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RESUMGC

Esta tese descreve a atividade do veneno de Phoneutria nigriventer na
permeabilidade vascular em pele de rato e coelhos. Os animais foram
anestesiados e, em seguida, injetades com uma mistura de azul de Evans (0.5
ml/kg, 2.5 %) e albumina marcada (1.5 uCifKg 1231-albumina). As substancias a
serem testadas foram injetadas intradermicamente no dorso dos animais em
doses repetidas (8 sitios por dose). Apods 30 minutos, foi coletado o sangue
(puncéo cardiaca) e o mesmo foi sacrificade injetando-se sobredose de
anestesico. Em sequida, a pele dorsal foi removida e os sitios foram cortados
para contagem de radioatividade acumulada. O venenc bruto e dialisado de
Phoneutria nigriventer (1-30 pg) aumentaram a permeabilidade vascular em
pele de ratos e coelhos. Em pele de ratos, mepiramina e metisergida aboliram o
edema induzido pelo venenc bruto , entretanto, o mesmo nao foi cbservado com
0 venenc dialisado na presenga de um vascdilatador. Em  pele de coelhos, o
efeito do veneno de Phoneutria nigriventer dialisado (30 ng/sitio) na presencga
de PGE4, foi inibido significantemente pelo trasilol {inibidor inespecifico da
calicreina plasmatica), antagonista de receptor B> e 0 mesmo foi potenciado na
pelo de captopril. O inibidor especifico de calicreina plasmatica, "scybean
trypsin inhibitor” ndo afetou significantemente o edema induzido pelo veneno.
Entretanto, a formagao de bradicinina in vitro pela incubacéo de plasma de
coeltho com tripsina foi abolida quando o plasma foi pré-incubado com (SBTI). O
antagonista de receptores de PAF (WEB 2086}, e o inibidor especifico de
lipoxigenase (BWA4C} néo alteraram significativamente o edema induzido pela
co-injecac de PNV e PGE4. Estes resultados indicam que o edema induzido

pelo PNV € decorrente da ativag&o da calicreina tecidual.
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INTRODUGAO

O processo inflamatdrio e definido como uma reacg&o local, que ocorre em
resposta a les&o tecidual. A nivel macroscdpico, o processo inflamatorio é
acompanhado pelos seguintes sinais: calor, eritema, edema e dor. O calor e o
eritema estido relacionados com o aumento do fluxc sanguineoc na regiao
inflamada, o edema reflete 0o aumento da permeabilidade vascular e a dor é
devida a estimulacdo de vias nociceptivas aferentes. As alteragdes de fluxo,
permeabilidade e nociceplividade sao moduladas pela liberagéc de varios
mediadores (histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, agentes
guimiotaxicos, e outros produzidos tanto por células residentes {macréfagos,
mastdcitos,) como celulas da circulagdc que migram para o sitio lesado
(neutrdfilos, linfocitos, e cutros).

Na pele, quando ha inflamagdo, ocorre dilatagio das arteriolas e abertura
dos esfincteres pré-capilares e, consequentemente, maior fluxo sanguineo e
extravazamento de plasma e componentes sanguineos (Horton, 1963: Williams
& Morley, 1973; Williams & Peck, 1977; Williams, 1979).

A presenca de inumeros receptores hormonais e mediadores em cultura
de células sugerem que o endotélio é um potente regulador da circulacio
(Buonassi & Colburn, 1980). O endotélio apresenta receptores para estrogeno,
noradrenalina (« e 3}, bradicinina, ADP, ATP, adenosina, acetilcoling,
serotonina, histamina e angiotensina (Simicnescu ef a/., 1982). Além disso, o
endotélio é capaz de sintetisar dois potentes vasodilatadores e inibidores da
fungao plaguetaria, a prostaciclina (PGlo; Moncada et al., 1978) e o fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF; Furchgott & Zawadzki, 1980). A PGl»
€ um dos produtos da ciclo-oxigenacao do Acido araquiddnico (Gryglewski et af
1976) enquanto o EDRF e tido como o oxido nitrico (Palmer ef a/., 1987) ou um

composto nitrosilado  (Myers ef al, 1990). Ambos s&o liberados



simultaneamente do endotélic de forma acoplada em resposta a um mesmo

estimulo (de Nucci ef al., 1988; D'Orleans-Juste et af., 1989).

Doses baixas de histamina, serotonina (5-HT), bradicinina (BK), PAF e
substancia P (SP), induzem aumentc de permeabilidade vascular e
extravazamento de plasma quando injetados intradermicamente em pele de
coelho. Este efeito & significantemente aumentado por vasodilatadores como
prostaglandina E4 (PGEq), peptideo intestinal vasoativo (VIP) e peptidec
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (Williams & Peck, 1977; Willlams,
1982; Brain & Williams; 1985, Rampart & Williams, 1986). Tais mediadores
aumentam a permeabilidade vascular por via direta, isto €&, interagem
diretamente com receptores especificos presentes nas células endoteliais, como
€ o caso da BK, PAF, taguicininas, 5-HT, SP e histamina. Algumas substancias
aumentam a permeabilidade vascular de modo indireto, pois dependem da
presenga de leucocitos polimorfonucleares no sitio inflamade como, por
exemplo, leucotrienc B4 (LTBg4), o tripeptidec n-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(FMLP), o fator de necrose tumoral (TNF} e fragmentos do complemento C5a
des-arg (Bray et a/, 1981, Wedmore & Williams, 1981; Rampart et a/, 1989).

Em relagao a via direta, apds acoplamenio do agonista ao receptor,
ocorre ativagdo do ciclo do fosfatidil inositol (transducdo intracelular), com
liberagéo de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 é responsavel
pelo aumento dos niveis intracelulares de calcic e o DAG, por sua vez, pela
ativag&o de uma proteina quinase C, que através de fosforilagdes proteicas em
seqléncia, ativa o aparato contratil celular (Berridge, 1987: Edelman &
Blumentha!, 1887}. Em conseqliéncia da contragdo do endotélio venular
induzida pelos mediadores inflamatérios diretc efou indiretamente, ocorre a

formagao de poros por onde extravasam fluido e proteinas plasmaticas. Abaixo.
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revisamos as caracteristicas fundamentais dos principais moduladores da

permeabtlidade vascular,

Histamina

A histamina foi primeiramente sintetizada e posteriormente isclada de
tecidos de mamiferos. As primeiras hipSteses a respeito da possivel funcéo
fisiologica da histamina tecidual basearam-se nas semethancas entre as a¢bes
da histamina e os sintomas de choque anafilatico e da lesdo tecidual (Dale &
Laidlaw, 1910, Lewis, 1927: Dale, 1929).

A histamina e formada por descarboxilagédo do aminoacido L-histidina em
tecidos de mamiferos. Uma vez formada, a histamina & armazenada ou
rapidamente inativada. Apesar da histamina ser encontrada na maioria dos
tecidos, a sua distribuig&o é irregular. A maior parte da histamina tecidual ocorre
na forma ligada com o polissacarideo sulfatado heparina, e com uma proteina
acida, sendo encontrada em gréanulos de mastocitos e baséfilos (Graham et al,
1952; Riley, 1953a,b; Mota ef a/, 1853). A histamina € liberada quando estas
celulas s&o danificadas, apos complexo imunolégico, pelo composio 48/80 e
outros. O mastocito sofre um processo de degranulacdo por exocitose liberando
histamina, processo esse que requer energia e calcio.

A histamina exerce suas agdes bioldgicas ao se combinar com receptores
especificos localizados na membrana superficial. As agdes dos antagonistas da
histamina indicam que existem pelo menos trés tipos de receptores distintos: Hy
(Ash & Schild, 1866), Ho (Black ef al., 1872) e Hz (Arrang et af, 1983).

A inje¢&o intradérmica de histamina produz uma resposta caracteristica
de edema, rubor e eritema. Estes sinais foram descrito primeiramente por Lewis

(1827}, denominado "resposta triplice".



A histamina aumenta a permeabilidade vascular interagindo com
receptores Hq presentes no endotélio venular, este efeito pode ser

antagonizado pelo uso de bloqueadores Hq (Witiak & Lewis, 1978).

Serotonina

Em 1948, Rapport descreveu uma nova amina, denominada serotonina
(5-hidroxitriptamina, 5-HT). Esta amina, presente no soro e sangue desfibrinado,
& responsavel por uma vasoconstricdo, associada a uma moderada propriedade
hipertensiva. Posteriormente, Rowley & Beneditt (1956} relataram,
primeiramente em roedores, a importancia da serotonina na microcirculagéo. A
5-HT & encontrada em altas concentragbes em plaquetas, células
enterocromafins {localizadas no trato gastro intestinal}, em certas regides do
cérebro (Erspamer, 1954) e em mastdcitos de roedores (Benditt et al, 1955 ;
Furth et af, 1957).

A 5-HT esta amplamente distribuida nos reinos vegetal e animal,
incluindo venenos de abelhas, vespas, escorpides, formigas e aranhas (Welsh
& Batty, 1963}

A B-HT é obtida no organismo a partir do triptofano da dieta que &
hidroxilado na posigac 5, dando origem ao 5-hidroxitriptofanc. Este, por sua vez,
& descarboxilado sob acg&o da 5-hidroxitriptofano descarboxilase, dando origem
a serotonina. Os receptores da 5-HT, localizadas na superficie celular, foram
agrupados em trés grupos principais, a saber 5HTq1 e 5HT» (Wallis, 1981) e
S5HT3 (Bradley et af, 1986 Frazer ef al, 1980).
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Fator Ativador de plaquetas

O Platelet-Activating factor (PAF) ¢ um fosfolipideo de membrana,
isolado como componente solUvel liberado de leucdcitos de coelhos
sensibilizados com Igk, capaz de induzir potente agregacdo plaquetaria

(Beneviste ef af., 1972).

Embora inicialmente apenas basoéfilos sensibilizados fossem definidos
como células capazes de produzir PAF, atualmente sabe-se que, frente a
estimulo especifico, varias outras populacdes celulares possuem tal
propriedade; entre elas: neutréfilos (Lynch et a/., 1979), plaguetas (Chignard et
al., 1979), mastocitos (Stimler et a/., 1981), mondcitos {Larsen & Henson, 1983),
celulas endoteliais (Handley et al., 1984) e eosindfilos (Venge et a/., 1987).

Existem duas vias metabdlicas descritas para sintese deste mediador; a
via de remcdelamento ("remodeling pathway") e a via conhecida como "de
novo". A via de remodelamento consiste basicamente de duas etapas, ambas
ativadas por fosforilag@o. A primeira € a ativacéo da fosfolipase Ap, levando a
formag¢ac do precursor 1-O-alquil-sn-glicero-3-fosfacolina {liso-PAF) & um acido
graxo livre. A segunda, consiste na converséo do liso-PAF em PAF pela adicéo
de um grupamento acetato. E importante notar que a fosfolipase Ao, que inicia a
sintese do PAF, tem sua ativagfo regulada pela proteina quinase C e d3
preferéncia, como substrato, a fosfolipidios que tem o acido araquidénico na
posigao 2, liberando o substrato para as enzimas ciclo e lipc-oxigenase, e
consequente, formagao de prostandides (Chilton ef af., 1984; Suga ef a/., 1290).
A via "de novo" envolve a sintese do liso-PAF que & convertide a PAF pela
tranferase. Esta via n&o estd presente em todas as células e parece estar
envolvida na producdo constitutiva de pequenas cuantidade pelo rim, com
possiveis efeitos ténicos na manutengéc da presséoc sanguinea (Woodard et af.,

1987). A degradacg&o do PAF envolve sua tranformacgao de volta a liso-PAF pela
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agdo de uma acetil-hidrolase. O liso-PAF pode ser entdo reacilado e
reincorporado a membrana {Albert & Snyder, 1983). As enzimas responsaveis
pela degradacdo do PAF s&o encontradas tanto no plasma quanto em diversas
células e tecidos.

O PAF exerce seus efeitos biolégicos através da ligacdo a sitios de
receptores especifico presentes na membrana plasmatica das células alvo.
Receptores especificos para o PAF ja foram detectados em plaquetas (Valone
ef al., 1982), neutrdfilos (Valone & Goetzl, 1983), linfocitos (Ng & Wong, 1988) e
eosindfilos (Ukena et a/, 1989). O PAF induz aumento de permeabilidade
vascular em pele de ratos, coelhos, cobaias; o edema (Bonnet ef a/., 1981; Silva
et al, 1986) & decorrente da interacdo do PAF com receptores especificos
presente no endotélio (Archer, 1984, Morley et a/, 1983) e/ou pela ativagéo de
mastocito (Humprey et al, 1984). O PAF também ¢ capaz de induzir pleurisia
(Tarayre ef al., 1986, Martins et al, 1989), dor (Vargaftig & Ferreira, 1981) e
acumulo de células mononucleares, neutrdfilos e eosindfilos {Martins et al.,

1989; Silva ef al., 1991).

Acidos-Graxos

Os fosfolipidios s&o, juntamente com as proteinas, componentes
gssenciais da membrana celular. Uma injdria ou um grande aumento da
atividade de uma determinada célula {contrag&o repetidas, fagocitose, secrecdo
de horménios ou estimulag&o por mediadores quimicos) ativam uma enzima
incorperada na membrana celular, a fosfolipase A2, que passa a hidrolisar os
acidos graxos polinsaturados presentes no fosfolipideos, liberando no
citoplasma celular o acido araquiddnico.

O acido araquidénico pode sofrer acdc enzimatica da ciclo-oxigenase

originando as prostaglandinas (PGEp, PGFy,, PGD»), prostaciclina (PGly) e



tromboxano Ay {TXA») e/ou pela 5-lipoxigenase, criginande os leucotrienos
(LTA4, LTB4, LTC4, LTDg e LTEY).

Na microcirculagdo em pele de rato, coelho, cobaia & humano os
derivados do acido aragquiddnico mais importantes gque interferem diretamente
ou indiretamente na permeabilidade vascular sédo PGly, PGE4, PGEs, LTB4,
LTC4.

Prostaciclina

A PGl7 fol iniciaimente descrita como uma substancia instavel, vasoativa
e anti-agregante derivada de microssomas preparados de tecidos vasculares
(Moncada ef a/.,1976). Posteriormente, foi reconhecida como eicosanside do
acido araquiddnico pela ciclo-oxigenase produzida pela célula endotelial

(Johnson et al., 1976),

A ciclo-oxigenase, enzima ligada a membrana celular, oxigena e cicliza o
acido araquiddnico formando os endoperdxidos ciclicos, Prostaglandina Go
(PGGy) e Prostaglandina Hp (PGHy), que s&o quimicamente instaveis (meia
vida de 5 min a 37 ©C em pH 7.5). Os endoperdxidos podem ser convertidos
para PGly sob acao da Prostaciclina sintetase.

A PGlo possuil uma meia vida de 2 a 3 min em pH fisiolégico. Istc se deve
essencialmente a sua rapida hidrolise para 6-0x0-PGF 1o, um produto
guimicamente estdvel e desprovide de atividade bioldgica (Johnson et af.,
1976).

A PGly € um potente vasodilatador em pele de coelho {Williams, 1979). A
atividade vasodilatadora da PGly é devida a interago com receptores
especificos ligados a adenil ciclase aumentandc os niveis do segundo

mensageirc, o AMPc (Gorman ef al., 1977; Tateson et al., 1877; Ito et al., 1980).



Devido ao aumento de fluxo induzida pela prostaciclina em pele humana

cbserva-se a formacé&o de eritema (Higgs et a/., 1979).

PGEq4 e PGEy

As prostaglandinas do tipo E foram primeiramente isoladas por Bergstrom
& Sjovall {1860 ab). Os endoperdxidos podem ser metabolizados por
isomerases formando PGEg, PGF5y € PGDo.

A prostaglandina Es aumenta a formagdo de edema local em
consequéncia de sua atividade vasodilatadora (Williams & Morley, 1973;
Williams & Peck, 1977, Williams, 1979). As prostaglandinas do tipo E podem
atuar indiretamente degranulando mastécitos em pele de ratoc (Crunkhorn &
Willis, 1971) e de humanos (Scndergaard & Greaves, 1971).

PGlo e PGE2 também s&o capazes de causar hiperalgesia, isto & induzir
a sensibilizacdc dos nociceptores (receptor da dor), potenciandc a dor

preduzida por injecéo intradérmica de bradicinina e histamina (Ferreira ef al.,

1972).

L eucotrienos

Os leucotrienos foram descobertos pela primeira vez por Feldberg &
Kellaway (1938) como um fator produzido pelo pulmac estimuladoc ou
sensibilizado. Este fator for inicialmente denominado "Slow Reacting
Substance”. Na década de 1950, com 0 advento dos primeiros anti-histaminicos,
Brocklehurst demonstrou que a SRS ndo era antagonizada pelos anti-
histaminicos, e denominou-a SRS-A (slow reacting substance of anaphyiaxis).
Em 1979, a SRS-A foi identificada como metabdlitos do acido araquiddnico
precduzidos pela ativacac da 5S-lipoxigenase em leucocitos, denominados

leucotrienos.
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Os leucotrienos sdo sintetizados essencialmente pela via da enzima
lipoxigenase (Samuelsson & Hamarstrom, 1980). Existem quatro leucotrienos
oriundos do acido aragquidonico (LTB4, LTC4, LTD4 e LTEy4). Os leucotrienos
estdo envolvidos na inflamag&o em pele de humanos {psoriase), no pulmé&o
(asma), articulac@o (artrite reumatside) e em outros processos inflamatorios.

A formagdo de edema em pele (Ueno et al, 1981} induzida pelo
leucotrieno By, @ decorrente de sua atividade guimiotaxica e quimiocinética para
PMN e macréfagos demonstrado tambem in vitro e in vivo (Ford-Hutchinson et

al., 1978, 1980).

Bradicinina

Rocha e Silva e colaboradores (1949) relataram em experiéncias
realizadas in vitro, que a adi¢cac de venenc de Bothrops jararaca, tripsina ou
fermento proteolitico ao sangue desfibrinado era capaz de gerar, ao fim de meio
minuto de incubac&o a 37°9C, um principio neovo que era capaz de produzir
contragdo da musculatrura lisa do intestino isolado de cobaia, intestino isolado
de coelho, Utero de rata e de outras muscutaturas lisas experimentadas. Este
principio novo for designado bradicinina (brady = lento e kinesia = movimento).

Em seguida, Deutsh & Diniz (1955) demonstraram que as enzimas
formadoras das cininas, as cininogenases, distribuem-se amplamente nos
venenos crotalicos e viperideos. Posteriormente, Ferreira (1965) relatou a
presenca no veneno de Bothrops jararaca de um fator potenciador da
bradicinina (bradykinin potentiating factor, BPF) de natureza peptidica, o qual
era capaz de aumentar a meia vida da bradicinina circulante (Ferreira & Vane,
1967). O conhecimento da estrutura desse peptideo, em particular o sitio de

ag&o do BPF5a na enzima conversora de angiotensina (Cushman et al., 1977),
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resultou no desenvolvimento de um nove grupc de antihipertensivos, os
inibidores da enzima conversora de angiotensina ou cininase Ii.

As cininas sdo formadas a partir do cininogénio de alto efou de baixo
peso molecular (PM). A ativacéo do cininogénio se faz por enzimas como as
calicreinas plasmaticas (alto PM) e tecidual (baixo PM).

As calicreinas s8o um grupo de serino-proteases, encontradas em
diferentes tecidos, células e fluidos biologicos (Bhoola et al.,, 1979; Schachter
1980). Este grupo difere no peso molecular, pontos isoelétricos, substrato
especifico, caracteristicas imunoldgicas e tipo de cinina liberada (Colman, 1974:
Schachter, 1980, Kaplan & Silvenberg, 1987). A calicreina plasmatica é
sintetizada no figado e participa do sistema intrinseco da coagulagdo. A
atividade enzimatica da calicreina sobre ¢ substrato cininogénio libera a Bk
(Werle, 1960, Bhoola et al., 1962, Muller-Esterl, 1989). A calicreina tecidual
atua no cininogénio de baixo peso molecular e libera a lisil-BK (calidina), a qual
é rapidamente convertida em Bk por uma arginina aminopeptidase (Guimaraes
et al., 1973). As diferentes respostas produzidas pelas cininas dependem da
interagcao com receptores especificos de Bk do tipo B4, Bo (Regoli ef af., 1977)
e Bz (Farmer et al., 1989) estas respostas podem ser inibidas por antagonistas
especificos. BK e lisil-BK s&o aproximadamente 100 vezes mais potentes que a
histamina em aumentar a permeabilidade vascular (Garcia Leme, 1978). As
cininas também estimulam fibras C causando dor e hiperalgesia {Longhurst ef
al., 1984, Dray et al., 1988, Taiwo & Levine, 1988; Haley et al., 1989}, As cininas
s80 inativadas por cininases (I e I} presentes no sangue e tecidos (Erdos,

1979).



22

CGRP

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina (calcitonin gene related
peptide; CGRP), contem 37 aminocacidos e estd localizado juntamente com a
SP, na raiz dorsal de células ganglionares das terminacfes nervosa periféricas
(Sundler ef a/.,1985; Rosenfeld ef al.,1983; Fischer ef a/,, 1983). O CGRP, por
sua protongada atividade vascdilatadora € capaz de potenciar o edema
induzido por histamina, Bk, PAF, C5a des-Arg, FMLP e L TB4 (Brain ef a/, 1985).
Em pele de humanos, 0 CGRP desencadela uma reagdo classica caracterizada
por edema acompanhado de eritema (Piotrowski & Foreman, 1986). O CGRP &
também capaz de potenciar a acumulagdo de neutrofilos em pele de coelho
induzidas por FMLP, LTB4 e zymosan (Buckley ef al., 1891).

A regido n-terminal do peptideo CGRP & essencial para interacéo com o
receptor especifico, enquanto que a regido c-terminal & importante para o
estudo e desenvolvimento de diferentes agentes que estimula a vasodilatacio
via receptor de CGRP. Em pele de humano, a atividade deste peptideo é

antagonizada pelo analogo CGRPVal8Phe37 (Chiba ef &/, 1889).

VIP
0O peptideo Intestinal vascativo (vasoactive intestinal polypeptide, VIP)
contem 28 aminoacidos e foi primeiramente isolado do  intestino delgado de
porco {Said & Muit, 1970). Posteriormente, demonstrou-se gue o VIP estava
largamente distribuido no SNC e nervos perifericos.
O VIP apresenta uma potente atividade vasodilatadora quando
comparado com PGE2, e aumenta significantemente o edema induzido pela BK

e Cha des-Arg. (Williams, 1982).



Taquicininas (Substancia P, neurocinina A, neurocinina B).

Neurocininas sao grupo de peptidecs que apresentam uma mesma
sequéncia de aminoacidos na cadeia C-terminal (Phe-X-Gly-Leu-Met.NH2.
Estdo incluidos substéncia P {SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B {NKB).
A SP foi encontrada primeiramente no cérebro e intestinc de cavalo (von Euler
& Gaddum, 1931), engquante que as NKA e NKB isoladas 52 anos mais tarde por

Kimura ef af {1983} de extrato da coluna espinhal de porco.

A SP, em d&rgaos periféricos, causa relaxamento dos vasos arteriais
(D'QOrleans-Juste et al,, 1385), e uma diminuig&o da resisténcia periférica in
vivo (Couture & Regoli, 1982). A SP também ¢é capaz de aumentar a
permeabilidade vascular atuando diretamente (Chahl, 1977; Lembeck & Holzer,
1979) e/ou indiretamente ativandc mastdcitos (Foreman ef al., 1983). Ambos,
NKA e NKB, causam edema em pele de rato (Gamse & Saria, 1985) e humano

(Devillier ef al., 1986; Fuller et af., 1987}.

Veneno de Phoneutria nigriventer

No envenenamento provocade pelo venenc de aranha Phoneutria
nigriventer sado descritos © aparecimento de dor intensa, espasmos
musculares, tremores, paralisia espastica, salivagdo, diarréia, sudorese,
taquicardia, arritmias entre outros (Brazil & Vellard, 1926; Schenberg & Pereira
Lima, 1966). Alguns desses efeitos sao causados pela liberagdo de
neurotransmissores pelas terminagbes nervosas autondmicas € motoras (Vital
Brazil et a/, 1988). Recentemente, demonstramos que o veneno de Phoneutria
nigriventer possui atividade espasmogénica em tecido vascular de coelho
(Antunes et al,, 1990}, devido a presenga de polipeptidecs (Marangoni et af.,

1993). Devido ao exposto acima, procuramos investigar se o veneno desta



aranha causa aumento de permeabilidade vascular e casc afirmativo, qual

mecanismo respensavel por este aumento.

Objetivo
Verificar se o veneno de Phoneutria nigriventer causa aumento de
permeabilidade vascular em pele de rato e coelho e qual mecanismo

responsave! por esta atividade.
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MATERIAIS E METODOS

Permeabilidade vascular em pele de rato e coelho

Coelhos machos (2-3 kg) New Zealand foram anestesiados com tiopental
sodico (3040 mg/kg, via endovenosa). A seguir, foram injetados
endovenosamente com uma mistura de solugdo de azul de Evans (0.5 ml/kg,
2.5%) e albumina marcada (1.5 nCi/Kg 125 I-albumina). As substancias a serem
testadas foram preparadas em salina e injetadas intradermicamente (0.1 ml) no
dorso dos animais {previamente depiladc) em doses repetidas (4-6 sitios por
dose). Apds 30 minutos, foram coletado 5 ml de sangue - do coelho através de
pungdo cardiaca, em presenga de heparina € o mesmo foi sacrificado
injetando-se endovenosamente sobredose de tiopental sédico.

Experimentos similares foram feitos em ratos Wistar (180 a 220 g). Os
ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (30-40 mg/kg, via
intraperetonial). 125l-almumina (10 CI/kg) e solugado de azul de Evans (1.5
ml/kg, 2.5% pfv) foram injetadas endovencsamente. As substancias a serem
testadas foram preparadas em solugdo modificada de Tyrode desprovida de
calcio Injetadas intradermicamente (0.1 ml) no dorso dos animais {previamente
depilados) em doses repetidas (2 sitios por dose). Apds 15 min, foram coletados
5 ml de sangue de cada rato através de puncao cardiaca, na presenca de
heparina e 0s mesmos foram sacrificados como descrito acima.

Em ambos, ratos e coelhos, a pele dorsal foi removida e os sitios
injetados foram recortados (diametro de 12 e 15 mm, respectivamente) para
contagem da radiotividade acumulada (1251), usando-se um contador gama. Os
resultados foram expressos como o volume de plasma extravazado a partir dos
valores encontrados em 1 ml de plasma (Willlams, 1879; Brain & Williams,

19895).
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A composicao da solugdo de Tyrode (mM) foi a seguinte: NaCL 137, KClI
2.7, MgClp 0.5, NaH»PO4 0 4, NaHCO3 1.2 e glicose 5.6

Superfusdo de musculo liso vascular de coelho em cascata

Coelhes machos {2-3 kg), New Zealand foram anestesiados com
tiopental sédico (40mg/kg, e.v.) e exsanguinados pela artéria cardtida. Apds
laparatomia, a veia jugular (VJC) foi removida e colocada em solugdo nutriente
de Krebs-Ringer . O tecido endotelial de cada vasc foi removido inserindc-se
um cateter de polietileno na luz do mesmo. Os vascs foram cortados em
espiral, montados em cascata {(Vane, 1964) e superfundides com sclugéo de
Krebs aquecida 379C e aerada (95%02/5%C05), a um fluxo constante de 5
mi/min . Os tecidos foram ligados a alavancas auxotdnicos para musculo liso
(Paton, 1957) e as respostas registradas em um poligrafo Watanahe de 6
canais (Modelo WTR 381).

Cobaias machos (250-500 gs) foram sacrificados injetando-se
intraperitonealmente sobredose de tiopental sddico. Apés laparatomia, o ileo foi
removido e colocado em solugio nutriente de Krebs-Ringer contendo atreopina
{1 mg/ml). Segmentos de 3 cm foram amarrados nas duas extremidades e
montados em cascata, conforme descrito acima.

O PNV e os agonistas foram injetados na forma de bolus. Os
antagonistas foram infundidos (0.1 mi/min) sobre 0s tecidos. A composicao da
solugdo tampéo Krebs-Ringer (mM) foi a seguinte NaCl 118, NaHCOg3 25,
Glucose 5.6, KCL 4.7, KHoPO4 1.2, MgS804.7H20 1.17 & CaCl.6H20 2.5.
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Dialise do veneno de Phoneutria nigriventer

O veneno de Phoneutria nigriventer (3-4 ml de uma solu¢do 0.1%) foi
dialisado contra 2 litros de sclugio salina 0.9% por um periodo de 24 a 72 hs, a
4-6 OC. A solug@o de dialise foi trocada quatro vezes durante este periodo. Foi
retirada uma aliquota da solugdo de veneno antes de iniciar a dialise para
comparagdo subsequente com o material diatisado. A eficgcia da didlise foi
confirmada por bioensaio usando strips de veia cava e jugular de coeiho. Tubos
de didlise (MW cutoff 12000-14000) foram obtidos da Philip Harris Scientific

(Londres, Inglaterra).

Formacdo de bradicinina em plasma de coelho

Aliguoctas de 10 ml de sangue de coelho foram coletados na presenca de
heparina (20 U/mi) e em seguida centrifugadas (3000 rom, 15 min). Aliquotas de
200 pl do plasma foram adicionadas a uma solugéo de acido acetico (0.2 %, 1.8
ml); a mistura foi aguecida a 100 ©C durante 30 min e o pH do plasma foi
reajustade para 7.4-7.8. A cada amostra de plasma desnaturado foi adicionado
0.5 ml de tampao Tris (0.2M, pH 7.8} e 0.1 ml de tripsina (200ug, dissolvida em
salina) {Diniz & Carvalho, 1963). Experimentos similares foram realizados
substituindo-se a tripsina por PNV (200 11g) ou salina. A presenga de bradicinina
nas amostras foi detectada em ileo isolado de cobaia. O tecido foi tratado
durante o experimento com uma mistura de antagonistas « (fenoxibenzamina,
0.05 M) e [ (propanolol, 8.5 uM)} adrenérgicos, histaminérgico (mepiramina,
0.35 nM), serotoninérgico (metisergida, 0.6 M), muscarinico (atropina, 0.35

LtM) e ¢ inibider de cicloxigenase indometacina (5.6 uM} (Gilmore et al., 1968).
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Analise Estatistica
Analise de variancia (ANOVA) e teste t pareado e ndc pareado de
Student foi utilizado para analise estatistica dos resultades. P<0.05 foi

considerado significativo.
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RESULTADOS

Efeito do PNV na pele de rato

0 venenoc de Phoneutria nigriventer (0.1-1.0 png/sitio) induziu a
formagdo de edema local dependente da dose {figura 1). O edema foi
potenciado (p<0.001) pela co-injecdo de vasodilatadores tais como o
neuropeptidec CGRP (10 pmol/sitio; figura 1) ou prostaglandina Eq (30-300
pmol/sitio; figura 2). Na dose utilizada, CGRP ou PGE4 ndo induziram formagéo

de edema quando injetados individualmente.

Envolvimento de receptores de histamina e serotonina

O tratamento prévio (15 min) dos ratos com uma mistura de mepiramina
(6 mg/kg, L.p.) e metisergida (6 mg/kg, 1.p.) reduziu significantemente o edema
induzido pelo PNV (figura 1). Entretanto, o edema foi ainda visualizado quando
o veneno foi co-injetado com CGRP (figura 1) ou PGE1 (figura 2), indicande a
presenga de um componente edematogénico diferente da serotonina ou
histamina. Istoc foi posteriormente confirmado usando-se veneno dialisado (MW
cutoff de 12 a 14 KD} e, portanto, desprovido de histamina e serotonina. Nesta
circunstancia, doses maiores do veneno dialisado {1-30 uig/sitio) foram capazes
de induzir uma resposta edematogénica, a qual foi igualmente potenciada pmol
PGEq (Figura 3). O ftratamento prévio dos animais com mepiramina e
metisergida foi efetivo pois 0o mesmo aboliu 0 edema induzido pelo composto
48/80 {1 ug/sitio) e reduziu significantemente (p<0.001) aquele induzido pela
substancia P (0.1 nmol/sitic), conforme mostrado na figura 1. O composto 48/80
e a substancia P, s&o capazes de causar uma resposta edematogénica em pele
de rato dependente da liberagdo local de histamina e serotonina, por ativagéo

de mastdeitos presentes no tecido cutaneo.
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Em coelhos, espécie animal sabidamente pobre em mastocitos, tanto o
veneno brutc como o dialisado {desprovido de substancias de massa molecular
abaixo de 12 kDa), em doses de 3.0 a 30.0 pg/sitio, causaram edema
dependente da dose e de intensidade similar, sendo tambem potenciados pela
PGE4 (figura 4). O tratamento local com mepiramina (3.5 nmolfsitio) n&o
modificou significantemente a resposta edematogénica induzida pela co-inje¢ao
de PNV (30 ng/sitio) e PGEq (90 pmol/sitio; 113 + 10% e 87 + 15% para
controle e tratado, respectivamente; n=6). O tratamentc com mepiramina foi
eficiente pois inibiu em 80 + 3.6% (n=7) o edema causado pela co-injegéoc de
histamina {10 nmol/sitio} e PGE4 (90 pmol/sitic). O efeito do antagonista de
serotonina, metisergida, nao foi investigade pois o coelho praticamente ndo
responde a este autacdide como agente inflamatdrio.

Em fungdo da resposta edematogénica em coelhos se mostrar
completamente independente da histamina/serotonina contida no veneno,
passamos a empregar somente esta espécie animal para os estudos
posteriores. A partir das curvas dose-resposta até agora demonstradas,
passamos a utilizar de rotina uma dose unica de PNV (30 Lig/sitio) e PGE4 (C.1
nmol/sitio), administrados intradermicamente sempre sob a forma de co-injecao.
Esta dose de PGE4 também foi utilizada rotineiramente para potenciagéo do
edema induzido por outros mediadores empregados neste trabalho como o PAF,

histamina, Bk e calicreina.

Envolvimento do PAF e produtos da lipoxigenase

A participacdo do PAF como um possivel mediador da resposta
inflamatéria induzida pele PNV foi avaliada empregando-se ¢ antagonista
especifico deste autacdide, o WEB 2086. Na dose de 100 nmol/sitio, este

composto foi capaz de inibir em 44 + 8.7% (n=3) o edema induzido pelo PAF



3l

{3nmol/sitio). Entretanto, tal antagonista (mesma dose) n&o modificou
significantemente a formacéo de edema induzido pelo veneno de PN dialisado
(Figura 5). A semelhanca do WEB 2086, o inibidor da enzima lipoxigenase,
BWA 4C (10 nmol/sitic) ndo modificou a resposta edematogénica induzida pelo
veneno dialisado (Figura 6). Curiosamente, o BWA4C reduziu em 42 + 9.4% o
edema induzido pela co-injegac de bradicinina (100 pmol/sitio) e acido
araquidénico (3 nmolfsitio; n=3, Figura 8). Nas doses empregadas acima,
PGE1, WEB 2086 e BWA4C nao induziram a formacac de edema, quando

injetados individualmente {figuras 5 e 6).

Envolvimento de cininas

A possibilidade de que o aumento de permeabilidade causado pelc PNV
em pele fosse dependente da formacdo local de cininas (bradicinina efou
calidina) foi investigada empregando-se tratamentos locais com o trasilol
(inibidor inespecifico de calicreinas), soybean trypsin inhibitor (SBTI; inibidor de
calicreina plasmatica), antagonista especifico de receptores B> de pbradicinina e
o captopri! (inibidor da cininase Il).

O trasilol (10 pg/sitio) inibiu significantemente o edema induzido tanto
pelo PNV {57 + 5%, n=6, p<0.05) como aguele induzido pela calicreina tecidual
(77 + 2.0%, n=6, p<005), mas ndc modificou a resposta edematogénica
causada pela BK (Figura 7). Ao contrario do trasilol, o inibidor de calicreina
plasmatica, SBT! (10 pg/sitio), ndo interferiu significantemente com o aumento
de permeabilidade vascular induzido pelo veneno de PNV (Figura 10).
Conforme esperado, o SBTI tambem n&o interferiu com o edema induzido pela
calicreina tecidual (n=3) e BK (n=3; Figura 10}.

O antagonista de receptores By de bradicinina D-Arg, (Hyp3,Thi®.8 D-
Phe’)-BK, na dose de 3 nmol/sitio, reduziu em 48 + 11% (n=4, p<0.05) o edema
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induzido pela co-injecac de PNV (figura 8). Nessa dose, o anti-Bo causou uma
marcante reduc¢ao (53 + 2%, n=4, p<0.05) do edema induzido pela bradicinina,
mas nac interferiv com aquele induzide pela histamina (Figura 8).

O inibidor da enzima conversora de angictensina, captopril (1 nmol/sitio)
potenciol marcadamente (239 + 29%) o edema induzido pela bradicinina (100
pmol/sitio) e tambem aqguele induzido pelo PNV nas doses de 3 e 10 ug/sitio
(112 + 20% e 253 + 34%, respectivamente). Na dose empregada, o captopril
nao alterou a formacgédo de edema induzido pela histamina (10 pmol/sitio).
Captopril ndo induziu a formacao de edema per se (figura 9).

A formag&o de bradicinina obtida in vitro pela incubac¢&o de plasma de
coelho com tripsina foi confirmada pelas contracdes dose-dependente causadas
em ileo de cobaia previamente tratado com uma fencxibenzamina, propanolol,
mepiramina, metisergida, atropina e indometacina (Figura 11). Estas contragdes
nao foram visualisadas quando o plasma foi pré-incubado por 10 min com SBTI
(100-500 L1g) antes da adigao de tripsina (resultado ndc mostrado). Ao contrario
da tripsina, observamos que o PNV ndo fol capaz de estimular a formagéo

plasmatica de bradicinina (Figura 11),

Envolvimento de receptores de bradicinina in vitro

Afigura 12 ilustra as contragdes induzidas pela bradicinina {1-10 ng) pelo
analogo de tromboxano, U46619 (30 ng) e PNV (3-30 Lg) na veia jugular de
coelho (VJC), antes e durante infus&o do antagonista de bradicinina (0.5 uM).
Na presencga desse antagonisia, houve inibicdo significante das contracdes
induzidas pela bradicinina, sem afetar aquelas induzidas pelo PNV e U46619.

Resultados similares foram obtidos em VJC (n=3).
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Figura 1 - Edema local induzido pelo veneno de Phoneutria
nigriventer (PNV) em pele de rato.

O veneno (C.1-1.0 ng/sitio) foi injetade em ratos controle na auséncia (@)
e (O presenca de CGRP (10 pmol/sitio). e ratos pre-tratados com mepiramina (6
mg/kg, i.p) e metisergida {6 mg/ky, i.p) na presenca (A) e auséncia (A) de CGRP
(10 pmol/sitio). A eficacia do pré tratamento com mepiramina e metisergida foi
avaliada pela resposta do composto 48/80 (1 Lg/sitio) em ratos controle (coluna
vazia) e pré-tratados (coluna cheia). Mostramos ainda o edema induzide pela
combinacdo da substancia P (100 pmol/sitio) e CGRP {10 pmol/sitio) em ratos
controles (coluna vazia} e pré-tratados (coluna cheia). A formagéo do exudato
induzida pela injecdo individual de tyrede foi de 161 + 45 mle 22+ 03 mlem
ratos controles e tratados, respectivamente. Os resultados foram expressos com
valores médios {n=4) e as barras verticais representam o erro das médias.
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Figura 2 - Efeito da Prostaglandina E1 na resposta edematogénica
induzida pelo veneno de Phoneutria nigriventer.

Os animais foram pré-tratados com mepiramina (6 mg/kg, i.p) e
metisergida (6 mg/kg, ip) 15 minutos antes da injegédo intradérmica.
Prostaglandina E1 (30-300 pmol/sitio) foi injetada individualmente (@) ou

combinada com o veneno (1 ug/sitio), {Q). A linha tracejada representa a
resposta induzida pelo veneno individualmente. O edema induzido por Tyrode e

composto 48/80 (1 g/sitio) estdo representados com colunas vazias e cheias,
respectivamente. Os resultados foram expressos come medias (n=4) e as barras
representam o erro padrdo das medias.
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Figura 3 - Efeito da Prostaglandina E1 sobre a resposta
edematogénica induzida pelo veneno dialisado de Phoneutria nigriventer
em pele de rato.

Os animais foram pré-tratados com mepiramina e metisergida. A dialise
do veneno fol processada conforme descrito acima em "métodos”. O veneno
dialisado (3-30 ug/sitio) foi injetado individualmente (@) ou combinado com
PGE1 (90 pmol/sitio) {O). A linha tracejada representa a resposta produzida pela
injecdo de Tyrode. Os resultados foram expressados com os valores médios de
4 animais e as barras verticais representam o erro padrao da médias.
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Figura 4 - Edema induzido pelo veneno bruto e dialisado de
Phoneutria nigriventer (PNV)} em pele de coetho.

A dialise do veneno foi processada conforme descrito em "métodos”
Veneno brutc (3-30 pug/sitio) e dialisado (3-30 pgfsitio) foram injetados
individualmente (&, K @) ou combinados com PGE4q (90 pmol/sitio) (A, Q},
respectivamente. As linhas cheia e tracejada indicam a resposta produzida pela
PGE1 e salina, respectivamenie. Os resultados foram expresscs com o valores

médios de 4 animais e as barras verticais representam o erro padréc das
médias.
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Figura 5 - Efeito do WEB 2086 na permeabilidade vascular induzido
pelo veneno de Phoneutria nigriventer (PNV).

PAF (3 nmol/sitio) e PNV (30 png/sitio) foram co-injetados com
prostaglandina £4 (0.1 nmol/sitio; colunas vazias). Colunas cheias representam
co-injecdc de agentes inflamatorios (PAF, PNV} + PGEq + WEB 2086. As
colunas hachureadas representam a resposta produzida pela inje¢éo individual
de WEB 2086 (100 nmol/sitio) ou PGE4 (0.1 nmol/sitio). A linha tracejada
representa a resposta produzida pela injecao de salina. Os resuftados foram
expresscs como médias de 4 animais e as barras representam o erro padréo
das médias. »* p< 0.05 quando comparada aos valores controfes.
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Figura - 6 Efeito do BW A4C no edema induzido pelo veneno de
Phoneutria nigriventer (PNV) em pele de coelho.

Bradicinina (BK; 0.1 nmol/sitio) & PNV (30 png/sitio) foram co-injetados
com AA e PGE4 (colunas vazias) , respectivamente. Colunas cheia
representam co-injegéo {BK + AA) e (PNV + PGE4) + inibidor especifico de
lipoxigenase, BW A4C. As colunas hachuriadas representam a resposta
produzida pela injecdo individual de BW A4C {1nmol/sitio), PGEq (0.1
nmol/sitio) e acido araquiddnico (AA; 3 nmal/sitio). A linha tracejada representa
0 edema com salina. Os resultados foram expressos come médias de 3 animais
e as barras representam o erro padrdo das médias. xp< 0.05 guando
comparado aos valores controles.
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Figura 7 - Efeito do trasilol na permeabilidade vascular induzido pelo
veneno de Phoneutria nigriventer (PNV} em pele de coelho.

Calicreina (KALL, 5.7 mU/sitio), PNV (30 ng/sitio) e Bradicinina (BK, 0.1
nmol/sitio) foram co-injetades com prostaglandina E4 (0.1 nmol/sitio; colunas
vazias). As colunas cheias representam co-injec&o de agentes inflamatorios
(calicreina, PNV, bradicinina) + PGE4q + trasilol (10 pg/sitio). As colunas
hachuriadas representam a resposta produzida pela inje¢ao individual de trasilol

(TRAS; 10 ug/sitio) e PGEq (0.1 nmol/sitio). A linha tracejada representa a
resposta produzida pela injecéo de salina. Os resultados foram expressos como
meédias de 6 animais as barras representam o erro padréo das medias,

x ¥ xp< 0.001 guando comparada aos controles,

TRAS
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Figura - 8 Efeito do antagonista de receptor Bo de bradicinina na
permeabilidade vascular induzida pelo veneno de Phoneutria nigriventer
(PNV) em pele de coelho.

Bradicinina (BK, 0.1 nmol/sitio) , PNV (30 ng/sitio) e histamina (HIST, 3
nmol/sitio) foram co-injetadas com PGEq (0.1 nmol/sitic) na auséncia (colunas
vazias) e presenca {(colunas cheias) do antagonista de receptor By de
bradicinina  (D-Arg.[Hyp3,Thi5.8 D-Phe’-BK (3 nmolisitio). ~ As colunas
hachuriadas representam a reposta produzida pela injegdo de antagonista de
receptor Bo e PGE4. A Linha tracejada representa a resposta produzida pela
injecao de salina Os resultados foram expressos como médias de 4 animais.

* p< 0.05 gquando comparados aos vatores controles.
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Figura 9 - Captopril potencia o edema induzido pelo veneno de
Phoneutria nigriventer (PNV) em pele de coelho.

Bradicinina (0.1 nmol/sitic), PNV (3 e 10 ng/sitio) e histamina (10
nmol/sitio) foram injetados individualmente (colunas vazias) cu em combinagao
com captopril (1 nmol/sitio; colunas cheias). A coluna hachuriada representa a
resposta produzida pela injecao individual de captopril. Linha tracejada
representa a resposta produzida pela injecac de salina. Os resultados foram
expressos como medias 4 animais e as barras representam o erro padrao das
meédias. % p< 0.05 quando comparado aos valores controles.
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Figura 10 - Efeito do Soybean trypsin inhibitor (ST-l) no edema
induzido pelo veneno de Phoneutria nigriventer (PNV) em pele de coelho

Calicreina (Kall; 5.7 mU/sitio), bradicinina (BK; 0.1 nmol/sitic), histamina
(HIST, 3 nmol/sitio) e venenc de Phoneutria nigriventer (PNVd; 30 pg/sitio)
foram co-injetados com PGEq (0.1 nmol/sitio) na auséncia (colunas vazias) e
presencga (colunas cheias) do inibidor especifico de calicreina plasmatica (ST-I;
10 pgfsitio). O edema induzido pela PGE1 e soybean trypsin inhibitor (ST-}
estao representados em colunas hachuriadas. Os resultados foram expressos
comoe medias 3 animais e as barras representam ¢ erro padrdo das médias.
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Figura 11 - Efeito da incubagao de tripsina e veneno de Phoneutria
nigriventer com plasma de coelho.

A formacéao de bradicinina foi detectada através da atividade contratil em
ileo de cobaia (GPl} previamente tratado com mepiramina, metisergida,
fenoxibenzamina, propranolol, atropina e indometacina. O tragado acima é
representativo de 4 experimentos realizados.
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Figura 12 - Efeito do anti-BK2 sobre atividade contratil do veneno de
Phoneutria nigriventer {PNV) em veia jugular (RbJV}. Os tecidos desprovicos
de endotélio foram cortados em segmentos espirais e superfundidos em cascata
com solucdo de Krebs-Ringer (5 ml/min, 37°C). Analogo do tromboxano

(U46619, 30 ng), bradicinina (BK, 1-10 ng) e PNV (3-30 png) induziram
contragbes nos tecidos vasculares, O anti-BK2 (0.5 uM) inibiu significativamente

a resposta contratil da bradicinina mas n&o as induzidas pelo U46619 e PNV.
Resultados similares foram obtidos trés experimentos.



Discussdao

A aranha armadeira Phoneutria nigriventer & responsavel peloc maior
numero de acidentes de araneismo no centro-ceste e sul do Brasil {Lucas,
1988). No envenenamento provocado pelo veneno de Phoneutria nigriventer
s80 descritos o aparecimento de dor intensa, espasmos musculares, tremores,
paralisia espastica, salivacdo, diarréia, sudorese, taquicardia, arritmias e outros
(Brazil & Vellard, 1926; Schenberg & Pereira Lima, 1966). Muitos desses efeitos
sdo causados pela liberacido de neurotransmissores pelas terminagdes
nervosas autondmicas e motoras (Vital Brazil ef a/., 1888).

Em preparacdes neuromusculares de nervo frénico-diafragma de rato, o
veneno de Phoneutria nigriventer causa despolarizagdes ndc uniformes das
membranas musculares e aumente na frequéncia dos potenciais de placa
terminal em miniatura. Estes efeitos sdo abolidos na presenca de tetrodotoxina
ou com uma reducdo da concentragao do sodic no meio nutritivo (Fontana &
Vital Brazil, 1985). Em auriculas iscladas de cobaia, o venenc de Phoneutria
nigriventer induz efeitos inotropicos e cronotropicos negativos seguideos de
aumento na frequéncia e tensfo das contragbes espontédneas. A tetrodotoxina
abole o cronotropismo & inotropismao sugerinde gue tais efeitos sdo decorrentes
da liberacdo de acetilcolina e noradrenalina das terminagdes nervosas
autondmicas consequenties a ativacdoc de canais de sodio nos terminais
nervosos (Vital Brazil ef a/., 1988).

Em preparacdes neuromusculares de fémur de gafanhoto foi
demonstrado a presenga de um polipeptidec (PM 5200} neste veneno capaz de
provocar efeito estimulatério induzindo atividade excitatdria neuronal (Entwistle
et al., 1982) Recentemente, trés fragdes (PhTx1, PhTx2, PhTx3) neurotdxicas,

e letais em camundongoes, foram isoladas do veneno de aranha Phoneutria
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nigriventer por gel filtrag&o e cromatografia de fase reversa (Diniz et af.,, 1990;
Rezende Jr. et a/, 1991).

Nossos resultados demonstraram que ¢ veneno de Phoneutria nigriventer
(PNV) contém substéncia(s) capaz(es) de aumentar a permeabilidade vascular
em pele de rato e coelho. Estudos antericres mostraram que a formagao de
edema em pele de ratos e coelhos é resultado de uma agao sinérgica entre
vasodilatadores e mediadores gue causam aumento de permeabitidade vascular
{(Williams & Peck, 1977; Brain & Williams, 18985 a, ). Em nossos experimentos,
tal sinergismo também foi observadec quandc co-injetamos o PNV com
vasodilatadores comoe CGRP e PGE+, indicando que a atividade edematogénica
do veneno € devido principalmente a uma acéc sobre a permeabilidade e nio
ao fluxo vascular.

O PNV contém quantidades variaveis de histamina {0.06-1.0%) e
serotonina (0.03-0.25%; Schenberg & Pereira Lima, 1971). Estas aminas séo
capazes de induzir uma resposia edematogénica local quando injetadas
intradermicamente em pele de ratc Spector & Wilioughby, 1968). O
anvolvimento da histamina efou serotonina no edema induzido pelo PNV foi
investigado utilizando-se animais previamente tratados com mepiramina e
metisergida ou empregando veneno dialisado. Em ratos, histamina e serotonina
exerceram uma acao importante no aumento da permeabilidade visto que os
procedimentos referidos acima reduziram significantemente (embora né&o
tenham abolido) a resposta edematogénica do veneno. A capacidade "residual”
do veneno em aumentar a permeabilidade em ratos pré-tratadecs (ou com
veneno dialisado) foi observado com a co-injegdo de vasodilatadores CGRP e
PGE1, indicando que este veneno contém outras substancias edematcgénicas
(provavelmente polipeptideos), além de histamina e serotonina. lIsto foi

confirmado em pele de coelho visto gue, nesse modelo experimental, tanto o
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veneno bruto gquanto o dialisado, apresentaram respostas edematogénicas
semelhantes. A possibilidade do edema ser decorrente da ativagao de
mastocitos presentes no tecido cuténeo desses animais foi descartada visto que
0 veneno dialisado mantém a capacidade de causar edema em ratos pre-
tratados com mepiramina e metisergida e, em coelhos. O coelho € uma espécie
animal virtuaimente desprovida de mastdcitos e praticamente nao responde a
agentes que atuam por ativag&o de tais celulas (S. Brain, comunicagao
pessoal). Alem disso, o tratamento com o antagonista de receptores Hq de
histamina, mepiramina, ndo apresentou efeito significative no edema induzido
pelo PNV em pele de coelho.

Alguns peptideos do PNV (peso molecular entre 5000 e 8500) séo
capazes de causar um efeito estimulatério induzindo atividade excitatéria
neuronal em preparagdes neuromusculares de fémur de gafanhoto (Entwistle et
al, 1982) e neurotdxica e ietais em camundongos (Rezende Jr et al., 1991).
Visto que em pele de rato e coelho, o componente gue causa efeito
edematogénico tem peso mojecular acima de 12000 (resultados obtidos com o
veneno dialisado), descartamos a possibilidade de se tratar dos mesmos
componentes.

O PNV causa edema pulmonar em animais e humanos {Schenberg &
Pereira Lima, 1971), mas o mecanismo de agao é pouco compreendido. Dos
resultados apresentados aqui, é possivel que uma parte da resposta
edematogénica seja atenuada pelo pré-tratamento com antihistaminico H1 em
pele de rato

O PAF aumenta a permeabilidade em pele de coelho (Wedmore &
Williams, 1981), rato (Hwang et al, 1885), cobaia (Morley ef al, 1983) e
humanos (Mc Given & Basran, 1984). Entretanto, & improvavel que o PAF

participe do aumento de permeabilidade induzide pelo PNV pois o antagonista
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especifico deste autacdide, WEB 2086 (Casals-Stenzel ef af., 1986), ndo alterou
a resposta edematogénica do veneno. Leucotrienos B4, C4 e D4 induzem
formacéc de edema em pele de ratos, cobaias e coelhos {(Ueno ef al., 1981).
Entretanic, o fato do inibidor de lipoxigenase, BW A4C (Higgs et al., 1888), ser
ineficaz sobre o edema induzido pelo de PNV descarta o envolvimento de tais
substancias.

As prostaglandinas E» e |p aumentam a formagio de edema local em
consequéncia de sua atividade vasodilatadora (Williams & Morley, 1973;
Williams & Peck, 1977; Williams, 1979). Visto que a picada da aranha
armadeira € caracterizada por uma intensa dor Iocal (Schenberg & Pereira Lima,
1971) e que, PGEp e PGly , apresentam uma potente atividade hiperalgésica
em terminagdes nervosas perifericas (Ferreira, 1972, Ferreira et al., 1978), é
possivel que tais prostaglandinas possam estar envolvidas em ambos os
fendmenos, ou seja, potenciando a formacdo de edema e sensibilizando a
terminagéo nervosa. Entretanto, em nosso modslo n&o houve possibilidade de
investigar a participacéo destas substancias mais profundamente, devido a
necessidade de se injetar um vasodilatador para melhor guantificar a resposta
edematogénica. Entretanto devemos salientar que o veneno de Phoneutria
nigriventer nao causa liberagéo de prostaglandinas de puimao isolado de
cobaio (Antunes et al., submitted).

A BK & um importante mediador modulador da permeabilidade vascular
(Spector & Willoughby, 1968). De modo geral, as cininas sfo formadas pela
agdo das calicreinas no cininogénio de baixc e alto peso molecular,
encontrados principalmente em tecidos e plasma, respectivaments. O inibidor
inespecifico de calicreina, trasilol (Vogel, 1979) e o antagonista de receptor By
de bradicinina (Vavrek & Stewart, 1985) reduziram significantemente o edema

induzido pelo PNV. Aléem disso, o captopril (inibidor de cininase I}, potenciou
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marcadamente o edema induzido pelo PNV, mas n&o pela histamina, indicando
que esta potenciagao nac foi decorrente da alividade vasodilatadora deste
composto. Estes resultados indicam que o edema induzido pelo de PNV em pele
de coelho depende da ativacdo de calicreina e conseguente formacéo local de
bradicinina efou calidina. Visto que o PNV n&o induziu formacéo de bradicinina
a partir de plasma de coelho in vitro e que o inibidor de calicreina plasmatica,
SBTI (Spector & Willoughby, 1968} néo foi eficaz em bloquear a atividade
edematogénica do veneno dialisado, sugerimos ¢gue © aumento de
permeabilidade aqui observado € decorrente da ativagdo de calicreinas
teciduais {e ndo plasmaticas). Presenga de peptideos com atividade semelhante
a bradicinina pode ser descartada devido & didlise e aos estudos realizados in
vitro, demonstrando auséncia desta atividade em tecidc vascular venoso de
coelho. Entretanto, nossos resultados néo permitem descartar a possibilidade
da calicreina tecidual estar presente nc veneno, visto que esta enzima é
encontrada na glandula salivar e o veneno é obtido através de estimulo elétrico.

Calicreinas teciduals s&o glicoproteings acidas (28000 daltons) que
atuam localmente, perio do seu sitic de origem e apresentam grandes
diferengas em relacéo as calicreinas plasmaticas (Fukushima ef al, 1985;
Evans ef al, Margolius, 1989). Um fragmento de 24 aminoacidos € removido
desta proteina para formar a enzima ativa (Fukushima ef al, 1985), mas a
protease enddgena responsavel por esta reagao ainda nao esta identificada. As
calicreinas teciduais atuam especificamente em cininogénio de baixo peso
molecular, formando o decapeptideo calidina (lis-bradicinina}, o qual atua no
receptor By de bradicinina (de Nucci ef al., 1988, D'Orleans-Juste ef a/, 198%;
Regoli ef af;, 1990). O papel fisiclogico da calidina ainda ndo esta bem
gstabelecido; entretanto, em traumas como picada de aracnideos, € provavel

que cininas geradas extravascularmente (como a calidina) possam ser



moduladores mais imporiantes da permeabilidade vascular e dor do que cininas
geradas intravascularmente {como a BK). Nesse sentido, seria interessante
investigar o uso clinico do trasilo! no alivio dos sintomas do envenenamento
causado pela Phoneutria nigriventer.

E sabido que venenos de vespas e formigas contém cininas (Piek,
1991). Entretanto, nenhum ativador de calicreina tecidual foi descrito até agora
em venenos. A identificac&o bicquimica do(s) peptideo(s) responsavel(is) por
esta atividade o PNV podera ser uma ferramenta util na compreensao do papel

do sistema cininogénio-calicreina-cinina tecidual.
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Abstract

The effect of Phoneutria nigriventer venom (PNV) injected intradermally
on vascular permeability of both rat and rabbit skin have been investigated.
QOedema formation was measured as the local extravascular accumulation at

d 125 human serum albumin. In both rat and

skin sites of intravenously injecte
rabbit PNV induced dose-dependent cedema which was greatly potentiated by
the vasodilators calcitonin gene-related peptide and prostaglandin E‘I' In rats
PNV-induced cedema was marked!ly reduced either by previous treatment of the
animals with the histamine H.1 antagonist mepyramine and the serotonin
antagonist methysergide or when venom was dialysed, indicating a major role for
histamine and serotonin. In rabbits, dialysis of the venom to remove histamine
and serotonin did not reduce PNV-induced oedema, indicating presence of
oedematogenic component({s} which is {are) different from the amines histamine
or serotonin.

Phoneutria nigriventer venom (10-30 png/site} increased vascular
permeability, which was inhibited by trasylol (10 pg/site) and the bradykinin By
receptor antagonist D-Arg,[HypS,Thi5=8,D~Phe7]—Bk {3 nmol/site). In addition,
the cedema induced by the venom was potentiated by the kininlase [l inhibitor
captopril (1 nmoi/site). The lipoxygenase inhibitor BWA4C (10 nmol/site) and the
PAF antagonist WEB (100 nmol/site) had no effect on the venom-induced
increase in vascular permeability. Incubation of rabbit plasma with Phoneutria
nigriventer venom jn vitro did nct cause bradykinin formation. Further the
plasma kallikrein inhibitor soybean trypsin inhibitor (10 pg/site), had no effect on
the venom-induced increase in vascular permeability in rabbit skin.

Qur results indicate that the oedema produced by Phoneutria
nigriventer venom is dependent on the activation of the tissue kallikrein-kinin

system.



