PLA, do veneno de Naja naja (10 pg/cavidade) na
migragdo de leucdcitos totais (Painel A), neutréfilos (Painel B), eosindfilos (Painel C) e células
mononucleares (Painel D) em intervalos de 6, 12 e 48 h apos a inje¢do. Cada ponto representa a
média de 6 ratos + EP.M.. * p<0.05, comparando-se com o grupo controle, injetado com salina
(0.1 ml; n=4).
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FIGURA 8 - Migragdo de leucdcitos totais (Painel A), neutrofilos (Painel B), eosinéfilos (Painel
C) e células mononucleares (Painel D) para cavidade pleural 6 h ap6s a injegdo intrapleural da
PLA, do veneno de Naja naja nas doses de 3, 10 e 30 pg/cavidade. Cada ponto representa a média
de 5 ratos + E.P.M.. * p<0.05, significativo comparando-se com o grupo injetado com salina (0.1

ml; n=3).
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FIGURA 9 - Efeito da injegdo intrapleural da sPLA, pancreatica bovina (10 pg/cavidade) na
migracdo de leucdcitos totais (Painel A), neutréfilos (Painel B), eosindfilos (Painel C) e células
mononucleares (Painel D) em intervalos de 6, 12 e 48 h apds a injegdo. Cada ponto representa a
média de 6 ratos + EP.M.. * p<0.05, comparando-se com o grupo injetado com salina (0.1 ml;
r=3).
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FIGURA 10 - Migracgdo de leucocitos totais (LT), neutrofilos (NE), eosinofilos (EO) e células
mononucleares (MN) para cavidade pleural 6 horas apos a injegdo intrapleural da PLA, pancreatica
bovina (100 pg/cavidade). Cada ponto representa a media de 6 ratos £ EP.M.. * p<0.05,

comparando-se com o grupo injetado com salina (0.1 ml; #=3).
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3.3.3. Bothropstoxina-I (BthTX-I)

A injegdo intrapleural da BthTX-I (10 pg/cavidade, »n=6) induziu migragdo celular total
(p<0.05) no intervalo de 12 h apos a inje¢do, sendo esta resposta decorrente de influxo significativo
de neutrofilos e células mononucleares (Figura 11).

Em 12 h, o influxo celular foi avaliado também para as doses de 30 e 100 pg/cavidade (n=5,
Figura 12). Observamos que o influxo celular total e diferencial foi dependente da dose sendo a
resposta maxima atingida com a dose de 30 pg/cavidade. O infiltrado foi decorrente da migragdo
pleural de neutrofilos, células mononucleares e eosinofilos.

Nio houve formagdo significativa de exsudato pleural em nenhum periodo de tempo

estudado para as trés doses empregadas.

3.3.4. Bothropstoxina-II (BthTX-II)

A inje¢do intrapleural da BthTX-II (10 pg/cavidade, #»=6) induziu migragdo leucocitaria total
significativa (p<0.05) nos tempos de 6 e 12 h apds a injegdo (Figura 13). A contagem total de
leucocitos foi maior em 6 h, decaindo nos tempos seguintes. Esta resposta decorreu principalmente
da migragdo de neutrofilos para cavidade pleural (Figura 13B). Nessa dose de BthTX-II, ndo
observamos infiltrado significativo de eosinofilos e células mononucleares em quaisquer dos tempos
estudados.

No intervalo de 6 h, também avaliamos o influxo celular para as doses de 30 e 100
ug/cavidade (#=5). O aumento da dose resultou em aumento da migragdo de leucocitos totais
(Figura 14) devido a migragdo de neutrofilos, eosinofilos e células mononucleares (Figura 14). Com

nenhuma das doses foi observada formagao significativa de exsudato pleural.
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FIGURA 11 - Efeito da injegdo intrapleural da BthTX-I (10 pg/cavidade) na migra¢do de
leucocitos totais (Painel A), neutrofilos (Painel B), cosinofilos (Painel C) e c€lulas mononucleares
(Painel D) em intervalos de 6, 12 ¢ 48 h apos a injecdo. Cada ponto representa a média de 6 ratos

E.P.M.. * p<0.05, comparando-se com o grupo injetado com salina (0.1 ml; »=3).
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FIGURA 12 - Migragdo de leucocitos totais (Painel A), neutréfilos (Painel B), eosinéfilos (Painel
C) e células mononucleares (Painel D) apos a injegdo intrapleural da BthTX-I (12 h) nas doses de
10, 30 e 100 pg/cavidade. Cada ponto representa a meédia de 5 ratos £ EPM.. * p<0.05,

significativo comparando-se com o grupo controle injetado com salina (0.1 ml; n=4).
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FIGURA 13 - Efeito da inje¢do intrapleural da BthTX-II (10 pg/cavidade) na migragdo de
leucocitos totais (Painel A), neutrofilos (Painel B), eosindfilos (Painel C) e células mononucleares
(Painel D) em intervalos de 6, 12 ¢ 48 h apds a inje¢@o. Cada ponto representa a media de 6 ratos £
E.P.M.. * p<0.05, comparando-se com o grupo injetado com salina (0.1 ml; n=4).
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FIGURA 14 - Migragio de leucécitos totais (Painel A), neutréfilos (Painel B), eosinéfilos (Painel
C) e células mononucleares (Painel D) apds a injecdo intrapleural da BthTX-II (6 h) nas doses de
10, 30 e 100 pg/cavidade. Cada ponto representa a média de 4-5 ratos + EPM.. * p<0.05,

significativo comparando-se com o grupo controle injetado com salina (0.1 ml; #=3).
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3.3.5. Piratoxina-I (PrTX-I)

A injecdo intrapleural da PrTX-I (10 pg/cavidade, #=6) induziu migragdo leucocitaria
significativa no intervalo de 12 h apos a injecdo (Figura 15) sendo esta migragdo resultante de
influxo significativo de neutrofilos, células mononucleares e eosinofilos (Figura 15).

No intervalo de 12 h, a resposta foi avaliada também para as doses de 30 e 100 pg/cavidade
(n=5, Figura 16). O influxo celular maximo foi observado com a dose de 30 pg/cavidade. Com esta
dose, observamos influxo de neutréfilos, células mononucleares e eosinofilos (Figura 16). Nao houve

formagdo de exsudato pleural nos periodos de tempo estudados e doses utilizadas.
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FIGURA 15 - Efeito da injecdo intrapleural da PrTX-I (10 pg/cavidade) na migragdo de leucocitos
totais (Painel A), neutréfilos (Painel B), eosinofilos (Painel C) e células mononucleares (Painel
D) em intervalos de 6, 12 e 48 h apds a injegdo. Cada ponto representa a média de 5-6 ratos +
E.P.M.. * p<0.05, comparando-se com 0 grupo injetado com salina (0.1 ml; n=4).



36

A Bl Salina C Bl salina
B PrTX- Bl PrTX-l
201 4 - 20' i
3 : :
2 15 g1
S | L
O = U
%) 104 E
_?_, «l 3 05
t 2
| >
x ol 0.0 :
B D
4 15-

x 16 neutrofilos/cavidade
(3]

x 10 Smononucleares/cavidade

*
* *
*

3

101
4 x

5.

1“
ol L 0

10 30 100 10 30 100

Dose (1 9) Dose (u g)

FIGURA 16 - Migragdo de leucdcitos totais (Painel A), neutrofilos (Painel B), eosinofilos (Painel
C) e células mononucleares (Painel D) apos a injegdo intrapleural da PrTX-I (12 h) nas doses de
10, 30 e 100 pg/cavidade. Cada ponto representa a média de 5-6 ratos + EP.M.. * p<0.05,

significativo comparando-se com o grupo controle injetado com salina (0.1 ml; n=4).
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3.3.6. Efeito do bromete de p-bromofenacil (o-BPB) na pleurisia induzida pela sPLA; do
veneno de Naja naja, BthTX-I, BthTX-II e PrTX-I

O tratamento com o p-BPB (veja secgdo de Métodos) foi efetivo visto que reduziu
significativamente {p<0.05) a atividade enzimatica da sPLA; de Naja naja ¢ BthTX-II (Tabela 1).

A Tabela 2 mostra que o tratamento prévio da sPLA, do veneno de Ngja naja (10
pg/cavidade, 6 h;, #=5) com o inibidor enzimatico p-BPB ndo causou reduglo significativa no
contendo de leucdcitos totais, neutrdfilos, células mononucleares e eosindfilos quando comparada
com o tratamento controle (#=4).

A Tabela 2 mostra também que o tratamento prévio da BthTX-I (30 pig/cavidade, 12 h; n=5)
e BthTX-II (30 pg/cavidade, 6 h, »=5) com o p-BPB n3o modificou o influxo celular total e
diferencial em relagdo aos respectivos controles. O tratamento da PrTX-I (30 pg/cavidade, 12 h;
n=5) com o p-BPB resultou em inibigdo parcial, porém significativa (p<0.05), da migra¢do celular

induzida por esta enzima (Tabela 2).

TABELA 1 - Atividade enzimatica das sPLA,s controle ¢ tratadas com brometo de p-
bromofenacil (p-BPB).

Atividade enzimatica
(6 D.O./min/ pg)

sPLA; -~ p-BPB + p-BPB

veneno de Naja naja 1.560 0.062 *
bothropstoxina-1I 0.012 0.000
bothropstoxina-1 0.000 0.000
piratoxina-I 0.000 0.000

Os resultados expressam a variagdo de densidade otica (6 D.O.; diminuigio da absorbancia em
relagdo ao basal) por minuto por ug de proteina. Cada ponto representa a média de trés

determinagdes. * p<0.05, comparando-se com o respectivo controle.
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TABELA 2 - Efeito do brometo de o-bromofenacil (o-BPB) sobre a migragdo de
leucocitos totais, neutrofilos, eosinofilos e células mononucleares apds a imjegéo
intrapleural da sPLA; do veneno de Ngja naja, bothropstoxina-I (BthTX-I),
bothropstoxina-II (BthTX-II) e piratoxina-I (PrTX-I).

sPLA; Leucdeitos Controle + o-BPB
(x 10°/ cavidade)

LT 31.9 + 491 234 + 3.78

veneno de Naja naja NE 16.6 + 2.12 12.0 + 2.26
(5 pg/cavidade; 6 h) EOQ 09 + 0.11 08 + 0.14
n=4-6 MN 143 + 3.04 10.6 + 2.46

1T 192 + 2.06 189 + 3.47

BthTX-1 NE 38 £ 036 32 + 033

(30 pg/cavidade; 12 h) EO 22 + 0.54 2.1 + 0.45
=5 MN 13.2 + 1.72 13,5 £ 2.71

LT 251 + 1.80 213 + 2.46

BthTX-II NE 78 + 1.01 52 + 0.90

(30 pg/cavidade; 6 h) EQ 1.6 + 0.44 14 + 0.29
=5 MN 158 + 0.82 14.6 + 1.59
LT 278 + 25 193 + 1.60*

PrTX-1 NE 74 £ 0.85 44 + 049 %

(30 ug/cavidade; 12 h) EO 2.7 + 0.18 2.1 £ 035
=5 MN 177 + 2.18 129 + 1.44

Os resultados representam o numerc de células/cavidade e estdo expressos como
Média + EP.M. * p<0.05, comparando-se com o respectivo controle. LT, leucocitos

totais; NE, neutrofilos; EQ, eosindfilos; MN, células mononucleares.
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3.3.7. Envolvimento de mastécitos na pleurisia induzida pela sPLA; do veneno de Naja naja,

BthTX-1, BthTX-II ¢ PrTX-I

3.3.7.1. Efeito da ciproheptadina

O tratamento prévio dos animais com o antagonista do receptor de histamina/serotonina,
ciproheptadina (10 mg/kg, i.p., 30 min antes da injecdo intrapleural) ndo alterou a migragéo total e
diferencial induzida pela sPLA; de Ngja naja (n=5-6; Tabela 3). A dose empregada de
ciproheptadina foi eficiente uma vez que reduziu marcantemente o edema de pata induzido pelo
composto 48/80 (3 pg/pata; 0.80 £ 0.03 ml e 0.24 £ 0.01 ml, 30 min apoés a injegio de 48/80,
animais controle e tratados respectivamente, #= 5; p< 0.05).

A tabela 3 mostra também que o tratamento prévio dos animais com ciproheptadina (10
mg/kg, i.p., 30 min antes da injegdo intrapleural) ndo alterou significativamente a migracio induzida

pela BthTX-II em 6 h (30 pg/cavidade, #=5).

3.3.7.2. Deplecio dos estoques de histamina e 5-HT

A deplegiio dos estoques de histamina/5-HT foi realizada injetando-se diariamente por 5 dias
consecutivos 0 composto 48/80 (veja a secdo de Materais ¢ Métodos). Notamos que a deplegio foi
efetiva uma vez que o edema de pata induzido pelo composto 48/80 (3 ug/pata, n=4) foi abolido no
grupo tratado com este composto (1.03 £ 0.06 ml e 0.10 + 0.03 ml para grupo controle e depletado
em 15 min, respectivamente).

A deplegiio dos estoques de histamina e 5-HT nio alterou a migragéo leucocitaria total
induzida pela BhtTX-I (30 pg/cavidade, »=8; Tabela 4). Em relagdo a migragio diferencial, ndo
houve diferenga significativa quanto ao numero de neutrofilos. No entanto, houve um redugio
parcial, porém significativa, do numero de células mononucleares (p<0.05). Curiosamente, o grupo
depletado apresentou aumento significativo (p<0.05) no niimero de eosinodfilos. A possibilidade do
aumento do mimero de eosindfilos ter sido decorrente do tratamento prolongado com 48/80 foi
descartada uma vez que a deplegdo dos estoques de histamina e 5-HT n#o alterou o numero de
leucécitos totais e diferenciais contados 12 h apds a inje¢io de salina estéril (0.1 ml) na cavidade
pleural.

Com relacdo 4 BthTX-II e PrTX-I, a deple¢io de histamina ¢ 5-HT n#o alterou a migragio

leucocitaria total e diferencial induzida por estas sPLA,s (30 pg/cavidade, »=6-8; Tabela 4).
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TABELA 3 - Efeito da ciproheptadina (10 mg/kg, i.p., 30 min antes) sobre a migragio

de leucocitos totais, neutréfilos, eosinéfilos e células mononucleares 6 h apos a injegdo

intrapleural da sSPLA; do veneno de Naja naja e bothropstoxina-1I (BthTX-II).

SPLA, Leucocitos Controle Ciproheptadina
(x 10°/ cavidade)
LT 321 + 637 375 + 2.08
veneno de Naja naja NE 13.1 + 2,18 182 + 1.09
(5 pg/cavidade) EO 29 + 1.20 14 = 0.27
=5 MN 16,1 + 341 179 + 1.26
LT 248 + 296 17.5 + 2.04
BthTX-I NE 122 + 2.26 8.0 + 0.90
(30 pg/cavidade) EO 13 + 014 09 + 0.18
n=5-6 MN 1.2 + 139 8.6 + 1.18

Os resultados representam o mimero de células/cavidade e estdo expressos como

Média £ EP.M.. LT, leucdcitos totais; NE, neutréfilos; EO, eosinéfilos; MN, células

mononucleares.
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TABELA 4 - Efeito da deplegdo do estoque de histamina/5-HT pelo tratamento diario
com o composto 48/80 sobre a migragéio de leucdcitos totais, neutrofilos, eosinofilos e
células mononucleares apés a mjegdo intrapleural da bothropstoxina-1 (BthTX-I),

bothropstoxina-II (BthTX-II) e piratoxina-I (PrTX-I).

SPLA, Leucocitos Controle Depletado
(x 10% / cavidade)
LT 122 + 0.75 11.0 £ 0.59
BthTX-I NE 1.3 £ 0.16 1.6 = 0.26
(30 pg/cavidade; 12 h) EO 1.3 £ 010 24 £ 016
n=5-6 MN 96 = 0.55 70 + 061*
LT 183 + 1.20 21.1 + 2.35
BthTX-II NE 7.1 + 0.74 10.1 + 2.20
(30 pg/cavidade; 6 h) EO 1.2 + Q.23 1.8 £ 0.15
=5 MN 10.0 + 0.57 91 £ 0.75
LT 16.4 + 0.34 155 + 0.39
PrTX-I NE 42 + 090 42 + 037
(30 pg/cavidade; 12 h) EO 21 £ 038 25 £ 036
=8 MN 102 + 0.51 87 + 0.68

Os resultados representam o niunerc de células/cavidade e estdo expressos como
Meédia + EP.M.. * p<0.05, comparando-s¢ com o respectivo controle. LT, leucocitos

totais; NE, neutréfilos; EQ, eosinofilos; MN, células mononucleares.
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4, DISCUSSAQ

No presente estudo demonstramos que a PrTX-I foi capaz de promover aumento de
permeabilidade vascular em pele ¢ pata de rato, levando a formagio de edema. Este efeito foi devido
a degranulagiio in vivo de mastdcitos com consequente liberagéio de serotonina e histamina, visto que
o pré-tratamento dos animais com ciproheptadina praticamente aboliu a atividade edematogénica
desta sPLA,. Além disso, o fato desta substincia ser capaz de ativar mastocitos iz vifro confirma os
resuitados observados in vivo. Estes resultados estio de acordo com aqueles encontrados por
Landucci ef al. (1998) para duas sPLAys isoladas do veneno de Bothrops jararacussu € com aqueles
de Cirino et al. (1989) obtidos para SPLA,s de diversas fontes.

Moreno et al. (1992) e Lioret ef al. (1993) sugeriram que a formagdo de edema, induzida
pelas sPLAys, esta ligada & atividade enzimatica destas enzimas. No entanto, nossos resultados
demonstraram que a PrTX-L, uma sPLA; enzimaticamente inativa, induziu edema de pata e pele em
ratos comparado as sPLA,;s enzimaticamente ativas, utilizadas por aqueles autores. Estes dados
sugerem que a hidrolise de fosfolipideos pelas sPLA;s nfio € essencial para formagiio de edema
confirmando os resultados encontrados por Landucci ef a/. (1998) para as bothropstoxinas. De fato,
muitos efeitos farmacoldgicos induzidos por sPLAys purificadas de veneno nio dependem da
atividade enzimética destas enzimas (Kini & Evans, 1989).

O pBPB atua como inibidor enzimatico das sPLAj;s e ¢ largamente empregado para
investigar a correlagdo entre atividade enzimatica e farmacologica das sPLA;s (Yang, 1994). Este
composto promove uma alquilagao do residuo de His-48 do sitio catalitico destas enzimas (Volwerk
et al , 1974). Apesar da PrTX-I ser desprovida de atividade enzimdtica por ser uma sPLA; Lys-49,
esta SPLA; mantém o residuo His-48. Assim, investigamos o efeito do o-BPB na atividade pro-
inflamatéria da PrTX-I. Nossos resultados demonstraram que este composto foi capaz de reduzir
acentuadamente, tanto a formagdo de edema, quanto a degranulagdo de mastocitos # vifro induzidos
pela PrTX-1. A hipétese desta inibicdo ter sido decorrente da desnaturagio da PrTX-I durante o
tratamento com o o-BPB foi descartada uma vez que foi realizado o devido controle. Resultados
semelhantes foram observados para outras sPLA,s inativas enzimaticamente. Diaz et a/. (1993)
demonstraram que a reagdo da miotoxina II, uma sPLA; enzimaticamente inativa isolada do veneno
de Bothrops asper, com o p-BPB reduziu sua atividade miotdxica. Recentemente, Landucci ef a/
(1998) demonstraram que o p-BPB reduz marcantemente a atividade edematogé€nica da BthTX-I ¢

BthTX-II em ratos apesar das mesmas apresentarem atividade enzimatica nula ou baixa,
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respectivamente. Estes dados sugerem que, ao lado da alquilagio da His-48 e consequente inibigio
enzimatica das sPLA;s, o p-BPB pode ter um efeito adicional na atividade farmacologica destas
enzimas. Como vérios estudos j4 comprovaram a existéncia de receptores para as sSPLAs (Arita ef
al., 1991; Lambeau ef al., 1994; Ancian ef al., 1995), nossos resultados sugerem que o residuo de
histidina-48 da PrTX-I deve participar de seu sitio farmacologico, ou seja, ter importéncia na ligagio
da PrTX-I a um possivel receptor. Desta maneira, nds sugerimos cautela quanto ao uso do o-BPB
como ferramenta para avaliar o papel da atividade enzimatica nos efeitos biologicos induzidos pelas
sPLAgs.

Compostos ricos em cargas catibnicas como a poliarginina ¢ a polilisina ativam mastocitos de
rato in vifro {(Coleman et al., 1981) e in vivo ( Antunes ef al,, 1990, Santana ef al., 1993) e este
efeito ¢ largamente reduzido por moléculas polianidnicas incluindo a heparina e seus analogos. A
ativagio de mastocitos pelos polications acontece pela interag@o eletrostitica destes com os sitios
anidnicos  constituintes da membrana plasmaitica destas células, principalmente os
glicosaminoglicanos sulfatados (Shwartz, 1994). As sPLA,s do grupo II sdo proteinas basicas e seus
sttios catidnicos podem se associar com a superficie celular via glicosaminoglicanos (Murakami et
al., 1993, Sartipy et al., 1996). Além disso, tém sido demonstrado que glicosaminoglicanas da
familia da heparina sdo capazes de formar complexos com sPLA;s como a miotoxina II purificada do
veneno de Bothrops asper (Lomonte e al,, 1994a) e BthTX-I purificada do veneno de Bothrops
Jararacussu (Melo er al, 1993) anulando, assim, a atividade miotoxica destas enzimas. Assim,
investigamos o efeito da heparina na atividade pré-inflamatoria da PrTX-1. Nossos resultados
mostraram que a heparina inibiu a degranulagdo de mastocitos pela PrTX-I tanto in vitro quanto in
vivo sugerindo que as cargas catidnicas presentes nesta molécula sdo o principal fator responsavel
por suas propriedades farmacologicas. Resultados similares foram encontrados para sPLA.s de
outros venenos como o de Trimeresurus mucrosquamatus (Wang ¢ Teng, 1990) e Bothrops
Jararacussu (Landucci ef al., 1998).

Diante do exposto, parece existir grande contraste quanto aos resultados acima apresentados
e aqueles obtidos por Choi et al. (1989) e Lloret et al. (1993), pois estes ultimos demostraram que a
degranulagéo de mastocitos induzido por sPLA; do veneno de Naja naja é dependente da atividade
enzimatica desta enzima. Vale ressaltar que a sPL.A; do veneno de Naja naja € uma enzima do grupo
I ¢, portanto, bioquimicamente distinta da PrTX-I que pertence ao grupo II. Dessa forma,
acreditamos que estas diferencas possam ser decorrentes deste fato. Com isso, consideramos que,
como ferramenta farmacologica para investigar o papel da sPLA, do grupo II identificada em
doengas inflamatorias humanas, os resultados obtidos com a PrTX-I e outras sPLA,s do grupo II

possa contribuir mais que aqueles encontrados para as sPLA,s do grupo L.
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De fato, nossos dados sdo semelhantes aqueles encontrados por Murakami ef al. (1993) que
estudaram a degranulagio de mastdcitos induzida pela sPLA; do grupo II purificada de plaquetas de
rato. Estes autores demonstraram que os sitios de ligagdo desta enzima com a heparina sdo
importantes para degranulagido de mastocitos uma vez que este polidnion inibiu significativamente
este efeito. Além disso, mostraram também que o sitio catalitico € essencial para a degranulagio
induzida por esta enzima, uma vez que o inibidor enzimatico p-BPB e um anticorpo que reconhece o
sitio catalitico desta enzima reduziram de forma significativa a degranulagio. Curiosamente, os
autores sugerem que a atividade enzimatica desta sPLA; ndo deve ser importante neste processo
uma vez que nio houve aumento da produgdo de PGD, e nem requerimento de Ca’ quando os
induzido pela PrTX-I, os resultados encontrados por Murakami er al. (1993) poderiam ser
explicados da mesma forma, ou seja, o residuo de His-48 (complexade pelo o-BPB ou pelo
anticorpo), além de fundamental para atividade enzimatica, deve ser importante para um possivel
sitio farmacologica desta enzima.

Fonteh ef al. (1994) estudaram a participagiio da sPLA, enddgena na degranulagio de
mastocitos induzida pela interagdo antigeno (anti-dinitrofenol) - anticorpo (IgE). Estes autores
demonstraram que a ativagdo de mastocitos de medula dssea por antigenos leva a rapida liberagio de
acido araquidénico (Fonteh et af., 1993) decorrente da liberagio de sPLA, do grupo II pelo
mastocito. Além disso, mostraram que a sPLA; recombinante humana do grupo II (rPLA,) induziu a
geragiio de eicosandides no sobrenadante da cultura de mastocitos. No entanto, os préprios autores
néo descartam a possibilidade da producio de eicosandides ser devido a ativagio da cPLA;, também
presente em mastocitos.

Por outro lado, ¢ surpreendente notar que a rPLA; nfo foi edematogénica em ratos (Morgan
et al., 1993; Cirino et al., 1994a), o que sugere que a rPLA; per se ndo ¢ capaz de induzir
degranulacio de mastocitos do tecido subplantar de ratos. Este dado contrapde os resultados da
a¢do da tPLA; em mastocitos peritoneais encontrados por Fonteh et af. (1993).

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a atividade edematogénica das sPLA; nfo esta
necessariamente ligada a atividade enzimatica destas enzimas uma vez que a PrTX-1 induziu
formacdo de edema e degranulagdo de mastocitos 4 semelhan¢a de outras sPLA;s enzimaticamente
ativas. O efeito da PrTX-I parece ser decorrente de um possivel sitio farmacologico presente nesta
sPLA,, formado principalmente por cargas catifnicas distribuidas na molécula, sendo uma delas
formada pelo residuo de His-48.

Além da formag#io de edema e degranulagiio de mastocitos, a migragio celular induzida pelas

sPLA,s também foi objeto de estudo deste trabalho. Assim, demonstramos que tanto as sPLA,s de
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Naja naja, pancreatica bovina e BthTX-II (ativas enzimaticamente), como a BthTX-I e piratoxina-I
(destituidas de atividade enzimatica), induziram migragfio leucocitaria para cavidade pleural de ratos
de forma dose e tempo-dependentes, porém com diferengas quanto ao perfil da migragéo.

Nos tempos em que o infiltrado celular foi medido (6, 12 e 48 h), a sPLA; pancreética, do
veneno de Naja naja e a BthTX-1I, induziram um maior grau de migracdo em 6 h, sendo que o
infiltrado celular foi constituido, principalmente, por neutrofilos e células mononucleares, Entretanto,
o pico de infiltragdo celular induzido pela BthTX-1 e PrTX-I foi em 12 h e formado, tanto por
células mononucleares e neutrofilos, como também por eosindfilos. Além disso, a magnitude dd
efeito da sPLA; do veneno de Naja naja e da BthTX-II foi maior do que a da BthTX-I, PrTX-I ¢
sPLA;, pancreatica. Este fato poderia refletir a atividade catalitica destas enzimas. No entanto,
quando comparamos a migracdo leucocitaria induzida pela sPLA, de Naja naja e pela BthTX-II,
observamos que a primeira € aproximadamente trés vezes mais potente do que a segunda (ambas
com pesos moleculares aproximado de 14 KDa). Porém, é conhecido gue a atividade enzimatica da
sPLA; de Naja naja € muitas vezes maior que a da BthTX-II. Os dados de ensaio enzimatico obtidos
em nosso laboratorio mostram essa diferenga (Tabela 1). Assim, esperava-se que, em virtude de seu
poder catalitico marcantemente maior, a sPLA, de Najo naja apresentasse um maior grau de
poténcia com relagdo a migracéo celular o que, de fato, no ocorreu. Estes dados, juntamente com o
fato das sPLA»s enzimaticamente inativas BthTX-I e PrTX-I apresentarem efeito na migragio
celular, demonstram, a priorn, que este efeito farmacologico também ndo é decorrente da atividade
enzimatica, mas provavelmente de outros fatores relacionados com a estrutura destas moléculas.

O resultado do tratamento destas enzimas com o brometo de p-bromofenacil confirmam esta
hipotese. Este composto ndo alterou a migragdo induzida pela sPLA; de Naja naja, BthTX-I e
BthTX-II. A hipotese de ndo ter ocorrido inibig8o da atividade enzimatica da BthTX-II ou da sPLA,
de Naja naja foi descartada uma vez que comprovamos esta inibi¢io realizando ensaio enzimético
apOs o tratamento (ver item 3.10.). Além disso, descartamos a possibilidade de alteracdes na
estrutura proteica destas enzimas durante o tratamento uma vez que utilizamos para o controle dos
experimentos as amostras que passaram pelo tratamento controle. Sendo assim, sugerimos que a
hidrolise de fosfolipideos por estas sPLA;s nfio € essencial para a infiltragiio leucocitaria para
cavidade pleural.

Como ja foi citado, nds temos sugerido que o residuo de histidina-48 pode ser importante
atividades préo-inflamatérias da BthTX-I (Landucct ef al,, 1998) e PrTX-1. Desta forma, estudamos o
efeito deste composto na migracgio celular induzida pela BthTX-I e PrTX-I. Apesar do p-BPB nio

apresentar efeito na migraciio induzida pela BthTX-I, este composto reduziu parcialmente a
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migragiio induzida pela PrTX-1. Este resultado contrapde a observagdo de que o perfil da atividade
farmacologica destas duas sPLA,s Lis-49 apresenta um alto grau de semelhanga. Sendo assim, é
interessante notar que o residuo de histidina-48 é importante na migragio celular induzida pela
PrTX-I e nfo pela BthTX-I e BthTX-IL

Nossos dados se opdem aos de outros estudos que demonstram que a atividade
farmacologica da sSPLA; do grupo 1I parece estar relacionada com sua atividade enzimatica (Vadas ef
al., 1986; Vadas et al., 1989, Bomalaski ef al., 1991). Além disso, Lam ef a/. {1990) demonstraram
que sPLAjs de plaquetas humanas induzem a formagdo de leucotrienos em leucocitos
polimorfonucleares humanos e, sugerem que os efeitos pro-inflamatorios celulares induzidos pela
sPLA, humana poderiam ser o resultado da produgo de eicosandides tais como PGE; e LTB..
Neste estudo, ndo foi aventada a possibilidade de coexisténcia de outras vias de liberagido de acido
araquiddnico uma vez que ja é sabido da existéncia de vérias formas de PLA; na mesma célula
(Balsinde et al., 1994; Murakami ef a/., 1992a). Marshall ef al. (1993) descreveram a coexisténca da
sPLA; e da cPLA; em neutrofilos. Além disso, Murakami ef @/, (1993) sugeriram que a sPLA, pode
induzir a atividade da cPLA; em mastocitos.

Por outro lado, nossos resultados corroboram alguns estudos que ndo encontraram
correlagiio entre a migragiio celular ¢ a atividade enzimatica das sPLA;s. Cirino ef al. (1994b)
demonstraram que a sSPLA; recombinante humana de fluido sinovial produziu infiltrado celular em
modelo de “air pouch” em ratos e esta resposta ndo foi relacionada com produgdo de PGE,, TxB,,
LTC, ou LTB,. Utilizando o mesmo modelo experimental, Paya ef al. (1995) demonstraram que o
scalaradial, um inibidor especifico para sPLA,, foi capaz de inibir parcialmente a migragio
leucocitaria induzida pelo zimosan, sem alterar de modo significativo a produgéio de prostaglandinas.
Dessa maneira, sugeriram que a sPLA, participa no fenémeno da migragio celular, mas que a
produgdo de eicosandides ocorre independentemente desta enzima. Neste sentido, observaram que o
pico da migracfio celular coincidiv com a atividade méaxima da sPLA; (8 h), enquanto que a
produgdo de eicosandides atingiu o maximo em 4 h. Resultados semethantes foram encontrados por
Tesson et al. (1993) que demonstraram, usando o modelo de pleurisia induzida por carragenina ou
zymosan em ratos, que a liberagdo de TxB; ¢ conseqiéncia da atividade de uma PLA; associada a
membrana celular € ndo da presenca da sPLA; no exsudato inflamatério. Uma vez que a atividade
catalitica destas enzimas parece ndo ser essencial para inducdo de migragdo celular, torna-se
importante estabelecer os provaveis mecanismos envolvidos neste efeito farmacologico.

Landucci et al. (1998) demonstraram que a ciproheptadina foi capaz de inibir completamente
a formagdo de edema em pata e pele de ratos induzida pela BthTX-1 e BthTX-1I. O mesmo resultado

foi observado para a PrTX-I no presente estudo e para sPLA; do veneno de Naja naja e pancreatica
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porcina (Lloret ef al, 1993). Também demonstramos, neste estudo, que a degranulagio de
mastocitos peritoneais pelas bothropstoxinas e piratoxina-I nfio estd necessariamente ligado
atividade catalitica. Estes dados sugerem que estas sSPLA,s poderiam induzir migragfo leucocttaria
através da degranulagdo de mastOcitos pleurais. Martins ef al. (1990) estudaram a migragio de
leucéeitos induzida por composto 48/80, um agente capaz de degranular mastdcitos. Estes autores
demonstraram que, em 6 h, existe uma migracdo significativa de células mononucleares e neutréfilos
e, em 24 h, observa-se uma migracfio significativa de eosindfilos. Além disso, verificaram que as
duas fases da resposta (6 e 24 h) sdo dependentes da degranulagio de mastécitos. Em relago a
segunda fase, em particular, demonstraram que esta migra¢io ¢ dependente do fator quimiotatico
para eosindfilo, uma proteina soluvel sintetizada e liberada por mastocitos estimulados pelo 48/80.

Nossos resultados demonstram que o tratamento prolongado com 48/80 ndo alterou a
migragdo leucocitéria induzida pela BthTX-I, BthTX-II e PrTX-I. A eficicia do tratamento foi
confirmada conduzindo um experimento paralelo onde o edema de pata induzido pelo composto
48/80 estava inibido. Sendo assim, ao contrario do aumento de permeabilidade vascular, a migragio
leucocitaria induzida por estas SPLA;s aparentemente ndo depende da degranulagio de mastocitos e
a consequente liberagic de mediadores quimiotaticos como o fator quimiotatico para eosindfilo da
anafilaxia e outros (Wasserman ef al., 1974; Oertel & Kaliner, 1981).

Por outro lado, € interessante notar que o tratamento prolongado com 48/80 provocou um
aumento significativo do numero de eosinéfilos na pleurisia induzida pela BthTX-I. Este resultado
poderia ser decorrente do proprio tratamento com 48/80 que estaria provocando um aumento no
numero basal de eosinofilos. No entanto, os resultados obtidos com a injego de salina em animais
depletados e controle mostraram que o tratamento prolongado dos animais nfo altera o nimero
basal de eosindfilos da cavidade pleural. Sendo assim, acreditamos que o aumento observado tenha
sido resultante de variagGes inerentes & propria metodologia.

Os diferentes resultados observados quanto ao perfil de inibi¢iio da heparina na degranulagio
de mastdcitos do tecido subplantar, derme e peritoneo induzida pelas bothropstoxinas (Landucci ef
al., 1998) e PrTX-I (presente estudo) sugerem que poderiam existir diferengas na degranulagdo de
mastocitos pleurais e peritoneais por estas SPLA;s, mesmo considerando que estas células pertencem
a mesma populagiio (tecido conjuntivo; Schwartz ef al., 1994). Desta forma, mastécitos pleurais
poderiam ndo responder como os peritoneais frente as sPLAjs. Sendo assim, estudamos a
degranulagiio dos mastécitos pleurais em comparagio com os peritoneais para as bothropstoxinas €
PrTX-I. Os resultados demonstraram que estas sPLA;s sfio equipotentes na degranulagio destas
duas populagdes de mastocitos. Além disso, a heparina e o p-BPB apresentaram o mesmo perfil de

agdo nestas populagdes. Dessa maneira, podemos considerar que os mastdcitos pleurais respondem
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essencialmente através dos mesmos mecanismos envolvidos na degranulagio de mastdcitos
peritoneais frente as bothropstoxinas e PrTX-I. Com isso, descartamos a hipdtese de que estas
sPLA;s niio sdo capazes de induzir a degranulagio de mastécitos pleurais.

A auséncia de correlagio entre degranulagio de mastocitos e migragfo celular induzida pelas
sPLA»s observada no presente trabalho pode ser correlacionada com a sPLA; humana do tipo II.
Apesar de ter sido demonstrado (Cirino ef a/, 1994b) que a sPLA; recombinante humana de fluido
sinovial produz infiltrado celular no modelo de “air pouch”, Murakami ef af (1990) demonstraram
que a mesma enzima ndo induz edema de pata em ratos e, portanto, nfio promove degranulacio de
mastocitos, Sendo assim, parece que o eferto quimiotatico desta enzima também € independente da
degranulagio de mastocitos.

Estes resultados indicam que a migra¢iio leucocitdria induzida pelas sPLA;s pode ser
resultante da neoformagdo de mediadores quimiotaticos (LTB,4, PAF, citocinas) de tipos celulares
como o macrofago presentes na cavidade pleural. Visto que a migragiio induzida por estas sSPLA,s
ndo estd necessariamente ligada 2 atividade catalitica das mesmas, sugerimos que a sintese destes
possiveis mediadores estaria ocorrendo por um mecanismo independente da atividade fosfolipasica
destas sSPLA,s. Alternativamente, a migragdo celular induzida pelas sPLAss poderia ser devido a2 uma
aclo direta destas enzimas nos fendmenos envolvidos neste processo tais como adesdio as células
endoteliais ¢ quimiotaxia. Esta agfo poderia ocorrer pela ativagio de possiveis receptores para
sPLA;s presentes na superficie celular de leucécitos.

Assim, nossos dados demonstram que a atividade enzimatica das sPLAs ndo ¢ essencial para
atividade farmacoldgica tais como aumento da permeabilidade e migra¢do celular induzidos por estas
enzimas. Além disso, confirmamos que o aumento de permeabilidade induzido pelas sPLA,s é
resultante da degranulacio de mastocitos e consequente liberagio de histamina/5-HT. No entanto, a
migragio leucocitaria induzida pelas bothropstoxinas e piratoxina-I para cavidade pleural de ratos
independe da degranulago dos mastdcitos pleurais possivelmente pelo fato da degranulagiio ndo
levar a liberagdo de quantidades suficientes de mediadores que poderiam exercer algum efeito

quimiotatico.
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5. SUMMARY

Bothropstoxin 1 (BthTX-I) and Bothropstoxin II (BthTX-II) are sPLA;s homologues with
myotoxic activity isolated from Bothrops jararacussu venom. The former is devoided of enzymatic
activity in egg yolk lecithin whereas the latter has low phospholipase activity in this substrate.
Piratoxin-I (PrTX-I) is a PLA; homologue with myotoxic activity isolated from Bothrops pirajai
venom. This sSPLA; is also devoided of enzymatic activity. The aim of this study was to investigate
the ability of PrTX-I, BthTX-I and BthTX-II to induce leucocyte migration compared with Naja
naja PLA; (known to contain high enzymatic activity) and bovine pancreatic PLA; (known to
contain intermediate enzymatic activity). We have also investigate the role of mast cells in the
leucocyte migration induced by PrTX-I, BthTX-I and BthTX-II.

Leucocyte migration was determined through of the injection of sPLA;s into the pleural
cavity of male Wistar rats under ether anaesthesia. The animals were killed at 6, 12 and 48 h later
and the pleural cavity rinsed with 5 ml of PBS containing heparin (20 IU/mi). Total and differencial
leucocyte counts were evaluated in the pleural exudate.

Naja ngja PLA; (10 pg/cavity) and BthTX-II (30 ug/cavity) induced a dose- and time-
dependent rat pleural leucocyte influx characterized by an early neutrophil and mononuclear cells
infiltration (6 h). This migration was followed by a late eosinophil and mononuclear cells influx (12
h) in the Naja naja PLA;- induced pleurisy. BthTX-I and PrTX-I (30 pg/cavity each) induced dose-
and time-dependent rat pleural leucocyte influx characterized by an infiltration of neutrophils,
eosinophils and mononuclear cells at 12 h. p-Bromophenacyl bromide (p-BPB), a compound known
to inhibit phospholipase A activity, abolished the enzymatic activity of Naja naja PLA, and BthTX-
II but it had no effect on the pleurisy induced by Naja naja PLA,, BthTX-I and BthTX-II.
Interestingly, p-bromophenacyl partially reduced the PrTX-I-induced pleurisy. Previous treatment of
the animals with cyproheptadine (10 mg/kg, i.p.) did not affect the pleurisy induced by Naja naja
PLA; and BthTX-II. The depletion of histamine and 5-HT stores by repeated injections of compound
48/80 also failed to modify the pleurisy induced by BthTXs and PrTX-1. Qur results demonstrate that
pleurisy mediated by Naja naja PLA;, BthTX-I, BthTX-IT and PrTX-I is not dependent on pleural
mast cell degranulation. Furthermore, hydrolysis of phospholipids by these sPLA,s is not essencial
for the pleural leucocyte infiltration.

In the second part of this study the aim was to investigate the ability of PrTX-I to induce
local oedema formation in both rat paw and skin in vivo. The importance of their catalytic and

cationic sites were evaluated using p-BPB and heparin, respectively.
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Male Wistar rats were used. Paw oedema was induced by a subplantar injection of PrTX-I
into the left hind-paw of animals and paw volume was measured using a hydroplethysmometer, Skin

125
[]-human serum

oedema formation was measured as the local accumulatton of iv. injected [
albumin into the skin sites of anaesthefized rats (Sagatal, 30 mg/kg, i.p.). In vifro pleural and
peritoneal mast cells degranulation was carried out by measuring the released ["*C]5-HT using a B
counter.

PrTX-I caused dose-dependent rat paw and skin oedema. These oedematogenic activity were
largely reduced in animals pretreated with cyproheptadine (2 mg/Kg, i.p. 0.5 h before). Similarly, p-
BPB significantly inhibited rat paw and skin oedema induced by PrTX-I. The polyanion heparin
significantly reduced the paw oedema (50 IU/paw) as well as the skin oedema (5 IU/site) induced
by PrTX-1. In addition, PrTX-I (100 pg/ml) caused in vifro pleural and peritoneal mast cells
degranulation. p-BPB and heparin (50 TU/ml) significantly inhibited the ["*C]5-HT release induced
by PrTX-I in both pleural and peritoneal mast cells.

QOur results indicate that oedema formation induced by PrTX-I is mostly dependent on in vivo
mast cell degranulation. Since heparin reduced the oedematogenic activity of this sPLA; homologue,
it is likely that the cationic charge of this substance plays a role in the mast cell activation. Qur
results also indicate that p-bromophenacyl bromide may not be a suitable pharmacological tool to
investigate the correlation between enzymatic activity and the inflammatory effects of phospholipases
Ay
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