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Resumo

O fracionamento do veneno total de Crofalus durissus ferrificus
(C.d.terrificus), Crotalus durissus collilineatus (C.d.collilineatus) e Crotalus
durissus cascavella (C.d.cascaveila) em coluna Superdex G-75 mostrou a
presenga de quatro picos principais. O pico reconhecido como crotoxina nas trés
espécies crotalicas foi purificado em HPLC de fase reversa, € mosirou a
presenga das isoformas de crotapotinas (CA) e fosfolipase Az (PLAL), que variam
quantitativamente entre os trés venenos. A elefroforese também foi compativel
quanto as regibes de massa molecular esperadas para a fragbes (Crix, PLAz &
CA) dos trés venenos, mostrando que hé alta homogeneidade molecular entre as
mesmas. '

O extravasamento plasmatico evocado pela (CA; 1ug/sitio) e (PLAz ;
0,5ug/sitio) de C.d.terrificus, C.d.collilineatus e C.d.cascavella foi avaliado na
microvasculatura de pele dorsal de ratos através do acimulo local da mistura de
albumina bovina marcada com 1% e azul de Evans, previamente administrada
pela via endovenosa (e.v.). A injecéo intradérmica (i.d.) das CA e PLA: dos trés
venenos crotalicos induziu aumento na permeabilidade microvascular de maneira
significativa para as PLAzs, mas néo para as CAs.

O tratamento prévio (30 min) com o antagonista de receptores de
histamina e 5-HT (ciproheptadina; 2mg/Kg) inibiu significativamente o
extravasamento plasmatico evocado pelas PLA; dos rés venenos testados (0,3
ug/sitio). O antagonista seletivo de receptores NK, de taquicininas, SR140333
(inmol/sitio), inibiu significativamente o extravasamento plasmatico evocado
pelas PLAzs. Em ratos neonatos tratados com capsaicina (50mg/Kg; s.c.), o
extravasamento plasmatico induzido pelas trés PLAgs crotdlicas o
significativamente inibido.

Em resumo, nossos resultados formecem evidéncias que PLAss de C.d.terrificus,
C d.collilineatus ¢ C.d.cascavella podem atuar como substincias neurogénicas pro-

inflamatérios, enquanto que as CAs ndo t&m papel semelhante.



Abstract

The fractionament of the crude poison of Crofalus durissus temificus
(C.d.terrificus) , Crotalus durissus collilineatus (C.d.collilineatus) and Crotalus
durissus cascavella (C.d.cascaveila) in column Supherdex G-75 showed the
presence of four main picks. The pick recognized as crotoxina in the three
species crotalics was purified in reverse phase HPLC , and showed the presence
of the crotapotins (CA) and fosfolipase Az {(PLAg) isoforms, that vary
quantitativamente among the three poisons. The gletroforesis was alsc
compatible as the areas of molecular mass expected for the fractions {Crix, PLA;
and CA) of the three poisons, showing that there is discharge molecular
homogeneity among them.

Plasma extravasation evoked by the (CA; 1ug/site) and (PLA;; 0,5ug/site)
of C.d.terrificus, C.d.colfilineatus and C.d.cascavella was evaluated in the
microvasculature of rats dorsal skin through the local accumulation of the mixture
of bovine albumin marked with > and Evans blue previously administered by the
endovenosa road (e.v.). The intradermic injection (i.d.) of CA and PLA; of the
three crotalics poisons induced an increase in the microvascular permeability in a
significant way for PLAzs, but not for CAs.

Previous treatment {30 min) with histamine and 5HT receptor antagonist
(ciproheptadina; 2mg/Kg; i.p.) inhibited the plasma exiravasation significantly
evoked by PLA; from the three venons tested (0,5 pg/site). The takicinin NK1
receptor selective antagonist, SR140333 (1nmolfsite), inhibited the plasma
extravasation significantly evoked by PLAzs. In neonatal capsaicin freated rats
(50mg/Kg; s.c.), the plasma extravasation induced by three crotalics PLAss was
significantly inhibited.

In summary, our resuits supply evidences that PLAzs from C.d.terrificus,
C.d.collilineatus and C.d.cascavella can act as proinflammatory neurogenics
substances, while CAs don't have similar role.
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Cap. 01 - Introdugéo

Os ofidios, também conhecidos como cobras ou serpentes, s&0 animais
vertebrados que juntamente com os lagartos, os jacarés e as tartarugas, pertencem ao
grupo dos répteis ~ Classe Reptilia.

Pelas caracteristicas morfologicas e fisiolégicas adquiridas ao longo da evolugao,
as serpentes se fornaram animais mais adapiados a viver em diversos ambientes;
sendo encontrados na superficie ou abaixo do solo, na 2gua e nas arvores. Com
excecado de locais muito frios, de algumas aititudes e dos circulos polares, as cobras
habitam praticamente todas as regides do pianeta.

Restringindo-se mais especificamente & Américas, uma das espécies mais
comuns no oeste norteamericano € a serpente cascavel, conhecida fambém como
“cascavel diamante do oeste”. Na regidc ceniral da Costa Rica e boa parte da América
Central, a serpente “Terciopelo” ou Bothrops asper € a mais popular e perigosa. A
cascave! sulamericana C.d.ferrificus € a mais abundante no Brasil e parte da Argentina
e se diferencia de sua congénere norteamericana pelo seu tipo de veneno, ja que O
veneno desta Ultima possui uma potente fragdio neurotdxica enguanto que a primeira
possui um veneno fortemente coagulante (Russel, 1983).

O Brasil possui uma das maiores diversidades de répteis do planeta. Das 3000
espécies de serpentes existentes no mundo, o Brasil apresenta cerca de 250 espécies
das quais, cerca de 70 sdo venenosas. No grupo de serpenies, a variedade de
espécies & igualmente rica, com nofavel diferenciagdo regional em relacdo a
composicdo da fauna ofidiana (Meneses, 1974).

Serpentes como a cascavel, as jararacas € as surucucus pertencem a familia
Crotalus e possuem uma caracteristica em comum - a fosseta foreal, um orificio
localizado entre o olho e a narina, em cada lado da cabeca. A fosseta loreal & um drgéo
sensivel ao calor 0 que permite & serpentes perceberem as diferencas de temperatura
do ambiente, auxiliando-as para que possam se orientar e cacar a noite, mesmo em
auséncia de luz. Além da fosseta loreal, as crotalineas possuem caracteristicas em
comum como: presenca de pequenas escamas na parte de cima da cabeca; partes
superior e lateral do corpo recobertas por escamas em forma de quilha, possuem
glandulas produtoras de veneno, localizadas na cabeca, dentes inoculadores de
venenos grandes, moéveis e localizados na regigo anterior da boca (solencglifas). A

S



Cap. OI - Introducéo

cascavel € a unica que possul 0 guizo ou chocalho. As serpentes nao venenosas
possuem denticdo aglifa, ou seja, ndo existern dentes inoculadores de venenos, nem
glandulas produtoras de veneno, como no caso das jibdias, sucuris, cobras-d'agua e
hoipevas, com excecdo da coral que possui 0 mesmo tipo de denticio e € venenosa
(lwanaga & Susuki, 1972).

A cascavel brasileira € denominada de Crotalus durissus sp. Em algumas regibes
do Brasil, a cascavel também & conhecida como, boicininga, maracabbia ou cascavelia.
A cascavel vive emn areas abertas como campos, regibes secas e pedregosas, podendo
ser encontradas também em regides de cerrado, pastos e em culturas pouco irrigadas,
como as de café e soja. Quando adultas, chegam a medir 1,6 mefros de comprimento.
S30 viviparas e os filhotes nascem no ver&o. Quande ameagada, a cascavel movimenia
a cauda produzindo um ruido caracteristico com seu chocalho. As mudas de pele
acrescentam novos anéis ac chocalho, podendo ocorrer mais de uma vez por ano
(Soerensen, B., 2000).

A crotoxina € a fragdo que representa cerca de 65% do veneno total da Crofalus
durissus sp . Ela constitui o seu principal componente ativo, responsavel pela inibigdo
dos movimentos musculares, por inibir a liberagio de acetilcolina ao nivel das jungbes
neuromusculares pré-sinapticas (Strong & Dowdall, 1987; Hawgood, 1991; Bon e col.,
1979; Harris, 1985; Faure, 1999) e pos-sinapticas (Hanley , 1979; Hawgood, 1989); com
isso, impede a transmiss&o do estimulo nervoso para o masculo se contrair. Elas
causam morte por faléncia respiratéria, sendo a ptose palpebral um dos primeiros sinais
de que o veneno estd agindo. Os soros anticrotalicos para o uso humano no Brasil séo
produzidos atualmente por trés laboratdrios: Instituto Butantan (SP), Fundagzo Ezequiel
Dias (MG) e Instituto Vital Brasil (RJ).

A crotoxina é uma A -neurotoxina pré-sindptica presente nos venenos de
serpentes da América do Sul (Hendon, 1971; Ribsamen ,1971). Esta foxina & uma
proteina heterodimérica composta por duas subunidades ligadas nao-covalentemente:
a crotapotina (CA), uma subunidade de carater acido, n2o toxica, nao enzimatica
(Kouyoumndjian, 1986; Faure, 1991} com uma massa molecular de 9 kDa, e uma
basica, fosfolipase A (PLAz) de massa molecular de aproximadamente 15 kDa (Faure,
1991 , 1988; Aird e col., 1988), sendo na sua maioria, enzimas célcio-dependentes que
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hidrolizam a ligacBo 2-éster do 1,2-diacil-3sn fosfoglicerideo {Dennis, 1988). O
complexo heterodimérico CA-PLA2 & responsdvel pela foxicidade do venenc. A
subunidade CA aumenta a potencia letal da subunidade PLA; , formando com ela um
complexo ternario que proporciona a sua ligagao ao sitio de crotoxina localizado em
membranas pré-sinapticas; apés essa ligagao, CA se libera da subunidade PLA;
(Faure, 2000; Krizaj, 1997). A dissociagdo das subunidades & reversivel. Tem sido
proposto que a crotapotina funciona como uma molécula “chaperon”, prevenindo uma
ligagac nao-especifica da PLAz (Stoker, 1990). A PLA, possui atividade toxica ou
neurotdxica reduzida quando separada do compiexo original com a crotapotina
{Breithaupt , 1976; Bon e col, 1979).

De acordo com Faure e col. (1994), suas iscformas constituintes (CA e PLAZ)
parecem ser resuliantes de: 1} modificacbes pos-traducionais que ocorrem sobre uma
Unica forma precursora, levando aformacéo de crotapotina (Bouchier col. , 1991 ; Faure
e col., 1991) ou 2) a expresséo de diferenies RNAs mensageiros (isolados a partir de
uma mesma espécie) levando aformagao das isoformas de PLA2 {(Faure e col., 1994 ).

As PLAgs encontram-se classificadas em Xl grupos distintos, de acordo com ; a)
origem: extracelular, com baixo peso molecular (14-18 kDa) séo denominadas de
fosfolipases pancredticas (sPLAy) e intracelulares ou citosolicas (cPLAy), de alto peso
molecular (31-110 kDa); b) conforme a sua estrututa priméria e c) pontes de sulfeto
(Denis, 1994 e Capper & Marchal, 2001)

O grupo | compreende as PLAzs do pancreas de mamiferos e dos venenos de
cobras das familias Elapidae e Hydrophidae.

O grupo |l compreende as PLAzs de venenos de crotalidae, viperidae e PLAss do
grupo liA de mamiferos. Todas estas s3o estruturalmente estabilizadas por pontes de
sulfeto. Cataliticamente este Gltimo tipo requer histidina no seu sitio ativo e necessita de
Ca*? como co-fator para hidrélise (Seilhamer e col., 1989).

O grupo il é representado pelas sPLA;z provenientes dos venenos de vespas,
abelhas (Hoffman & Jacobson, 1996) e do lagarto Heloderma (Vandermeers e
col.,1991), agua viva (Lotan e col.,1995) e escorpido {Conde e col, 19989).

O grupo IV de alto peso molecular (cPLA; de 85KDaj é expressado por quase
todas as células de mamiferos (Denis, 1994).
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Recentemente, as PLA; foram divididas em 11 grupos (LXi). As PLA; dos grupos
| 2 IV permaneceram com esses nimeros, mas outras PLA, foram descoberias e novos
grupos foram estabelecidos, a saber:

O grupc V apresenta 40% de homologia com a enzima do tipe HA de 14 KDa
humana, tendo similares sitios cataliticos e ligantes de Ca*? pérem, ndo apresentam o
propeptidio visio na isoforma tipo IB, nem a extensa@o C-terminal caracteristica do tipo
[IA (Chen e col., 1998; Han S_K e col., 1988}

O grupo V! inclui as PLA; independentes de Ca™ (iPLAy) para a sua atividade,
como exemplo, células miocérdicas humanas e caninas {Ackermann e col.,1994;
Gross,1998).

Os grupos VIl e Viii compreendem as sPLA; gue possuem cerca de 45 kDa,
sendo também denominadas de PAF acetilhidrolase a e b, respectivamente, Estas
enzimas possuem atividade de PAF acetilhidrolase e foram identificadas na circulagao
sanguinea da maioria dos animais e no cérebro de bovinos.

O grupo IX é constituido de sPLA; isoladas de venenos do caracol marinho e s&o
também denominadas de conodipine M (Dennis, 1997).

O grupo X compreende as sPLA; encontradas em leucécitos, figado, timo e
células endoteliais alveolares. Desempenhando importante papel na inflamagdo e na
trasducdo de sinais (Valentin e col., 1999 e Cupillard e col., 1997).

O grupo X! é constituido pelas sPLA; de plantas (Six and Dennis, 2000 e Stahl,
1999).

Dois tipos de receptores de sPLA, foram descritos: o receptor do tipo N (Neural),
expresso principalmente em células neurais, liga-se com alta afinidade & sPLA; de
venenos neurctoxicos e o receptor do tipo M (muscle) expresso por células do muscuio
esquelético, dos puimdes, rins e figado, e que ndo tém afinidade pelas sPLA;
neurotoxicas {Lambeau & Lazdunski, 1999 ; Rizzo e col., 2000).

Por catalisar a reacdo de hidrdlise que libera o acido graxo e lisofosfolipidios, as
PLA.s desempenham papel em varios processos biolégicos incluindo homeostase de
membranas celulares, digestao de lipidios, defesa do hospedeiro, transducac de sinais
e produgdo de mediadores lipidicos como os eicoisandides e derivados dos
lisofosfolipidios, 0s quais desempenham diversas agBes bioldgicas. Historicamente, a
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atividade das PLAgs foi primeire observada no suco pancreatico e em venenos de
serpentes {Denis, 1997) sendo entdc proposio ¢ seu papel na digestdo de lipidios nos
intestinos. Por causa da sua particular abundéncia em venencs e da sua facil
purificacdo, as PLAs de venenos foram as primeiras PLAzs estudadas. Estas enzimas
tém sido estudadas por mais de 4 dé&cadas e os dados acumulades indicam gue ha
uma enorme diversidade molecular entre as PLA;s de venencs, represeniadas em
formas cataliticamente ativas e inativas {Lambeau, 1999; Murakami, 1997}.

Segundo Valentin (1999) os efeitos toxicos das PLAzs dos venenos nac devem
ser facilmente correlacionados com a sua atividade catalitica, onde sugere-se que elas
possam se ligar especificamente & proteinas alvo, como também que as PLAgs de
venenos podem exercer efeitos farmacologicos independentes de sua atividade
enzimatica. A presenca de uma diversidade molecular de PLAs foi primeiro cogitada
em venenos de animais, especificamente em venencs de serpentes (Kini, 1997). Uma
simples especie de semente pode conter cerca de 15 PLA;s distintas em seu veneno e
o nivel de identidade enire essas enzimas pode oscilar em cerca de 40 a 99%, e cada
enzima pode ter efeitos toxicos ou farmacolégicos distintos. Essa diversidade molecular
pode ser resultante de selecdo Darwiniana positiva Kordis e col,, 1998; Ohno e col,
1998). A caracterizacio global das PLA;s de varios venenocs foi conduzida para
determinar mais de 200 seqiiéncias de proteinas, a maioria delas de venenos de
serpentes, com excecdo da Mconodipin do caracol Conus magus (Mcintosh, 1995).
Todas as PLA-s de venenos contém cerca de 120-135 aminoacidos, varias pontes de
sulfeto e tém uma alta conservacic da estrutura tridimensional, Além disso, a maioria
dessas PLAss tém atividade catalitica, mas a caracteriza¢ac sistematica destas tem
conduzido para a identificagio de varias variantes de PLAg-like cataliticamente inativas
(Gutierrez e col.,1995; Ward e col., 1998). As PLA;s de venenos cataliticamente ativas
sfo dependentes da concentragdo milimolar de Ca*?, os residuos envolvidos na catalise
e ligagédo de Ca*? séo perfeitamente conservados, levando para um limiar de identidade
em cerca de 30% entre as PLA; de qualquer veneno de algum grupo. A maioria das
PLA,s de venenos ocorrem come mondmeros, € uma quantidade pequena de PLAss de
venenos de serpentes sdo homomultiméricas ou heteromultiméricas (Hawgood & Bom,
1991). Segundo © levantamento feito por Valentin & Lambeau, (2000} no banco de
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dados gendmicos, ha indicios que a diversidade das PLAgS também ocorre entre as
plantas e invertebrados ({ver Fig.1). A estrutura molecular de diferentes PlAgs de
plantas mostra homologia com as PLAzs de animais somente na alga de Ca™ e nos
dominios do sitic ativo, definidos claramente em um terco da colegdo das PLAz. A alca
de Ca™ e os dominios do sitic ativo formam um nucleo padréo o quai € enconirado em
todas as PLA.s e constituem a caracteristica chave das mesmas, podendo-se sugerir
entdo, gue as outras regides das PLAgs ao redor da alca Ca™? e do sitio ativo possam
ter evoluido diferentemente para gerar propriedades cataliticas especificas e/ou outras
fungdes biolégicas.
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Figura 1.1- Arvore filogenética da identidade seqiiencial das familias de PLA;

. As espécies de PLA; estio abreviadas com a seguinte nomenclatura: b, ¢,

d, m, h, r para bovino, Caenorhabdilis elegans, Drosophila melanogaster,

camundongo, humana e de rato, respectivamente, seguido pelo grupo a que
pertencem (GLGII, Glil, GV e GX) e subgrupo (A, B ,C .D E F) (Valentin &
Lambeau, 2000).
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As PLA, de serpentes podem ser miotdxicas, neurotoxicas, cardiotdxicas,
citotoxicas, convulsivantes, hipotensoras e pré-inflamatorios, como também podem
interferir com processos de coagulagdc e na agregacdo de plaguetas (Kini, 1997,
Valentin e col., 2000). A atividade miotdxica é em decorréncia de uma série de evenios
degenerativos junto 4 membrana plasmatica evoluindo para necrose da musculatura
esquelética (Gutiérrez ,1995). Elas s@o divididas em dois grupos que compreendem: {1}
miotoxinas enzimaticamente ativas (PLA, Asp-49) e (2) miotoxinas desprovidas de
atividade enzimatica ou com atividade enzimatica desprezivel (PLA; Lis-49); e ambas
as PLA, cataliticamente ativas ou inativas podem exercer efeitos fisiologicos (Valentin &
Lambeau, 2000). Uma grande parte do danc tecidual local induzido pelo venenc
crotdlico & devido a um aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de
proteinas plasmaticas, infiltrado de polimorfos nucleares e macrofagos (Rosenfeld,
1971; Sawai, 1980).

Pérez e col., {1998) demostram que o veneno de C.d.ferrificus causa infiltrado
inflamatario ao redor de fibras nervosas, mas ndo causa hemorragia, & possui pequena
atividade edematogénica.

Segundo Liu e col. (1991} e Tan e col. (1991), todas as PLA; que causam edema
tam sido isoladas do veneno de serpentes. Eles sugerem que a PLA; induzem edema
por dois diferentes mecanimos: (a) pela liberacio do Acido araquidbnico como
conseqiiéncia da degradagdo enzimatica do fosfolipidio de membrana, acentuando a
biossintese dos eicosandides, e (b) por afetar diretamente na microvasculatura.
Lomonte & col.{1994) observaram que a miotoxina i, uma lisina-49 PLA, isolada do
veneno de B. asper é citotéxica para células do endotélio venular. Aiém disso, Edelson
e col.(1991) e Arbibe e col.(1998) sugerem que a PLA, de B. asper induzem alteracbes
microvasculares em pulm@o de ratos e desenvolvem uma variedade de reagdes
inflamatérias {Pruzanski & Vadas, 1991). Além disso, a atividade da PLA. pode ser
devido a isoformas presentes no veneno ou, altemativamente, por aumentar a atividade
da PLA, endbgena a qual é sintetizada e liberada no local da reagéo inflamatoria
provocada pela inje¢do do veneno na regido plantar da pata de camundongos {Chavez
& Gutiérrez, 1995).
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Apesar de numerosos estudos realizados, as bases moleculares para a agao
farmacologica seletiva e especifica das PLA; ainda n&o estéo claras. E possivel gue
tanto 2 hidrélise dos fosfolipidios como a ligagdo & um receptor especifico para PLA; na
superficie celular sejam requeridos para um efeito farmacoldgico particular. Ha poucos
ancs atras, Kini & Evans (1989) propuseram um modelo para explicar os diferentes
efeitos farmacologicos das PLA, Este modelo era baseado na presenca de sitios
ligantes especificos localizados na superficie células alve os quais tinham aita afinidade
por PLA, especificas, mas n&o por PLA; naoc-especificas.

Neste estudo, abordamos as PLA, de serpentes devido estas possuirem
semelhangas com as PLA; do tipo lIA de humanos. Elas s&o muito exploradas como
modelos de inflamacdo, sendo denominadas de PLAss pro-inflamatdrias, responséaveis
pela inducdo da migracdo de células do sistema leucocitério {gquimiotaxia), & por
apresentarem um inibidor natural, como o exiraido do soro da C.d.terrificus(CICS),
capaz de abolir a atividade PLA; da crotoxina e neutralizar in vivo a toxicidade desta

crotoxina (Fortes-Dias e col. 1991, 1995; Perales e col., 1995; Ovadia e col., 1977;
Faure e col., 2000}.

1.1. Inflamacao

A inflamac@o pode ser definida como uma reaggo da microcirculaggo induzida
por uma injiria aos tecidos, com a consequente movimentacdo de elementos
intravasculares, como fluidos, células e moléculas, para o espago exiravascular. Ela &
caracterizada por alteracdes no calibre vascular, com conseqiénte aumento do fluxo
sanguineo; alteragbes estruturais nos componentes da microcirculacdo, acarretando em
aumento da permeabilidade vascular e na saida de células e moléculas dos vascs para
os tecidos; migragdc de células de defesa (leucdcitos) e acumulo no espago
extravascular, onde ocorreu a injaria. A agressao tecidual é o agente desencadeador da
resposta inflamatéria, por induzir ¢ rompimento da homeostasia mantida através da
relacdo célula-meio, este Ultimo representado pelos fiuidos extracelulares e a
microcirculacdo. A agressao tecidual pode ser de origem bicldgica {microorganismos),

fisica (mecanica, térmica e radiacdo) ou guimica. Ao nivel macroscopico, a resposta
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inflamatoria geraimente &€ acompanhada de sinais clinicos bem conhecidos como
eritrema, calor, edema, dor e perda da fungae (Siqueira Jr., 2000).

Durante a inflamago ha a produglo de mediadores inflamatbrios. Estes
compostos, derivados do hospedeiro, s&o secretados por céluias afivadas e servem
para ativar ou aumentar aspectos especificos da inflamacBo. Segundc Sigueira Jr

(2000) estes compostos sfo ditos pro-inflamatérios e por sua vez, s&o classificados em
4 grupos, a seguir:

1.1.1-Mediadores vasoativos
-Histamina e serofonina;

-Metabolitos do acido araquiddnico (AA};
-Fator de agregacgao plaguetéria (PAF):
-Adenosina;

-Oxido nitrico;

-Qutros mediadores: neuropeptideos

1.1.2- Mediadores quimiotaticos

-citocinas: 1L-1, IL-8, TNFo. , TNF[3 e SP;
-componentes do complemento: especificamente C5A;
-PAF (direcionado a neutréfilos e eosinofilos);

-produtos da via lipoxigenase, basicamente LTB4.

4.1 .3-Mediadores enzimaticos
-Sisterma complemento: C3A, C5A, C3B E C3BI E C5B-9;
-Sistema cinina :Bradicining;

-Sistema de coagulacgio: trombina e fator Xa

1.1.4- Proteoglicanas
-Espécies reativas de oxigénio

_Fatores de crescimento

As respostas inflamatérias ocorrem em trés fases diferentes, cada qual

aparentemente mediada por mecanismos diversos: (1) fase transitéria ou aguda é uma

11
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resposta imediata, que tem curta duracio, sejam minutos, horas ou nao excedendoc a
dois ou trés dias. £ caracterizada por vasodilatacdo localizada e aumento da
permeabilidade microvascular; (2) fase subaguda ou tardia, marcada principaimente
pela infiltracdo de leucdcitos da microcirculagdo, principalmente neutréfilos, e células
fagocitarias; e (3) fase proliferativa ou crénica, na qual ha degradacao tecidual e fibrose,

durando muitos dias, meses ou até mesmo anos em algumas doencas nio-tratadas
(Siqueira Jr., 2000).

1.2. inflamagdo neurogénica

A pele é inervada por fibras autondmicas simpaticas as quais inervam,
principaimente, os foliculos pilosos e plexos cuténeos de todo ¢ corpo, bem como por
fbras nervosas aferentes primarias sensoriais. Morfologicamente, as fibras nervosas
aferentes sdo divididas em duas classes: A-della (A-3) e C. As fibras (A-8} séo
mielinicas, de grande diametro e de rapida condutancia, ao passo que as fibras C
possuemn didmetro pequeno, s8o amielinicas e tém velocidade de condutancia mais
lenta (Holzer, 1991).

Grande parte desses neurbnios tem o corpo celular localizado no ganglio dos
nervos espinhais ou na raiz espinhal dorsal (ou cranial), e axonios que terminam na
medula espinhal ou no tronco do encéfaio (Young & Young, 1098). Sao designados
neurdnios de primeira ordem, tendo apenas um prolongamento, © axbnio, que se
bifurca em urn ramo periférico € em um ramo central. O ramo central penetra na raiz
dorsal do nervo espinhal ou craniano, finalmente, culminando em terminagbes nervosas
que respondem a tipos especificos de estimulos, denominados de receptores sensoriais
(Young & Young., 1998). Os receptores podem ser divididos em irés grupos a sequir:
mecanoceptores (respondem ainformagéo originada no proprio recepior ou nos tecidos
que o circundam, e s&o associados ao tato, a pressdo, avibracdo e as sensibilidades
de posicdo dos membros e ao movimento), nociceptores (respondem a dor} e os
termoceptores (respondem aos estimulos quentes e frios). Com base em critérios
funcionais, existern frés tipos de nociceptores associados a dois tipos de fibras

nervosas aferentes: 1) nociceptores mecanossensiveis com fibras A-delta; 2)

12
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nociceptores mecanotérmicos com fibras A-delta; 3) nociceptores polimodais com fibras
C. os quais respondem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (Noback € col,,
1999) 1999). Com a ocorréncia do frauma ou inflamacéo, os tecidos lesados liberam
mediadores guimicos que podem sensibilizar ou mesmo ativar os nociceptores A-delta
e C a liberarem neurcpeptidios tais como a substancia P, que pode, por sua vez,
estimular mastocitos locais a liberar histamina que ativaria os nociceptores (Noback e
col., 1999).

Eventos vasculares tais como vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
microvascular decorrentes da liberagéo de neuropeptideos, como a substancia P (SP) e
o peptidic relacionado ac gene da caicitonina (CGRP), de neurbnios aferentes
orimarios, frente a estimulagdo quimica, mecdnica ou iérmica, representam 2
inflamacao neurogénica (Lembeck e Holzer, 1979, Baluk, 1997). Uma vez liberadas,
essas substancias atuam em células-alvo atraves de recepiores especificos, causando
efeitos pro-inflamatorios diversos, tais como vasodilatacdo arteriolar, com o aumento de
fluxo sanguineo local, aumento da permeabilidade venular, alteragbes na contratilidade
do musculo liso, degranulagdo de mastécitos e uma variedade de efeitos sobre o
recrutamento de leucacitos e fibroblastos (Holzer, 1992; Maggi, 1995).

Com a descoberta de neuropeptidios como a substancia P (Von Euler &
Gaddum, 1931), confirmouse o conceito de que alguns neurdnios utilizam mecanismos
de transmissdo independentes dos mediadores classicos noradrenalina e acetilcolina.
Embora as acdes desses neurbnios sensoriais tenham sido decritas recentemente, 0
descobrimento dessas fibras data do milénio passado. Stricker, (1876) foi o primeiro
pesquisador a observar que a estimulacao elétrica de terminagbes nervosas perifericas
de raizes dorsais transsecadas causa vasodilatagdo na area da pele inervada por fibras
nervosas sensoriais. Bayliss (1901) e Bruce (1913) demonstraram que a vasodilatagéo
produzida pelo estimulo antodromico é inalterada pela remocéo de ganglios simpaticos
ou pela separagéo das raizes dorsais entre o ganglio e a medula; porém, a remogao do
Ganglio da raiz dorsal e a conseqiente degeneracdo dos neurdnios sensoriais por
substancias como a capsaicina (substancia irritante extraida de pimentas vermelhas do
género Capsicum; Jancso-Gabor, Szolcsanyi, 1977), previne completamente a
vasodilatagdo induzida pelo estimuloc  antidrdmico. Entdo, concluiuse que a
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vasodilatagdo era provocada por impulsos nervosos que se propagavam no sentido
sferente das fibras nervosas sensoriais, promovendo liberacie de substéncias
vasoativas tais como substancia P e CGRP (Holzer, 19982). Os neurdnics aferentes
primarios sensiveis a capsaicina foram denominados CSPA de ‘capsaicin-sensive
orimary afferent neurons’ {Szolcsanyi, 1977); eles s&c composios por terminais
periféricos, terminal central e corpo do neurbnio {pericario), onde postula-se que 0s
neuropeptidecs sejam sintetizados a partir de seus precursores no ganglio da raiz
dorsal e imediatamente, transportados para os terminais nervosos periféricos e central,
cuja liberagdo resulta nas respectivas funcdes eferentes e aferentes (Liindberg, 1996).

Neuropeptidios como encefalina, taquicininas como a substancia P,
neuropeptidic ¥, PVI , CGRP, opitides, somatostating, Oxido nitrico e purinas como
ATP ou adenosina podem ser liberadas nas terminagdes nervosas sensoriais {(Maggi,
1991; Brain, 1996; Holzer, 1998). Essas substancias podem despolarizar ou
hiperpolarizar as terminacbes nervosas ou células pos-sinapticas.

1.3. Agonistas e antagonistas de receptores de taquicininas

A subsiancia P e as neurocininas A (NKA) e B (NKB) pertencem a familia das
taquicininas. Em geral as taquicininas atuam como agonistas de seus respectivos
receptores NKj, NKz e NK; (Regoli et al., 1989), sendo que a substéncia P liga-se
preferencialmente ac receptor NK, , enquanto a NKA e NKB ligam-se preferenciaimente
aos receptores NK2 e NKj;, respectivamente (Regoli et al., 1989; Maggi, 1995) A
substancia P é o principal mediador da responséavel pelo aumento da permeabilidade
vascular e, conseqientemente, peloc extravasamento de proteinas plasmaticas e
formacéo de edema na pele de roedores e humanos (Xu e col., 1992), onde sugere-se
que estes efeitos sejam devidos a estimulagdo direta dos receptores NKj, localizados
nas células endoteliais das vénulas pos-capilares, ou pela ativacdc de mastocitos
através da interagdo de cargas inicas entre estes que levaria a liberacdo de histamina
e 5-HT (Brain & Williams, 1989) ou pela ativacdo direta devido a presenca de
receptores Nk; de taquicininas nos mesmos (Ogawa e col., 1998). Com o©

desenvolvimenio e sintese de antagonistas n&o-peptidicos com potentes agdes
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seletivas para os receptores NK; como o (SR140333) e 0 NK; (SR48968; Garret e col,
1991: Emonds-Alt & col, 1892), mosirou-se em estudos in vivo gue o SR140333, mas
ndo o SR48968, reduz significantemente o exiravasamento plasmatico induzido por
estimulacdo térmica e antidrémica na pele de ratos, bem como aguele induzido pelo
GR73632, agonista de receplores NK+ (Towler & Brain, 1998).

1.4. Estudo do Papel das isoformas de Crotapotinas e PLA;s crotalicas na
inflamagao aguda experimental

Peptideos ou proteinas de veneno de serpenies, microorganismos ou de
vegetais tém sido largamente utilizados como ferramentas moleculares dentro da
fisiologia, farmacologia, imunologia e da terapéutica médica como sondas moleculares,
possibilitando a sintese de novas drogas e novos agentes terapéuticos. C exemplo
maior dissc & o Captopril, que fol sintetizado a partir do modelo molecular da toxina de
Bothrops jararaca (Harvey et al., 1998).

As PLA, sd@o enzimas amplamente distribuidas pelo nosso organismo, s&o
responsaveis pela digestao de lipidios até uma série de atividades bioldgicas como no
caso de PLA, de serpentes, especialmente as bothropicas.

As PLA. de serpentes sfo conhecidas e muito exploradas como modelos de
inflamacgéo, sendo denominadas de PLA; pro-inflamatéria, sdo responsaveis tambem
pela indugdo da migragéo de células do sistema leucocitario (quimiotaxia).

Do ponto de vista clinico, o processo inflamatdrio pode ser maléfico para ©
organismo, podendo levar a morte, como um exemplo, o processo infamatorio gerado
por alérgenos.

Landucci e col. (1994) discrevem que a crotapotina de Crotalus durissus
terrificus possui atividade antinflamatéria . Existe a possibilidade de que esse efeito
seja decorrente da interacéio desta crotapotina com as fosfolipases A extracelulares
geradas durante o processo inflamatorio. Alem disso, Landucci e col., {2000) tambem
demonstraram a capacidade da crotapotina de C.d.ferrificus em interagir com PLA; de
diferentes fontes como: Naja naja. Naja mogambique mogambique, Crotalus
adamanteus ou Apis meliifera, contudo, ainda ndo se pdde definir ofs) possivel(eis)
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mecanismos de acao da crotapotina de C.d.terrificus sobre o processo inflamatoric.
Mesmo devido sua importdncia, ndo encontramos nada descritc na literatura em
relacic as crotapotinas de outras serpentes crotalicas como a C.d.coliifineatus e
C.d.cascavella.

Portanto o estudc concomitante de crotapotinas e PLA; de serpentes crotalicas €
de extremo interesse para saber se elas tém alguma participacdo na inflamagac
neurogénica, uma vez gue as crotapotinas de C.d.terrificus sag referidas como sendo
nao-toxicas, ndo-enzimaticas e por possuirem atividade antiinflamatéria.

QOuiro motivo relevante no interesse em estudar as isoformas de Crotapotinas e
PLA,s presentes nos venenos crotalicos € devido ao fato de que as PLAgs crotélicas
possuem uma alta semelhanca com as PLA; do grnupo 1A de humanos (Capper &
Marchal., 2001), principais agentes envolvidas no desencadeamenio dos processos
inflamatorios. Tal estudo nos fomece ferramentas moleculares para tentarmos entender
como as PLA.s atuam, e também, como elas contribuem e interagem em condi¢bes
normais e patologicas. Dessa forma, a descoberta de reagentes e inibidores especificos
para essas isoformas pode contribuir para a compreesdc de doengas, corroborando
para abrir novos dominios de potencial intervenco terapéutica.

Portanto, isso ressalta a importéncia ndo somente académica, como também
pratica deste trabalho, onde foram isoladas crotapotinas e PLA, e suas atividades foram
avaliadas no processo inflamatorio agudo.
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OBJETIVOS

1.

isolar e purificar as isoformas de crotapotina (CA) e PLA; presentes nos

venenos de C.d.ferrificus, C.d.collilineatus e C.d.cascavella,

investigar a capacidade das isoformas presentes nos venenos de C.d.terrificus,

C.d.collilineatus e C.d.cascavelia em promover o aumenio da permeabilidade
microvascular na pele dorsal de ratos;

Investigar © papel de neurbnios sensoriais e mastocitos no aumento da
permeabilidade microvascular na pele dorsal de ratos induzidos pelas CAs e

PLA,s presentes nos venenos de C.dterficus, C.d.colliineatus e
C.d.cascavella.



MATFRIAIS
&
METODOS
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2.4- Purificacio e caracterizacao bioquimica
2.1.1- Procedéncia dos venenos e reagenies

Os venenos brutos de C.d.ferrificus, C.d.collifineatus e C.d.cascavelia, foram
adquiridos junic ao Instituto Butantan, Sao Paulo, e CEVAP-UNESP, Botucatu, Sao
Paulo, Brasil.

Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes ufilizados foram de grau

HPLC, grau sequéncia ou alto grau de pureza, obtidos da Sigma, Aldrich Chemicals,
Merck € Bio Rad.

2.1.2- Purificacic das PLA; e crotapotinas procedentes do veneno total de
Crotalus durissus ferrificus, Crotalus durissus coliilineatus e Crofalus

durissus cascavelia

As fracbes PLA; e crotapotina dos venenos de C.d.ferrificus, C.d.collilineatus e
C.d.cascavella foram purificadas através das cromatografias de exclusdo molecular em
sistema de FPLC e de fase reversa em sistema de HPLC, seguido de elstroforese em
PAGE-SDS-Tricina, baseado no método descrito por Landucci e col., (1994), de acordo
com o esquemna a seguir:
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Purificagdo
Veneno Total
C.d.terrificus, C.d.coffifineatus e C.d.cascavella |

Proteinpak SW 300
{0.78 x 30) HPLC
LibllelV

i Purificagio em HPLC-RP
 u-Bondapak C-18 (3.9 x 300)

1 |
[ , . s

E C.d.collilineatus C.d.terrificus
% C.d.cascavella
‘ I ‘ |
I . ] . r - 1
F3eF4 F6 .. F5eF7 . Fi15F17
Eletroforese
PAGE-SDS-Tricina

Figura 2.1 Esquema da purificacéo e caracterizagéo das fragGes PLA; e crotapotinas.
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21.3- Cromatografia de exclusio molecular em sistema de FPLC dos
venenos brutos de C.d.terrificus, C.d.collilineatus e C.d.cascaveaila

O veneno bruto {75 mg) foi dissolvido em 400iL de tampaoc bicarbonaio de
amdnio (0,1M, pH 8,0) e centrifugado & 5000 rpm por 4 min atemperatura ambienie.O
sobrenadante obtido foi aplicado em uma coluna de excluséo molecular Superdex G-75,
acoplada em sistema de LC- 850 (1,5cm X 75 cm), previamente equilibrada com a
solucdo de bicarbonato de amdnio (AMBIC) 0,2M. A amostra foi aplicada e eluida a
4°C. Fraches de 1,0 mL foram coletadas com fluxo constante de 0,3 mU/min e ¢ perfil
cromatografico foi monitorado & 280 nm ( Landucci e col., 1994},

2 1.4- Cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC dos venenos de

C.d.terrificus, C.d.collilineatus e C.d.cascavella

As fracbes do veneno foram purificadas em HPLC de fase reversa em uma
coluna p-Bondapack C-18 (0,78 X 30 cmj, previamente equilibrada com acido
trifluorcacético 0,1%, pH 3.5 (Tampdo A) para a obtengdo das fragbes de crotapotinas e
PLA, As amostras das fragbes do veneno foram dissolvidas em 200i | de tampao A e
200 i! de bicarbonato de amdnio 1M, homogeneizadas e clarificadas por centrifugacéao
a 10000 rpm durante 3min. O sobrenadante foi aplicado a coluna, e a eluicdo das
amostras de crotoxina do veneno foi realizada através de um gradiente linear com
Acetonitrila 66% (Tampao B). O fluxc foi de 2,0 mi/min e a corrida cromatografica foi
monitorada com uma absorbancia de 280 nm ( Landucci e col., 1994).

24.5- Eletroforese em gel PAGE-SDS-Tricina (16,5%) das amostras do

veneno total, crotapotinas e PLA; de C.d.terrificus, C.d.collilineatus e
C.d.Cascavella

A eletroforese PAGE-SDS-Tricina foi realizada de acordo com o método descrito

por Schagger e Von Jagow (1987) através de um sistema SE 250 Mighty Smail il
(Hoefer Scientific Instruments).
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2.2- Testes Farmacolbdgicos

Caracterizacao
Farmacoldgica

Anestesia
Hypnol (2mL/Kg; i.p.)

injecdo i.d. (100 pl/sitio)
das CA e PLA, crotalicas
+

Azul de Evans + 1'%
(300ul/sitio; e.v.)

Amostras de
Pele + sangue

Contador vy

Edema

Figura 2.2 Esquema dos ensaios Farmacoldgicos para a determinagao do

extravasamento plasmatico evocado pelas crotapotinas e PLA; crotalicas.

22



Cap. 02 - Materiais & Métodos

22 4- Procedéncia dos animais utilizados

Os testes farmacolégicos realizados neste trabaiho foram conduzidos, em sua

maior parte, com © emprego de ratos adultos (180-250 g) da espécie Wistar, de ambos
| os sexos, provenientes do Biotéric Central da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP; Campinas/SP). Cs animais foram mantidos com agua e ragdo ad libitum e,
dependendo do protocolo experimental, os mesmos foram mantidos conscientes ou

anestesiados de forma apropriada com pentobarbital sédico ou halotano.

22 2. Determinacdo do aumento da permeabilidade microvascular cutanea
em pele dorsal de raios

Os ratos foram inicialmente anestesiados com didxido de carbono (CG;) e, em
seguida, profundamente anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg) pela via
intraperitoneal (i.p.). A formagio do edema em resposia aos agentes adminisirados
intradermicamente foi avaliada em fung@o do actmulo local da mistura de albumina
bovina marcada com ['® (2.5 uCikg) e azul de Evans (0.3 mikg, 2.5% wh),
previamente administrada pela via endovenosa peniana (Brain & Williams, 1995). Em
seguida, a pele dorsal dos animais foi depilada, e os agentes previamente dissolvidos
em solugio Tyrode foram administrados em sitios randomizados, sempre em volume de
100 pl. Os antagonistas foram injetados pela via intradérmica, intraperitoneal ou
endovenosa, de acordo com o protocoio em estudo. Apos 30 minutos, uma amosira de
5 ml de sangue foi coletada desses animais, através de pung&o cardiaca. Em seguida,
os animais foram sacrificados por superdosagem anestésica, e a pele dorsal foi
removida. Os sitios injetados foram recortados (15 mm de diametro} e a radioatividade
presente em cada amostra de tecido e no sangue foi quantificada em contador gama. O

edema formado em cada sitio foi expresso como volume de plasma extravasado em
funcéo da contagem obtida em 1 mi de plasma.

23



Cap. 02 - Materiais & Métodos

2.2.3- Tratamentos

o tratamento prévio dos animais com capsaicina (50mg/kg) ou veicuio {1:1:8;
Etanol; Tween80; NaCl) foi feito através da injeg&o subcutanea no segundo dia de vida
de ratos wistar machos e fémeas {Jancsé e col., 1977, onde estes foram utilizados
apos o periodo entre 60 e 80 dias. O tratamento prévio dos animais com antagonista
duplo de histamina/serotonina (2 mg/kg), foi feito através da inje¢do intraperitoneal 30
min antes da inje¢do intradermica das PLAgs.

2.2 4. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M) para

n experimentos. As comparagbes estatisticas foram feitas com a aplicagio do teste |
Student ndo-pareado ou de acordo com a analise de varianca (ANCVA). Valores de
P<0.05 foram considerados significantes.
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3.1-Purificacio das isoformas de CAe PLA;

O fracionamentc do veneno iotal de C.d.femificus, C.d.collifineatus e
C.d.cascavelia em coluna Superdex G75 em LC-650 (1.5cm X 75 cm), previamente
equilibrada com a solugéo de bicarbonato de aménio 0,2M mostrou a presenca de
quatro picos principais que foram identificados como convulxina (pico I}, giroxina (pico
I1), crotoxina (pico i) e crotamina {pico IV}{Figura 3.1).

O perfil cromatografico em HPLC de fase reversa em coluna G-18 p-Bondapak
(0,78 X 30 cm}, previamente equilibrada com &cido triflucroacético 0,1%. pH 3,5
(Tampdo A), mostirou que a croloxina de C.d.terrificus contem duas isoformas de
crotapotinas (F5 e F7), contudo a crotoxina de C.d.collilineatus mostrou a presenga de
quatro isoformas de crotapotina, sendo duas majoritarias (F3, F4). Este perfil foi
semelhante ao da purificagio da crotoxina de C.d.cascavella .

A andlise em HPLC de fase reversa mostrou também que as crotoxinas dos
venenos fotais de C.d.cascavella quanto C.d.collilineatus possuem apenas uma unica
isoforma de PLAz (F6), enquanto que a crotoxina do veneno total de C.d.terrificus
mostrou trés isoformas (F15, F16 e F17) (Figura3.2}.

A Figura 3.3 mostra A andlise dos perfis eletroforéticos mostrou que 0s venenos
C.d.terrificus, C.d.collilineatus e C.d.cascavella, bem como de suas crotoxinas, PLAs e
crotapotinas isoladas possuem mobilidade e disposicdo de bandas eletroforéticas muito
semelhantes entre si, onde a crotoxina apresenta-se com uma banda de 26 kDa e as
PLA, e as crotapotinas com uma massa molecular de 15 kDa e 9 kDa, respectivamente
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Figura 3.1: Cromatografia de exclusac molecular do veneno total de C.d.terrificus (a),
de C.d.colilineatus (b) e de C.d.cascavella (c) em coluna Superdex G75 em LC-650
(1,5cm X 75 cm), previamente equilibrada com a solugéo de bicarbonato de amdnio
02M. Os picos I, I, I, IV correspondem respectivamente & fracbes: convulxina,

giroxina, crotoxina e crotamina.
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Figura 3.2: Perfil cromatografico da crotoxina (llf) de C.d.ferrificus (a), C.d.colilfineatus
(b} e C.d.cascavella (c) em HPLC de fase reversa em coluna (C-18 p-Bondapak (0,78 X
30 cm) previamente equilibrada com &cido trifluoroacético 0,1%, pH 3.5 (Tampao A).
Em (a) F5 e F7 correspondem as isoformas de CA e F15-F17 correspondem as
isoformas de PLAz. Em (b) F3 e F4 correspondem as isoformas de CA e Fo6
corresponde a isoforma de PLA;. Em (c) F2-F5 correspondem as isoformas de CAeFB

corresponde a PLA,.
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Figura 3.3: Eletroforese em PAGE-SDS-Tricina (16,5%) do veneno fotal de: a)
C.d.cascavella, b) C.d.collilineatus e c¢) Cd.iemificus. As pistas elelroforgticas
correspondem respectivamente: 1- veneno total, 2- crotoxina, 3 CA (F3), 4- CA (F4), 5-
PlA, reduzida com DTT e 8- marcadores de massa molecular para (a) e (b); Em (c¢) 3-5
representam PLA; (F15-F17),8-7- CA (F5 e FT7) e 8- marcadores de massa molecular.
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3.2-Efeito da injecdo intradérmica das CA e PLA; de C.d.terrificus,
C.d.collilineatus e C.d.cascavella em pele dorsal de rato

Foram testadas as diferentes isoformas de CAs e PLAz, mas apenas as isoformas
£S5, F7 e F17 de C.d.ferrficus, F3 e F6 de C.d.collilineatus e C.d.cascavella foram
utilizadas.

A injecdo intradérmica (i.d.) das CA nas doses de 0.3, 1.0 e 3.0 ug/sitio causou
um edema discreto na pele dorsal de rato, quando comparado aresposta obtida com o
Tyrode (Figura 3.4). As trés PLA, crotdiicas (50, 100, 250 e 500 ng/sitio} induziram de
maneira similar entre si, um significativo exiravasamento plasmatico.( Figura 3.5 ).

3.3- Papel dos mastécitos nas respostas induzidas pelas crotapotinas e
PLA, de Cd.terrificus, C.d.coliilineatus. e C.d.cascavella in vivo

Quando os ratos foram pré-tratados (30min) i.p. com © antagonista de receptor
de histamina e serotonina, ciproheptadina, (2mg/Kg), o extravasamento evocado pelas
PLA,s foi marcadamente reduzido (p<0.05) cquando comparado aos seus respectivos
controles. A resposta causada pela crotapotina nao foi alterada pela ciproheptadina
(Figuras 3.6, 3.7, 3.8 ). O tratamento com ciproheptadina foi efetivo visto que reduziu
em 79% o edema evocado pela injecio intradérmica do composto 48/80 (500 ng/sitio),
um conhecido agente capaz de desgranular mastocitos in vivo € in vitro.
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3.4- Efeito de antagonistas de recepiores NK; de taguicininas

A Figura 3.8 mostra que © exiravasamento plasmatico induzido pelas
BLA, de C.d.temificus, C.d.colliineatus e C.d.cascavella (0.5 ug/sitio) fol inibido
de forma marcante (p<0.001) pela co-injecdo com © antagonista seletivo de
receptor NK, de taquicininas, SR140333 {1nmol/sitic). Injetado isoladamente, ©
SR140333 ndo causou extravasamento plasmatico significativo (14 % 1ul/sitio)

quandc comparado ao tyrode (21 + 3ul/sitio).

3.5- Efeito do tratamento neonatal com capsaicina

O tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/Kg; i.d.}) causou inibig&o
significativa do extravasamento plasmatico evocado pelas trés PLA; crotalicas,
nio modificando a resposta asubstancia P e crotapotinas (Figuras 3.10, 3.11 &

3.12).
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300 (ng/sitio}
1000 {nylsiic)
2000 ingfsitio)
60
T 1
L | =
@ —
Cdteniicus  C.d.coflilinestus  Cdcascavelia Tyode

Figura 3.4. Extravasamento plasmatico induzido pelas crotapotinas (CA) de
C.d.terrificus, C.d.colliineatus e C.d.cascavella em pele dorsal de ratos. O
exiravasamento causado pelo veiculo esta representado na barra sem preenchimento.

Os valores estéo representados como média + E.P.M. para 5 animais.
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Figura 3.5. Extravasamento plasmatico induzide pelas fosfolipases & (PLA;) de
C.d.terrificus, C.d.collilineatus e C.d.cascavella em pele dorsal de ratos. O
extravasamento causado pelo veicuio estd representado na barra sem preenchimento.
Os valores estdo representados como a média + E.M.P. para 5 animais. “p<0,08,
*p<0,01 e w*n<(,001 comparado ao veiculo.
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Figura 3.6. Efeito do tratamento com antagonista de receptor de histamina e 5-HT,
ciproheptadina {2 mglkg; i.p.) em ratos no adema induzido por CA e PLA; do
veneno de C.d.terrrificus.. Os vaiores estdo representados como média £ E.P.M. para

5 animais de cada grupo. **p<0,01 & ™"p<0C,001 comparado aos ratos ndo tratados.
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Figura 3.7. Efeito do tratamento com antagonista de receptor de histamina e 5-HT,
ciproheptadina (2 mpiky; Lp.) em ratos no edema induzido por CA e PLA; do
veneno de C.d.collifineatus.. Os valores esifio representados como média £ EP.M.
para 5 animais de cada grupo. **p<0,01 e p<0,001 comparado aos ratos ndo

tratados.
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Figura 3.8. Efeito do tratamento com antagonista de receptor de histamina e 5-HT,
ciproheptadina {2 mg/kg; i.p.) em ratos no edema induzido por CA e PLA; do
veneno de C.d.cascavelis.. Os valores estdo representados como meédia £ E.P.M.

para 5 animais de cada grupo. **p<0,01 e "p<0,001 comparado aos ratos nao

fratados.
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Figura 3.9. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/Kg; i.d.} em ratos
no edema induzide por CA & PLA; do veneno de C.dfemrificys. Os valores esto

representados como media & £.P.M. para 5 animais. ™p<0,001 comparado ac grupo
de ratos controle.
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Figuras 3.10. Efeito do fratamento neonatal com capsaicina (50 mg/Kg; i.d.) em
ratos no edema induzido por CA e PLA, do venene de C.d.collilineatus. Os valores
esido representados como média £ E.P.M. para 5 animais. **p<0,001 comparado a0

grupo de ratos controle.
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Figura 3.11. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina {50 mg/Kg; i.d.) em
ratos no edema induzido por CA e PLA; do veneno de C.d.cascavelia. Os valores

estdo representados come média + E.P.M. para 5 animais. **p<(,001 comparado ao
grupo de ralos controle.
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Figura 3.12. Efeito da co-injecio das PLA; de C.d.ferrificus, C.d.coflilineatus &

C.d.cascavelia e da taguicinina {SP) com antagonista de receptor NK; de

taquicininas, SR140333 {tnmal/sitio}. Os valores esiéo representados como média

E.P.M. para 5 animais de cada grupo. ***p<(,001 comparade para 0s venenos na
auséncia do SR140333.
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4.1- Purificacéo e Caracterizac&o bioquimica

Neste estudo, as metodologias empregadas na purificagéc das crotoxinas e
isoformas de crotapotinas e PLA» presentes nos venenos tolais de C.d.terrificus,
C.d.colliineatus e C.d.cascavella consistem de cromatografia de exclus@o em LC e
cromatrografia de fase reversa em HPLC usando coluna u-Bondapack C 18, onde
conseguimos uma reduggo dos passos cromatograficos, otimizagdoc do material e
recuperacao das fragbes sem perda da atividade biologica.

As metodoiogias empregadas na purificacdo da crotoxina e de suas subunidades
(crotapotina & PLA2) diferem das descritas por Breithaupt e col., {1976). Basicamente, a
ourificacéo da crotoxina era feita em varias etapas cromatograficas, partindo-se de uma
coluna convencional de Sephadex G-75, para CMwcelulose e em seguida para a
purificacéo das isoformas em sistemas de troca idnica em FPLC {mono Q, mono S).
Faure e Bon (1988) conseguiram purificar varias isoformas de crotoxina, utilizando 16
etapas cromatograficas.

Sabe-se que as metodologias até entdo utilizadas para purificacdo destas
proteinas ndo eram capazes de separar isoformas de crotoxina presentes no veneno,
tomando a cristalizagdo dessas proteinas, bem como trabalhos mais refinados de
caracterizacio bicidgica e farmacoiGgica, extremamente dificeis.

O surgimento de novas perspectivas so foi conseguido gragas a proteinas
altamente purificadas, que foram obtidas do veneno total e da crotoxina de
C.d.terrificus. As técnicas utilizadas para se conseguir estas proteinas, com alto grau de
homogeneidade molecular, vém de trabathos desenvolvidos desde 1994 (Landucci e
col.,1994) usando-se basicamente técnicas de HPLC para purificacdo de proteinas de
serpentes. A partir de 1995, (Toyama e col) demonstram uma nova metodologia
simplificada de purificacdo de PLA; do veneno de serpentes bothrépicas, reduzindo
duas etapas cromatogréficas para uma unica etapa. Com o desenvolvimento desta
metodologia, conseguiu-se em um periodo de dois a irés anos, determinar a seqiéncia
orimaria completa de quatro PLA; de Bothrops.

Valente e col., {1998) utilizandc metodologias semelhantes sobre estudos de

purificacio das isoformas de PLA; da crotoxina de C.d.terrificus e de seus efeilos em
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mitocHndrias isoladas de figado de rato, conseguiu obter uma forma de crotapotina (C) €
trés isoformas de PLA (F1,F2e F3}.

O fracionamenito do venenc total de C.d.terrificus, C.d.colfifineatus e
C.d.cascavella em coluna Superdex G-75 moslrou a presenca de quatro picos
principais que foram identificados como convulxina fico 1), giroxina {pico H), crotoxina
(pice 1lf) e crotamina (pico V).

Santoro e col. (1999) mostraram que os venenos de C.d.ferrificus, C.d.collilineatus
e O.d.cascavella apresentam grande similaridade entre si, tanto bioquimicamentie como
biologicamente.

Apesar da crotoxina ter sido purificada e caracterizada em 1938 por Siotta &
Eraenkebconrat (1938), a compreens@o de sua estrutura e © isgiamanto de suas
subunidades so foram estabelecidas a partir de 1976 (Fraenkelconrat & Hsiang, 1980
& a determinacac da sequéncia de aminoacidos da cadeia basica da crotoxina (PLA2}
foi concluida em 1990 (Aird e col., 1986 e 1980).

Segundo Lennon & Kaiser (1990), a crotoxina “like” de C.d.collilineatus possui alta
homologia com a crotoxina isolada de C.d.terrificus, apresentando  mobilidade
sletroforética, toxicidade e estabilidade similar com a crotoxina.

De acordo com Faure & Bon (1988), a crotoxina & o resultado da associacao de
duas subunidades, uma acida (Crotapotina) e uma basica (PLA), que podem originar-
se de um Gnico gen comum ou de varios genes que originariam as PLA; e as
crotapotinas. Estas subunidades se associariam de forma aleatdria dando origem a dois
grandes grupos de crotoxina: uma cataliticamente mais ativa e a outra mais
neurotoxica. A unido destas duas subunidades é mantida basicamente por forcas
eletrostaticas e hidrofébicas.

Nossos resultados indicam que as crotapotinas e PLA; isoladas dos venenos
totais de C.d.collilineatus e C.d.cascavella possuem propriedades bioquimicas e
biolégicas similares as de C.d.ferrificus.

O perfil cromatogréficc em HPLC de fase reversa mostrou que a crotoxina de
C.d.terrificus contem duas isoformas de crotapotinas (F6 e F7), contudo a crotoxina de

C.d.collilineatus mostrou a presenga de quatro isoformas de crotapotina, sendo duas
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majoritarias (F3, F4) (Ponce-Sotc e col., 2002). Este perfil foi semelhante ao da
purificacéo da crotoxina de C.d.cascavelia (Beghini e col., 2000}.

A andlise em HPLC de fase reversa mostrou também que as crotoxinas dos
venenos iotais de C.d.cascavella quanio C.d.collilineatus possuem apenas uma unica
isoforma de PLAg (F8), enquantc que a crotoxina do veneno total de C.d.terrificus
mostrou trés isoformas (F15, F16 e F17).

A andlise dos perfis eletroforéticos mostrou que os venenos C.d.ferrificus,
C.d.collilineatus e C.d.cascavella, bem como de suas crotoxinas, PLA; e crotapotinas
isoladas possuem mobilidade e disposigac de bandas eletroforéticas muito semelhanies
entre si. onde a crotoxina apresenta-se com uma banda de 26 kDa & as PLA; e as
crotapotings com uma massa molecular de 15 kDa e 9 kDa, respectivamente.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Lennon e Kaiser (1990) em

relacao ac perfil eletroforético entre as crotoxinas de C. d.terrificus e C.d.collilineatus.

4.2- Atividade Farmacologica

Neste estudo, demonstramos que as PLA,s de C.d.terrificus , C.d.collilineatus e
de C.d.cascavelia (0.5 ug/sitio), mas néo as crotapotinas (1 pgfsitio), causam aumento
significativo na permeabilidade microvascular em pele dorsal de ratos. Estudos previos
foram realizados com doses de 0.5, 1.0 e 1.5 ug/sitio para as trés PLAgs crotélicas e
demonstraram n&oc haver diferenca significaviva do extravasamento plasmatico apds a
dose de 0.5 ug/sitic. Essas substancias quando comparadas entre si, apresentam
similar capacidade de induzir extravasamento de proteina.

Fosfolipases A secretadas (sPLA;) tém sido ideniificadas em doencas
inflamatorias humanas como a artrite reumatoide (Pruzanski e col.,, 1988), psoriases
(Andersen e col., 1994), septisemia por gram-negativas (Vadas, 1994), pancreatite
aguda (Formela e col., 1995} e outras {(Hurt-Camejo & Camejo, 1997). Em condigGes
experimentais, @ administragéo de sPLA; purificadas de venenos de serpentes ou de
pancreas porcino, normalmente leva a uma reagao inflamatoria local caracterizada
principalmente por desgranulagdo de mastocitos, aumento na permeabilidade vascular
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e formacdo de edema (Lomonte e col., 1993; Moreno, 1983; Lau & Roche, 1997,
Chaves e col., 1998).

Estudos recentes demosiraram que sPLA; isoladas de venencs de serpentes
causam a formacio de edema local em rafos, resultando na liberaggo de substancias
vasoativas incluindo histamina e 5-HT, prostaglandinas e cininas (Osaka, 1988).
Embora o mecanismo de acic destas sPLA, ainda seja confroverso, seus efeitos pro-
inflamatorios sac dependentes principalmenie de sua atividade catalitica (Cirino e
col.,1989; Moreno e col., 1992).

Atualmente, sabe-se que a habilidade dos inibidores da atividade da PLA; em
suprimir a liberag8o de histamina € independente de qualquer um dos produtos da
ciclooxigenase ou lipooxigenase (Cirinc e col., 1988), dando suporte ao conceito de
dissociacio entre atividade catalitica e de desgranulacZic. Alternativamente, a Histidina-
48 (His48) pode ser importante para a expressao da atividade farmacolégica da PLAg,
independente da integridade de seu sitio catalitico {Diaz e col., 1983).

Landucci e col.(2000) sugerem que a atividade edematogénica das sPLA2 nao
estd necessariamente ligada & atividade catalitica destas enzimas, uma vez que ©
edema induzido pela PrTX-l, uma Lisina-49 (Lis-49) desprovida de atividade enzimatica
e isolada do venenoc de Bothrops pirajai, foi marcadamente reduzido pelo p-BPB , um
agente que inibe a atividade enzimatica da PLA; pela alquilagao do residuo de His-48
localizado no seu sitio ativo (Denis, 1987), e pelo uso do antagonista de receptores de
histamina e 5-HT, ciproheptadina. Os autores sugerem que o efeito da PrTX-| parece
ser decorrente de um possivel sitio farmacoldgicc presente nesta sPLAp, formado
principalmente por cargas catibnicas distribuidas na molécula, sendo uma delas
formadas pelo residuo de His-48. Desde que membranas plasmaticas de diferentes
tipos celulares (incluindo mastécitos) contém sitios anidnicos fixos constituidos
principalmente por glicosaminoglicanos sulfatados (Schwartz, 1994), acredita-se que a
ativacdo de mastocitos por polications acontece pela interacao eletrostatica entre estes
e 0s sitios anidnicos na superficie dessas células.

Interessantemente, os mastocitos expressam e liberam PLA; do tipo ll, a qual
pensava-se modular a desgranulagdo dos mesmos (Murakami e col., 1993). A

participacdo de mastécitos nas respostas mediadas pelas isoformas de crotapctinas e
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PLA, crotdlicas ern pele dorsal de ratos foi avaliada através do usc do antagonista de
receptores de histamina e 5HT, ciproheptadina. Nossos resultados mostraram gue ©
pré-tratamento dos animais com a ciproheptadina reduziu o extravasamento plasmatico
induzido pelas PLAgs de C.d.terrificus, C.d.colilineatus e de C.d.cascavella, sugerindo
que o edema resultante da acdo dessas isoformas envolve ativacdo local de
mastécitos. O edema induzido pelo composto 48/80 foi reduzido de maneira
significativa {p<0,001} nos animais tratados com ciproheptadina, confirnando entéc a
eficacia do tratamento.

Landucci e col. (1998) demonstraram que a ciproheptadina foi capaz de inibir
completamente a formagéo de edema em pata e pele de ratos induzida pela BthTX-l,
uma PLA, Lis-49 sem atividade fosfolipasica A; e pela BthTX-ll, uma PLA, Asp-48 com
haixa atividade catalitica e isoladas do veneno de Bothrops jararacussu, provandc que
elas sdo capaz de aumentar a permneabilidade microvascular em ratos por um
mecanismo envolvendo a desgranulagao de mastdcitos, semelhantemente a PriX-i de
Bothrops pirajai.

Desde que sPLA; podem ativar fosfolipases A citosolicas (cPLA) as quais
atuam catalisando a hidrolise dos fosfolipideos de membrana (Huwiler, 1997), e as
PLA, crotalicas possuem atividade catalitica, nés nao podemos excluir a possibilidade
de que o edema induzido pelas PLAgs crotdlicas pode ser uma conseqléncia da
geracio de mediadores quimiotaticos como os leucotrienos Bs e PAF.

Além disso, De Castro e col., (2000) demonstraram que a capacidade da PrTX-i
de Bothrops pirajai e BthTX-l e BthTX-ll de Bothrops jararacussu em recrutar leucoécitos
bem como a desgranulagio de mastocitos dentro da cavidade pleural de ratos envolve
mecanismos nao relacionados com a atividade enzimatica.

A ativagao dessas células pelas isoformas de PLA; crotalicas poderia gcorrer
através de um mecanismo indireto, uma vez que mastocitos estéo localizados préximos
de vasos sanguineos, epitélio, musculo iiso (ou em contato direto) com as termina¢tes
nervosas sensoriais periféricas (Marshall & Waserman, 1995), ou seja, a estimulagéo
de fibras sensoriais poderia levar & desgranulagio dos mesmos (Dimitriadou e cot.,
1991). Adicionalmente, a prépria histamina € capaz de ativar 0s terminais sensoriais
amplificando a resposta inflamatéria (Sufka e col., 1991; Amman e col.,1995).
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Existen evidéncias que sugerem o envolvimento de terminacbhes nervosas
sensoriais na producdo de inflamagBes localizadas. A ativacdo das mesmas leva &
liberacdo de neuropeptideos que iniciam a reagao inflamatdria. Acredita-se que existem
fibras na raiz dorsal gue, quando estimuladas antidromicamente, produzem
vasodilatacio da pele por um mecanismo gque nao envolve o sisiema nervose
autdnomo Bayliss, 1901 e Bruce, 1913). A partir dai, concluiu-se que a vasodilatacéo
provocada por impulscs nervosos que se propagavam no sentido eferente das fibras
nervosas sensoriais, promove a liberagio de substdncias vasoativas tais como a
substancia P e CGRP (calcitonin gene related peptide; Holzer, 1892}

Postula-se que a interacdo de substancias liberadas de mastdcitos (histamina e
5-HT) com outros mediadores inflamatdrios, tais como subsiancia P, € um passo
intermediarioc no desencadeamento de processos inflamatdrios neurogénicos (MHolzer,
1992). Além disso, sugere-se gque a histamina e 5-HT possuam seus proprios
receptores localizados em terminais nervosos sensoriais (Holzer, 1998). Sabe-se ainda
que o aumento na permeabilidade vascuiar evocado pela substancia P € mediado por
dois mecanismos distintos: estimulagio direta dos receptores NKi, localizados nas
células endoteliais de vénulas pos-capilares, e ativagdo de mastocitos (Brain & Willians,
1989). Estudos recentes revelam que receptores NK; estao expressos em mastocitos
de ratos (Ogawa e col.,1999) e camundongos (Krumins & Broomfield, 1992), sugerindo
que a substancia P desgranula mastécitos via ativacio direta desses receptores.
partindo-se desse principio, decidimos investigar a atividade edematogénica das
isoformas de PLA; crotdlicas em animais co-injetados com o antagonista de receptores
NK ; de taquicininas, SR140333.

Nossos resultados demonstraram que a co-injeg8o das isoformas de PLAz
crotalicas com © SR140333 inibiu significativamente (p<0,001) o extravasamento
plasmatico evocado pelas mesmas. C edema induzido pelas PLA; de C.d.terrificus,
C.d.collilineatus e C.d.cascavella, assim como o edema evocado pelo agonista de
receptor NK1 de taquicicinas, substancia P foi marcadamente reduzido (p<0,001),
confirmando entdo a eficacia da co-injecdo.

Dessa forma, nossos resultados indicam que © extravasamento plasmatico

induzido pelas isoformas crotdlicas & parcialmente dependente da estimulagdo de
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receptores NK 1 de taquicininas e, portanto, possui um componente neurogénico, visto
que receptores NK estdo de fato implicados nas agbes pro-inflamatorias da substéancia
P (Quartana & Maggi, 1888).

A capsaicina é bastante empregada como instrumento de pesquisa na
investigaco de processos inflamatérios neurogénicos (Holzer, 1991). isto se deve ac
fato da capsaicina possuir a capacidade de estimular ou degenerar subtipos de
neurdnios sensoriais levande aliberacdo ou deplecdo de neuropeptidecs, tais como &
substancia P e CGRP {Jancsd e col.,, 1877). Quando administrada em ratos no periodo
neonatal, a capsaicina degenera os neurdnios localizados no ganglic da raiz dorsal
causando lesio do terminal sensorial e depiegc cronica dos neuropeptideos. Assim, o
sratamento de ratos com capsaicing no periodo necnatal causou reducgéo significativa
no extravasamento plasmatico induzido pelas isoformas de PLA, crotalicas (p<0,001),
enquanto que © edema evocade pelo agonista de receptor NK1 de taquicicinas,
substancia P n&o sofreu alteracio significante, confirmando entdo a eficacia do
tratamento.

Gongalves & Mariano (2000) sugerem que a hemorragia local induzida pela
injecdo subplantar, em camundongos, do veneno de Bothrops jararaca € parcialmente
mediada por serotonina e mediadores neurchumorais, ao observarem uma reducao da
hemorragia local apdés o pré-tratamento com capsaicina. Esses mesmos autores
também observaram uma intensa desorganizacio de fibras colagenas apés a injecdo
do veneno, particularmente em regibes préximas a vasos & nervos, assim como
mastécitos foram desgranulados e eritrocitos foram vistos saindo através de vénulas
nas jungbes endoteliais.

Apesar de numerosos estudos realizados, as bases moleculares para a acdo
farmacologica seletiva e especifica das PLA; ainda ndo estéo claras. E possivel gque
tanto a hidrolise dos fosfolipidios como a ligagie a um receptor especifico para PLA; na
superficie celular sejam requeridos para um efeito farmacolégico particular. A cerca de
10 anos atras, Kini & Evans (1989) propuseram um modelo para explicar os diferentes
efeitos farmacologicos das PLA,. Este modelo era baseado na presenca de sitios
ligantes especificos localizados na superficie de céluias alvo os guais tinham alta
afinidade por PLA; especificas, mas ndo por PLA; ndc-especificas.
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Em apoio a este modelo, usando sPLA; neuroixicas do veneno de serpenies
OS+(Oxyuranus scuteliatus PLA>1 ) e OS; (Oxyuranus scuteilatus PLA>-2 } como
ligante radiomarcado, Valentin et al {2000}, identificaram dois tipos de recepiores
chamados tipo-N (neuronal) e tipo-M (musculo). Varios ligantes com alta afinidade
foram identificados em locais de ligacdc para outras sPLA; neurotéxicas, inclusive para
a crotoxina (Hseu e col, 1999). Estes dois receptores s&@o estruturaimente e
farmacologicamente distintos. Os receptores de tipo-N estfo presentes em membranas
de cérebro de rato e os receptores de tipo-M estdo presentes em membranas celulares
de musculo esquelético de coelhos (Valentin e col., 2000). Semethantes receptores de
alta afinidade, mas naoc idénticos (tipo-N-like) para os receptores de tipo-N de cérebro
foram achados em varics tecidos como pulmao, figado, coragdo e rim, sugerindo a
existéncia de uma diversidade de receptores de tipo-N em tecidos diferentes (Nicolas e
col., 1997). Contudo, estes receptores ndo foram clonados, e a estrutura molecular ¢ 0
papel fisiologico destes ligantes endogenos ainda sao desconhecidos.

Nossos resultados fornecem evidéncias diretas de gue o edema evocado pelas
PLA, crotdlicas envolve a participagdo de receptores de taquicininas NK 4, neurbnios
sensoriais e mastocitos. Nossos dados sugerem que as isoformas de PLA; crotalicas
possuem dois mecanismos distintos: estimulagio direta dos terminais nervosos
sensoriais via receptores tipo-N para PLA; presentes nestes, resultando na liberacio de
substancia P e estimulacao indireta de mastdcitos pela substancia P via receptores NK
de taquicininas, promovendo a liberac&o de histamina e 5-HT.

Entretanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que o edema formado pelas
PLA, crotalicas pode ser também uma consequéncia da liberagéo de outros mediadores
vasoativos, uma vez que a substancia P promove a liberagdo uma variedade de
agentes endogenos de macrofagos (ions superdxidos, prostandides) e estimula a
migragdo de macrofagos (Hartung e col., 1986) e leucocitos polimorfonucleares
(Hartung & Toyka, 1989).

No cérebro, a substancia P promove a secrecio de Interleucina-1 (Martin e col,,
1992) ou potencializa a liberagio de citocinas nas células microgliais de ratos neonatos
tratatos com lipopolissacarideos (Martin e col., 1993). A substancia P pode, portanto,
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desempenhar um papel de mediador nas respostas imunologicas e inflamatorias em
cérebro de humanos e de animais.

Por isso, a possibilidade de que o edema formado pelas PLA; crotalicas pode ser
também uma conseguéncia da liberac&o de oufros mediadores vascativos nao esta
axcluida e estudos fuiuros envolvends © mensuramento dos niveis desses mediadores

no extravasamento plasmatico induzido pelas PLA; de C.d.terrificus, C.d.colfilineatus e
C.d.cascavella poderiam ajudar a clarear essas hipdieses.
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4=

Os perfis cromatogréficos demonstraram similaridade das trés fragles
crotoxinicas dos venenos de C.d.ferrificus, C.d.collilineatus e C.d.cascavella &
a eletroforese também foi compativel quanto & regiGes de massa molecular
esperadas para as fragbes (Crix,CA PLAy) das trés espécies.

As PLA; , mas n8c as crotapotinas, de C.d.terrificus, C.d.colfilineaius e
C.d.cascavella causam aumenio significativo na permeabilidade
microvascular em pele dorsal de ratos.

O exiravasamento protéico na pele de ratos induzido pelas PLA, das trés
espécies crotdlicas é decorrente da ativagio de mastdcitos, bem como da
ativacdo de terminais nervosos sensoriais, resultando na liberagdo de

agonistas de receptores NK de taquicininas, provavelmente a substancia P.
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Apéndices

Producdo cientifica

- PARTICIPACAO EM CONGRESSOS

1- Neurogenic inflammation induced by PLA; from Crotalus durissus colillineatus and
Crotalus durissus terrificus venom on rat dorsal skin. (SBFTE- 2002);

2 _Characterization of oedematogenic activity of crotoxin isolated from Crofalus durissus
cascavella rattlesnake venom on the rat dorsal skin. (FESBE- 2001});

3-Characterizatiory of insulin releasing activity of crotapotin, an acid subunit of crotoxin,
on rat pancreatic B-cell. (FESBE-2001}

- ARTIGOS

1- Capsaicin sensitive primary afferent neurones and mast cells participation in the
plasma protein extravasation induced by crotapotins and PLAgs isolated from Crotalus
durissus sp. 2Camara, P.R.S., 2Esc:gz.:isa’ti:o, L.C.M, 2Caa‘nargo, E.A., “Antunes, E.
"Toyama, M.H., 'Marangoni, S,. (submetido)

2.Structural and biological characterization of nove! PLA; isoform isolated from the
Crotalus durissus collilineatus venom. Marcos H.Toyama, daniela G. Oliveira, Renata G.
Rosa, Everardo M. Carneiro, Paula R.S.Camara, Edson Antunes, Gilbertc de Nucci,
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