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1. INTRODUCAO

1.1. Envenenamentos ofidicos

No Brasil, os envenenamentos ofidicos englobam aproximadamente 30.000
casos por ano, sendo que quatro sdo 0s géneros de serpentes envolvidos nestes
acidentes. O género Bothrops é o principal deles, responsavel por aproximadamente
80% do total de acidentes, seguido pelos géneros Crotalus (7,3%), Lachesis (3%) e
Micrurus (0,7%) (SINAN, 2009).

As serpentes do género Crotalus, conhecidas popularmente como cascavel,
maracamboia e boicininga, sdo serpentes robustas, ageis de habitos terrestres. Estas
serpentes sdo facilmente identificadas pela coloragdo marrom-amarelada e pela presenga
de um guizo ou chocalho na sua extremidade caudal (Melgarejo, 2003).

O género Crotalus no Brasil apresenta uma Unica espécie, a Crotalus durissus,
de ampla distribuicdo geografica. Essas serpentes sdo encontradas desde os cerrados do
Brasil central, até as regides aridas e semi-aridas do Nordeste, seguindo pelo extremo
Sul e Norte do pais, exceto na zona litordnea. Dentro dessa espécie, subdividem-se
cinco subespécies: Crotalus durissus terrificus, predominante das regides Sudeste e Sul,
sendo a principal subespécie responsavel pelos acidentes notificados no pais (Fig. 1); a
Crotalus durissus collilineatus, comum na regido centro-oeste, estendendo-se até o
estado de Rondonia; a Crotalus durissus cascavella, predominante na regido Nordeste
do pais, e as menos conhecidas, como a Crotalus durissus ruruima e a Crotalus
durissus marajoensis, restritas as savanas de Roraima e da llha de Marajo,

respectivamente (Melgarejo, 2003).
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1.1.1. Veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus (VCdt)

O veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) é considerado uma mistura
complexa de proteinas e polipeptideos que interferem em varios processos fisioldgicos.
O veneno induz efeitos neurotoxico, miotoxico e coagulante (Jorge & Ribeiro, 1992).
Dentre as toxinas presentes neste veneno, destacam-se a crotoxina (Slotta & Fraenkel-
Conrat, 1938), a crotamina (Moura-Gongalves & Vieira, 1950), a giroxina (Barrio,
1961), a convulxina (Prado-Francesqui & Vital-Brazil, 1981) e a enzima tipo trombina
(thrombin-like) (Raw et al., 1986).

A atividade neurotdxica do veneno é a responsavel pelo quadro de paralisia
muscular esquelética (facies neurotoxica), ptose palpebral, diminuicdo da motricidade
ocular e da acuidade visual e insuficiéncia respiratéria (Rosenfeld, 1971; Amorim et al.,
1951). Essa atividade é atribuida a crotoxina que ao impedir a liberacdo de acetilcolina,
bloqueia a transmissdo na juncdo neuromuscular (Vital-Brazil & Excell, 1971;
Hawgood & Santana de S&, 1979; Bon et al., 1979; Kini et al., 2003).

O efeito miotdxico do veneno é decorrente da acdo da crotoxina e da crotamina.
A crotamina é considerada uma proteina basica de baixo peso molecular, sem atividade
enzimatica e que corresponde a cerca de 17% do veneno total (Ownby et al., 1976;
Gopalakrishnakone et al., 1984).

Ja a agdo coagulante do veneno € atribuida a um componente do tipo trombina
(thrombin-like), a giroxina, que converte o fibrinogénio em fibrina, sem a necessidade
da formacéo de trombina, aumentando o tempo de coagulacdo sanguinea (Sano-Martins
et al., 2001).
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Assim, o quadro de envenenamento humano por Crotalus durissus terrificus
caracteriza-se por manifestacOes sistémicas, tais como: mal estar, prostracédo, sudorese,
vomitos, sonoléncia, observadas logo nas primeiras horas ap6s o acidente. Devido a
atividade miotdxica do veneno o0s pacientes acidentados apresentam quadro de
rabdomiolise generalizada (Azevedo-Marques, 1985; Magalhdes et al., 1986; Jorge &
Ribeiro, 1992). Outra manifestacdo sistémica importante é a incoagulabilidade
sanguinea observada em cerca de 50% dos acidentes crotalicos, em humanos (Jorge &
Ribeiro, 1992; Sano-Martins et al., 2001), e também verificada experimentalmente em
cdes, que apresentaram hipofibrinogenemia e ativacdo secundaria do sistema
fibrinolitico (Sousa-e-Silva et al., 2003).

Apesar dos efeitos sistémicos marcantes, ndo s&o observados sinais
inflamatdrios significativos no local da picada nos acidentes causados pelas serpentes
Crotalus durissus terrificus, diferente do que € observado em acidentes causados por
outros géneros de serpentes, entre eles, o género Bothrops (Rosenfeld 1971; Gutierrez
& Lomonte, 1989).

A crotoxina (CTX) é o principal componente téxico do VCdt representando
cerca de 60% do veneno total, (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938; Breithaupt, 1976).
Trata-se de um heterodimero formado a partir da associacdo de um polipeptideo &cido,
ndo téxico e ndo enzimatico denominado crotapotina (CA) e por uma subunidade
basica, responsavel pela atividade toxica e com atividade fosfolipasica (CB)
(Habermann & Breithaupt, 1978; Bon et al., 1979; Hendon & Bieber, 1982; Hawgood
& Bom, 1991; Sampaio et al., 2010; Faure et al., 2011).

A literatura relata que a atividade da CTX é dependente da agdo mutua dos
componentes CA e CB, onde o componente CA comporta-se como uma chaperona,
direcionando o componente CB ao seu sitio de acdo (Bon et al., 1979; Faure & Bon,
1988). Rangel-Santos e colaboradores (2004), estudando a atividade tdxica da CTX ou
do componente B isolado de venenos das subespécies Crotalus durissus terrificus,
Crotalus durissus cascavella ou Crotalus durissus collilineatus, observaram que 0s
componentes B apresentam menor atividade neurotoxica e miotdxica, quando
comparados a toxina integra correspondente. Esses dados reforcam o conceito da

importancia da associacdo dos componentes (A e B) para que haja a atividade toxica.
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1.2. Consideragdes gerais sobre a Resposta Inflamatoria

A inflamacdo por definicdo € uma resposta complexa do tecido conjuntivo
vascularizado frente a uma determinada injdria, que ocorre de maneira estereotipada.
Essa resposta, independente da natureza do estimulo lesivo € caracterizada por eventos
vasculares, celulares e linfaticos que se desenvolvem com a finalidade de eliminar o
agente lesivo, restituir o tecido lesado e manter a homeostasia do organismo (Rankin,
2004; Kumar et al., 2010; Kvietys & Granger, 2012).

Os eventos vasculares da resposta inflamatéria compreendem alteracGes
hemodinamicas, que culminam com o extravasamento de proteinas plasmaticas para o
tecido adjacente. Inicialmente, imediatamente ap0s o estimulo lesivo, ocorre uma
vasoconstriccdo transitoria seguida de uma vasodilatacdo que favorece o aumento do
fluxo sanguineo, causando calor e vermelhiddo no local da injdria, observada,
principalmente, nas vénulas pds-capilares (Blake & Ridker, 2001). Essas alteracdes sdo
seguidas por mudancas estruturais na parede do vaso caracterizadas, principalmente, pela
contracdo da célula endotelial e abertura de juncdes entre essas células. Essas aberturas
levam ao aumento da permeabilidade vascular e conseqiente extravasamento de
proteinas plasmaticas para o tecido intersticial (Rankin, 2004) o que caracteriza 0 edema
inflamatdrio (Janeway & Travers, 1994; Blake & Ridker, 2001; Tedgui & Mallat, 2001).
Ainda, em conseqliéncia ao extravasamento plasmatico, ocorre o aumento da viscosidade
do sangue e a reducdo do fluxo sanguineo. Essas alteracdes hemodindmicas levam a
estase sanguinea, marginacdo leucocitaria e migracdo destas células para o tecido
extravascular (Rankin 2004; Kumar et al., 2010).
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1.2.1. Mediadores quimicos da inflamacéo

Os mediadores quimicos da inflamacdo atuam de maneira inter-relacionada, nos
eventos vasculares e celulares da resposta inflamatéria (Rocha e Silva & Garcia-Leme,
1972; Ferreira & Vane, 1973; Majno & Joris, 2004; Rankin, 2004; Ley et al., 2007).

As manifestacbes uniformes que caracterizam a resposta inflamatéria séo
decorrentes da acdo de substancias enddgenas liberadas ap6s o estimulo lesivo,
denominadas mediadores quimicos da inflamacéo.

Os mediadores s&o originados do plasma, tais como 0s componentes do sistema
complemento, do sistema da coagulacéo e as cininas ou ainda originados de células e de
tecidos, tais como a histamina, a serotonina, metabdlitos do acido araquiddnico, fator de
ativagdo plaquetério (PAF), oxido nitrico (NO) e interleucinas (Contran et al., 1999;
Rankin, 2004; Majno & Joris, 2004).

Particularmente, os metabolitos do acido araquidénico, também conhecidos como
ecosandides sdo mediadores lipidicos importantes que atuam em diversos processos
fisioldgicos e patoldgicos (Harizi et al., 2008). Quando as células séo expostas a diversos
estimulos mecénicos, quimicos, ou fisicos, os fosfolipidios presentes nas membranas das
células sofrem acdo de fosfolipases celulares, como por exemplo, a fosfolipase A,
liberando o acido araquidénico (Rankin, 2004; Kumar et al., 2010, Harizi et al., 2008).
Este por sua vez, pode ser metabolizado enzimaticamente por trés vias distintas: P-450
epoxiogenase, ciclooxigenases (ciclooxigenase-1 e ciclooxigenase-2) e lipoxigenases.
Pela via da P-450 epooxigenase sdo produzidos os &cidos hidroxieicosatetraenoico
(HETEsS) e os epoxidos. Pela via das ciclooxigenases (COXs) sdo geradas as
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanas, enquanto pela via das lipoxigenases (LOs)
sdo gerados os leucotrienos e as lipoxinas (Harris et al., 2002; Harizi et al., 2008; Serhan
et al., 2008). Existem duas isoformas da enzima ciclooxigenase, a COX-1 e a COX- 2. A
COX-1 é uma proteina constitutiva encontrada no reticulo endoplasmatico de varios tipos
celulares, enquanto a expressdéo da COX-2 é induzivel por estimulos extras e
intracelulares. J& as LOs sdo mais numerosas e entre estas estdo as 5-lipoxigenase (5-
LO), 12-lipoxigenase (12-LO), e a 15-lipoxigenase (15-LO) (Kam & See, 2000; Harizi et
al., 2008). Esses ecosanéides gerados pelas diferentes vias ligam-se aos receptores
ligados a proteina-G presentes nas membranas celulares e ativam uma cascata de

sinalizagdo intracelular, mediando assim, as diferentes fases da inflamagdo (Rankin,
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2004; Majno & Joris, 2004, Kumar et al., 2010; Serezani et al., 2007; Serhan et al., 2008,
Harizi et al., 2008).

Em relacdo a atuacdo desses metabdlitos na resposta inflamatéria, as
prostaglandinas, incluindo a prostaglandina E, (PGE;) (Serezani et al., 2007) e as
prostaciclinas causam vasodilatacdo e potencializam a formacao do edema inflamatério
(Cotran et al., 1999; Majno & Joris, 2004; Aronoff et al., 2007); os leucotrienos causam
vasoconstric¢do, aumento de permeabilidade vascular e atuam como importantes agentes
quimiotaticos, como por exemplo, o leucotrieno B4 (Lewis et al., 1990; Roitt et al., 1999;
Peters-Golden et al., 2005; Peters-Golden & Henderson, 2007).

Adicionalmente, as lipoxinas, mediadores enddgenos descritos primeiramente por
Serhan e colaboradores (1984) atuam como importantes agentes anti-inflamatorios
contribuindo para a resolucdo da resposta inflamatéria tanto em humanos como em outros
mamiferos (Fierro & Serhan, 2001; Serhan, 2005) A biossintese das lipoxinas envolve a
interacdo de diferentes tipos celulares, tais como leucdcitos, plaquetas e endotélio
vascular (McMahon et al., 2001; Serhan, 2005).

As lipoxinas podem ser geradas mediante trés vias distintas. Duas dessas vias
envolvem a acdo das enzimas: 12-LO de plaquetas, ou 15-LO de macrofagos que atuam
sobre o leucotrieno A4 (LTA,) liberado por neutréfilos (Serhan & Sheppard, 1990; Levy
et al., 1993; Bonnans et al., 2002). Recentemente, a terceira via de geragédo de lipoxinas
foi descrita, e diferente das demais vias € desencadeada pela acdo da aspirina (ASA), ndo
havendo a participacdo das lipoxigenases. Sabe-se que a ASA € capaz de acetilar a
ciclooxigenase-2 (COX-2) inibindo a geracdo de prostaglandina, mas também leva a
formacdo de 15R-HETE, uma molécula intermediaria que pode ser metabolizada pela 5-
lipoxigenase. Dessa forma, essa enzima da origem a epimeros (15R-LXs), também
conhecidos como andlogos estaveis de lipoxinas (ATLs), que contribuem para as
propriedades anti-inflamatérias da ASA (Claria & Serhan;1995) .

A literatura descreve que a lipoxina A4 inibe a liberagdo de IL-1p por neutrofilos,
bem como a expressdo de moléculas de adesdo na superficie celular, o que
consequentemente inibe a migracdo dessas células para o foco inflamatorio (Moncada,
1991; Fiore & Serhan 1995; Diamond et al., 1999; Fierro & Serhan, 2001) além de
também estimular a fagocitose de neutrofilos apoptéticos por macrofagos (Godson et al.,
2000).
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Ainda, cabe destacar, a acdo moduladora das citocinas pré-inflamatorias e anti-
inflamatorias que atuam nos eventos vasculares e celulares da resposta inflamatoria.

O TNFa, IL-1, IL-6, IFN-y, IL-12 e IL-18 sdo exemplos de citocinas pro-
inflamatdrias, enquanto a IL-4, IL-10, IL-13 e IFN-a sdo reconhecidas como anti-
inflamatorias. (Cavaillon, 2001; Bogdan, 2001).

O TNF-a possui diversas propriedades biologicas, atuando sobre a
diferenciacéo, proliferagdo, ativacdo e morte celular. Esta citocina exerce também efeito
quimiotatico sobre monacitos e neutrdfilos, estimula a producdo de prostaglandina E;
por macrofagos residentes e modula a funcéo de linfocitos B e T (Beutler & Cerami,
1989).

O TNF-a humano produzido pelos macrofagos, linfocitos T ativado e por outras
células ndo linfoides é sintetizado em duas formas biologicamente ativas: uma forma
precursora, associada a membrana, e uma soltvel, derivada da sua clivagem proteolitica
(Smyth e Johnstone, 2000). Existem dois tipos de receptores para 0 TNF-a.: tipo |
(TNFR1) e tipo 1l (TNFR2), os quais estdo presentes na membrana plasmatica de varios
tipos de células, com excecdo dos eritrocitos (Wallace et al., 1999; Shen & Pervaiz,
2006; Mazzon et al., 2008).

A ligagéo ao receptor TNFR1 pode iniciar a clivagem e ativagdo das caspases,
envolvidas no processo de apoptose. Alternativamente, a ativacdo do TNFR2 pode levar
aos sinais intracelulares dependentes das quinases levando a ativacdo do fator NF-¢xB e
expressao de genes celulares para TNF-ao. (Warren et al., 1988). Ainda, a ligacdo aos
receptores pode resultar na ativacdo e proliferacdo celular (Smyth & Johnstone, 2000;
Mazzon et al., 2008).

A IL-1 (IL-1a e IL-1B) e a IL-6 sdo citocinas pleiotropicas secretadas pelos
macrofagos, monacitos, neutréfilos, linfocitos T e B, células endoteliais, fibroblastos e
queratinocitos. Funcionalmente, sdo semelhantes e atuam sinergisticamente sobre
diversas atividades bioldgicas; induzem principalmente a sintese e secrecdo de proteinas
de fase aguda pelos hepatdcitos, sendo reconhecidas como reguladoras da resposta de
fase aguda do processo inflamatério. Estas citocinas estimulam também a producdo de
quiomiocinas, as quais atraem as células inflamatorias para o sitio inflamatorio
(Dinarello, 1996; Sppdorri et. al., 2001).

O oxido nitrico (NO) é outro mediador importante, sintetizado por células

(endoteliais, macrdéfagos e neurbnios), pela acdo das enzimas 6xido nitrico sintetases
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(NOSs) sobre a L-arginina e o oxigénio. Existem trés isoformas descritas para a NOSs,
duas delas, a forma neuronal (nNOS) e a endotelial (eNOS) sdo constitutivas, porém a
outra é induzivel (iNOS), como por exemplo, por LPS e citocinas (Moncada et al., 1991;
Alderton et al., 2001; Cerqueira & Yoshida, 2002). O NO € um potente agente
vasodilatador, que entre outras funcdes reduz a adesdo e agregacdo de plaquetas e o
recrutamento leucocitario durante a resposta inflamatéria (Moncada et al., 1991; Knowles
& Moncada, 1995; Alderton et al., 2001; Dusse et al., 2003; Cerqueira & Yoshida, 2002;
Kvietys & Granger, 2012).

Ainda nos eventos vasculares, deve ainda ser destacada a participacdo dos
seguintes mediadores: os fragmentos C3a e Cba do sistema complemento; os
fibrinopeptideos, provenientes do sistema das cininas, aminas vasoativas, tais como a
histamina e a serotonina, além do fator de ativacdo plaquetara (PAF) (Contran et al.,
1999; Rankin, 2004; Majno & Joris, 2004).

Além disso, o fragmento C5a do sistema complemento, os fibrionopeptideos e o
fator de ativacdo plaquetaria (PAF) atuam como importantes agentes quimiotaticos.

O recrutamento de células para o foco inflamatorio € um fenémeno fundamental
na resposta inflamatdria que envolve a interacdo especifica e a consequente sinalizacao
bidirecional entre as células endoteliais e os leucdcitos (Muller, 2009). Essa interacao é
mediada por diversas familias de moléculas de adesdo e pela liberacdo de mediadores
inflamatorios, tais como: citocinas (IL-1, TNF-a), quimiocinas (MCP-1, macrophage
inflammatory protein-1), fragmentos do complemento (C5a), fator ativador das plaquetas
e outros (Kumar et al., 2010; Muller, 2009).

Cabe ressaltar que o processo de recrutamento leucocitario em dire¢do ao foco
inflamatorio envolve uma série de eventos. Inicialmente, os leucdcitos rolam sobre o
endotélio vascular, em seguida aderem-se firmemente a superficie endotelial, o que
aumenta de forma significativa o contato entre o leucocito e célula endotelial.
Posteriormente, os leucdcitos geralmente, se locomovem ao longo das juncGes inter-
endoteliais e atravessam a membrana basal subendotelial alcancando o intersticio e

migram em direcdo ao foco inflamatério.

Cabe enfatizar que o modelo original da cascata de eventos responsaveis pela
adesdo e migracao leucocitaria era representado pelo rolling, mediado pelas selectinas e

adesdo mediada pelas integrinas, culminando com a transmigracdo dos leucocitos.
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Entretanto, evidéncias recentes sugerem a adicdo dos seguintes eventos: slow rolling,
firme adeséo, intraluminal crawling e a migracéo celular propriamente dita (paracelular
ou transcelular). A interacdo entre diferentes moléculas de adesdo e seus respectivos
ligantes permite que esses eventos ocorram de forma dinamica no decorrer do processo
inflamatdrio (Ley et al., 2007; Zarbock & Ley, 2008; Muller 2009; Woodfin et al.,
2010).

1.2.2. Considerac0es gerais sobre moléculas de adesao

As moléculas de adesdo podem ser encontradas na forma sollGvel, como

proteinas circulantes, ou ligadas a superficie das células (Fig. 2).

As selectinas consistem de trés familias diferentes de moléculas: L-selectina, P-
selectina e E-selectina, as quais sdo importantes na captura dos leucdcitos e no rolling
sobre o endotélio (Ley et al., 2007). A L-selectina (CD62L) € expressa, exclusiva e
constitutivamente nos leucdcitos, enquanto as expressdes da E- selectina (CD62E), nas
células endotelias, e da P-selectina (CD62P), tanto nas células endotelias como nas
plaquetas, sdo induzidas por mediadores inflamatérios, tais como, TNF-a, IL-1 ou
lipopolissacarideos (Mulligan et al., 1998; Walzog & Gaehtgens, 2000; Rankin, 2004;
Mazzon et al., 2008). Todas as selectinas possuem dominios que interagem com seus
respectivos ligantes transmembranicos de glicoproteinas, um componente terminal de
oligossacarideos presentes em leucdcitos e em células endoteliais. Os ligantes ESL-1
(E-selectin ligand-1) ligam-se a E-selectina, j& o PSGL-1 (P-selectin glycoprotein
ligand-1) tem um papel importante como ligante para as trés selectinas, apesar de
originalmente ser classificado como um ligante apenas da P-selectina, enquanto que
GlyCAM-1 (Glycosylation dependent cell adhesion molecule-1) e MadCAM (Mucosal
addressin cellular adhesion molecule-1) ligam-se a L-selectina (Ebnet & Vestweber,
1999; Ley et al., 2007; Woodfin et al., 2010). A interacdo de leucdcitos com as
selectinas, juntamente com a participacdo de quimiocinas, pode induzir a ativacdo de
integrinas na superficie leucocitéria através de uma via de sinalizagdo dependente de
mitogen activated protein kinases (MAPK), levando a firme adesdo dos leucdcitos ao

endotélio ativado.

As integrinas, moléculas de adesdo presentes na superficie celular, sdo

moléculas heterodiméricas, compostas por duas cadeias polipeptidicas a e B, unidas por
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ligagdes nao covalentes. A subunidade B determina a classificacao dessas moléculas em:
B1 (CD29), B2 (CD18), B3 (CD61) e P7 integrinas, as quais estdo envolvidas no
recrutamento dos leucdcitos. Particularmente, as P, integrinas (CD11/CD18) também
participam do rolling leucocitario e medeiam a firme ades@o dos polimorfonucleares ao
endotélio. Existem quatro tipos de P, integrinas, cujas denominacdes variam de acordo
com as suas subunidades a: a LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen); a Mac-1
(CD11b/CD18); a gp150/95 (CD11c/CD18) e a CD11d/CD18. Particularmente, a Mac-
1 é armazenada em granulos neutrofilicos. Diante da exposicao da célula (neutréfilo) a
fatores que estimulem sua desgranulacdo, como por exemplo, a secrecdo de IL-8, essa
molécula é rapidamente mobilizada para a superficie celular. Estas integrinas ligam-se
aos seus respectivos ligantes expressos pelas células endoteliais ativadas, pertencentes a
familias das imunoglobulinas (Ley et al., 2007; Rose et al., 2007; Zarbock & Ley
2008).

Dentre a superfamilia das imunglobulinas destacam-se as ICAMs, 1, 2 e 3
(intercellular adhesion molecule) a VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) e a
PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) ou CD31.

A ICAM-1, principal ligante envolvido na firme adesdo dos polimorfonucleares
ao endotélio liga-se as integrinas, LFA-1, Mac-1 e gp150/95. As ICAMs-2 e 3 ligam-se
as integrinas LFA-1 e CD11d/CD18, respectivamente (Rankin 2004; Kinashi, 2005;
Muller , 2009). J& a VCAM-1 € o ligante para a VLA-4 (very late antigen-4), uma p;

integrina expressa principalmente nos linfocitos e nos mondcitos.

A expressao dessas moléculas nas células é variada, a ICAM-1 e a VCAM-1 tém
suas expressdes aumentadas apés ativacdo das células endoteliais pelos mediadores
inflamatdrios (IL-1, TNF, LPS) (Ley et al., 2007; Mazzon et al., 2008), enquanto a
ICAM-2 é expressa constitutivamente pelas células endoteliais e por alguns leucécitos,
com excecdo dos polimorfonucleares (Walzog & Gaehtgens, 2000; Rankin, 2004).
Ainda, a PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1 ou CD31), outra
molécula da familia das imunoglobulinas é expressa nas plaquetas, polimorfonucleares,
mondcitos e nas juncBes intercelulares do endotélio (De Lisser et al., 1994; Chosay et
al., 1998; ). A PECAM-1 dentre outras moléculas tais como as junction adhesion
molecules (JAMs) e a CD99, é considerada uma molécula endotelial juncional
intimamente ligada com o processo de transmigracdo endotelial (Ley et al., 2007;
Woodfin et al., 2007; Privratsky et al., 2010).
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Figura 2. Representacao esquematica das moléculas de adeséo. Principais moléculas
de adesdo envolvidas na interacdo leucocito-endotélio e no recrutamento de leucdcitos
para o foco inflamatdrio. Destaque para o rolling mediado pelas selectinas, um pré-
requisito para a ativacdo de integrinas-p,, (LFA-1 e Mac-1) e consequente firme adesao
de leucdcitos sobre o endolélio vascular. Destaque também para as moléculas de adesdo
presentes nas jungdes inter-endoteliais (PECAM-1, JAM-1 e VE-caderina). A ativacéo e

atuacdo dessas moléculas € essencial para o processo de transmigracédo leucocitaria.

Além das moléculas descritas acima, também estdo envolvidas no processo de
transmigracdo dos leucdcitos, as proteinas da matriz extracelular, expressas pelas
células endoteliais nos locais de contato célula-célula, tais como, vitronectina (receptor

para 3 integrina) e caderina (Walzog & Gaehtgens, 2000).

Como citado anteriomente, a firme adesdo de leucdcitos ao endotélio envolve a
expressao de integrinas que se ligam especificamente as imunoglobulinas presentes no
endotélio vascular. Essa interagdo induz um aumento de célcio intracelular e ativacéo de
uma cascata de sinalizagdo via MAPK, que culmina com uma atuagdo sobre o0s

filamentos de miosina, induzindo a contracdo endotelial. Esses eventos promovem a



Introducao 12

migracdo dos leucdcitos por meio das juncdes inter-endoteliais, 0 que caracteriza a
migracdo paracelular. J& a migracéo transcelular inicia mediante uma translocacéo de
ICAM-1 para regides ricas em cavéolas de actina. Essas caveolas que passam a conter a
ICAM-1 ligam-se a organelas vesiculo-vacuolares (VVO), formando um canal por onde
ocorre a passagem do leucdcito. E importante destacar também a importancia de um
conjunto de proteinas denominado ERM (ezrin, radixin € moensin) responsaveis pelo
aumento do link entre ICAM-1 e as proteinas do citoesqueleto (Ley et al., 2007;
Carman, 2009).

1.2.3. O fator de transcricdo NF-kB

A literatura relata que a transcricdo génica de importantes mediadores
envolvidos na génese da resposta inflamatoria, tais como COX-2, TNF-a e IL-1p ¢
regulada pela ativacdo de um fator de transcri¢do nuclear, denominado NF-xB (nuclear
factor-kappa B) (Hewett & Rott, 1993; Kopp & Ghosh, 1995; Watson et al.,1999;
Kubes & McCafferty, 2000; Won et al., 2006).

Em seu estado inativo os dimeros de NF-xB estdo localizados no citoplasma
como compostos inativos associados a membros da familia dos inibidores de kB, 1kB.
Mediante um estimulo inflamatério, a enzima 1kB quinase fosforila 1kB, induzindo sua
degradacdo, liberando o NF-xB que subsequentemente é translocado para o nucleo da
célula. O NF-xB translocado (p65) no nucleo, liga-se ao sitio especifico do DNA,
favorecendo a transcricdo de varios genes, cujas proteinas sdo importantes na resposta
inflamatoria, tais como: citocinas (TNF-o e IL-1p e IL-6) quimiocinas, moléculas de
adesdo e enzimas pré-inflamatérias (COX-2 e iNOS) (Arend & Dayer, 1995; Kopp &
Ghosh, 1995; Barens & Karin, 1997; Kubes & McCafferty, 2000; Won et al., 2006).

1.3. A carragenina como agente inflamatdrio

As carrageninas sdo polissacarideos sulfatados provenientes de algas marinhas
(Rhodophycae), predominantemente dos géneros Chondrus, Eucheuma, Gigartina e
Iridaea (Van Arman, 1979) e compreendem 3 subtipos «k, 1 € A (De Ruiter & Rudolph
1997). Essas substancias sdo consideradas potentes aditivos alimentares. Além disso,
modelos utilizando a carragenina (Cg) como agente inflamatorio s&o amplamente

utilizados tanto para a investigacdo da fisiopatologia da inflamacdo aguda, como
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também para a triagem de substancias com potencial anti-inflamatorio (Winter et al.,
1962; Di Rosa, 1972; Vinegar et al., 1982; Tsuji et al., 2003; Bhattacharyya et al.,
2008; Li et al., 2011).

A inflamac&o induzida pela injecdo de Cg em cavidades pleural e peritoneal é
geralmente caracterizada por um acumulo de exsudato e intensa migracdo de células
inflamatdrias. Da mesma forma, a injec&o intraplantar desse agente inflamatério induz
uma resposta inflamatoria marcante com desenvolvimento de edema e hiperalgesia
(Winter et al., 1962; Nakamura & Ferreira, 1987; Posadas et al., 2004).

Posadas e colaboradores (2004) demonstraram que em camundongos Swiss, 0
edema de pata induzido pela Cg é bifasico e dependente da idade e do peso dos
animais. Além disso, esse edema é mediado pela expressao de eNOS, iINOS, COX-1 e
COX-2. O primeiro pico de edema é caracterizado pelo aumento da expressdo de
oxido nitrico, enquanto que o segundo pico, mais tardio, difere do primeiro pelo
aumento da expressdo de COX-2, a qual comeca a ser detectada a partir da 24° hora
apos a injecdo do agente.

Em relacdo ao componente celular da resposta inflamatoria induzida pela Cg,
Vinegar e colaboradores (1973) demonstraram por meio de anélise histologica que a
injecdo intraplantar de Cg determina infiltragdo de neutrofilos no tecido subcutaneo da
pata de ratos. Em relagdo a cinética de migracdo de neutréfilos, os mesmos autores
observaram que ap06s 20 minutos estas células localizavam-se em vasos préximos ao
local da inoculacdo do agente. Apds 60 minutos, observava-se a migracdo dessas
células para o tecido subcutaneo adjacente, a qual se intensificava 2 horas apés a
injecdo de Cg.

Em relacdo a mediacdo da resposta celular inflamatéria induzida pela Cg, Wallace
e colaboradores (1999) demonstraram através de modelo de bolsa de ar em ratos que a

migracdo celular € mediada principalmente pela COX-1.

Outros dados de literatura relatam também que essa resposta celular envolve a
participacdo de importantes mediadores pro-inflamatérios e de moléculas de adesdo na
migracdo celular induzida pela Cg, uma vez que foram detectados altos niveis de
prostaglandina E;, TNF-a, IL-1a e IL-1B, além de um aumento da expressdo das
moléculas de adesdo P-selectina e ICAM-1 (Cuzzocrea et al., 2006; Dalmarco et al.,
2008) 4 horas apos a injecdo desse agente inflamatorio (Utsunomiya et al., 1991;
Cuzzocrea et al., 1999; Frode et al., 2001; Iwata et al., 2010; Min et al., 2010).
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1.4. Efeitos modulatérios do veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) e da
crotoxina (CTX) sobre a resposta inflamatéria

Ao contrario dos venenos de outras espécies pertencentes ao género Crotalus,
como as encontradas na América Central e do Norte, a reacdo local gerada pela agédo
direta do veneno da espécie Crotalus durissus terrificus é caracterizada por um edema
discreto sem sinais inflamatorios significativos (Amorim et al., 1951).

Varios dados de literatura relatam que o VVCdt e a sua principal toxina, a CTX
apresentam efeitos imunomodulatorios, anti-inflamatorios e analgésicos (Landucci et
al., 1995; Cardoso & Mota 1997; Landucci et al., 2000; Sousa-e-Silva et al., 1996;
Sampaio et al., 2001; Nunes et al., 2007, 2010; Zhu et al., 2008).

Experimentalmente, Sousa-e-Silva e colaboradores (1996) demonstraram que 0
veneno crotalico desencadeia no local da inoculacdo uma resposta inflamatdria
caracterizada por discreto acimulo de leucdécitos polimorfonucleares e por edema de
fraca intensidade, mediado principalmente pela histamina.

Além da fraca atividade flogistica do VCdt, outras linhas de pesquisa
evidenciam o papel modulador deste veneno sobre a resposta inflamatéria. Landucci e
colaboradores (1995, 2000) mostraram que o componente A da CTX (crotapotina),
inibe 0 edema de pata de ratos induzido pela Cg ou por fosfolipases A, isoladas de
venenos animais.

Sousa-e-Silva e colaboradores (1996) demonstraram que a injecdo de VCdt em
camundongos imediatamente ap0s a administracdo intraperitoneal de tioglicolato,
determina decréscimo no nimero de leucdcitos que migram para a cavidade peritoneal.
Ainda, os autores mostraram pela primeira vez que o VCdt inibe por um tempo
prolongado o espraiamento e a capacidade de fagocitose por macrofagos peritoneais de
camundongos, células relevantes no processo inflamatorio.

Em continuidade a esse estudo, Sampaio e colaboradores (2001), avaliando o
efeito do VCdt sobre o metabolismo de macrofagos peritoneais de ratos e a possivel
correlacdo entre as modificacGes deste metabolismo com as alteracBes funcionais destas
células, demonstraram dualismo na agdo deste veneno, uma vez que foi observada a
estimulacdo do “burst’respiratorio (geragdo de peroxido de hidrogénio), da geracdo de
oxido nitrico, da atividade fungicida e do metabolismo de glicose e glutamina, como
também foi observada a inibicdo do espraiamento e da capacidade fagocitica dessas
células. Além disso, foi demonstrado que a CTX particularmente a fosfolipase A;, 0

componente B desta toxina, é a responsavel pela agdo inibitoria do veneno sobre as
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funcBes dos macrofagos (Sampaio et al., 2003; 2005). Outros estudos evidenciaram que
0s metabdlitos do acido araquidénico, derivados da lipoxigenase, estdo envolvidos neste
efeito (Sampaio et al., 2006). Além disso, foi também demonstrado que essa atividade
inibitéria da toxina é decorrente da drastica diminuicdo da fosforilacdo de tirosina-
quinase e da expressao de proteinas sinalizadoras como as GTPases, RhoA e Rac.
(Sampaio et al., 2006)

Ainda, dentro dessa linha de investigacdo, foi demonstrado que, assim como
observado para os macrofagos, o VCdt, in vitro e in vivo, inibe a fagocitose mediada por
CR1/CR3, por neutrofilos peritoneais, obtidos no modelo de peritonite induzido pela
Cg, em ratos. Nesse estudo foi observado também o efeito inibitério prolongado do
VCdt, uma vez que esse efeito permanece por 14 dias apds a administracdo de uma

unica dose de veneno (Lima et al., 2007).

Dando continuidade aos estudos que evidenciam o efeito modulador do VCdt
sobre a inflamacdo foi demonstrado ainda que o VCdt tem efeito antiinflamatorio
prolongado sobre a resposta inflamatoria induzida pela Cg, em camundongos. Esse
estudo mostrou que uma unica dose de VCdt, administrada pela via subcutanea, 7 ou 21
dias antes da injecdo de Cg inibe, respectivamente, o desenvolvimento do edema de pata
e a migracao celular para a cavidade peritoneal, induzidos por este agente inflamatério.
Este efeito antiinflamatorio também foi observado apds a instalagdo da resposta

inflamatdria (Nunes et al., 2007).

Além disso, foi identificado que a CTX, o principal componente do VCdt é
responsavel por esse efeito anti-inflamatério prolongado deste veneno. Neste mesmo
trabalho, os autores demonstraram que uma Unica dose de CTX inibe o edema de pata e
a migracdo de células para a cavidade peritoneal induzidos pela Cg, além de alterar a
interacdo leucdcito-endotélio induzida por esse agente inflamatorio, ao reduzir a adesao
dos leucécitos ao endotélio. Esse efeito envolve a ativacdo de receptores para
lipoxina/anexina, tipo formil peptideo, uma vez que a utilizagdo de um antagonista

desses receptores reverte o efeito inibitorio da CTX (Nunes et al., 2010).

Esses resultados corroboram com outros dados da literatura que indicam que o
VCdt e a CTX induzem um aumento da producéo da lipoxina A4, importante mediador
lipidico com potente acdo anti-inflamatdria, por macrdfagos peritoneais (Sampaio et al.,
2006).
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Apesar dessas evidéncias, até 0 momento ndo foram investigados os mecanismos
envolvidos no efeito anti-inflamatério da CTX. A relevancia dessa investigacdo

motivou o presente estudo.

Dessa forma, considerando a complexidade da resposta inflamatoria é
importante, caracterizar a acdo da CTX sobre alguns parametros envolvidos na resposta

inflamatoria induzida pela Cg.
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2. Objetivo

Caracterizar a agdo anti-inflamatéria da CTX enfocando, particularmente, sua
acao sobre as moléculas de adesdo e mediadores inflamatorios envolvidos na resposta

inflamatdria induzida pela Cg. Para tanto foram investigadas:

- a expressdo de P-selectina, ICAM-1 e PECAM-1, no tecido subcutdneo do coxim
plantar

- a expressao de Mac-1 (CD11b/CD18), nos leucdcitos do exsudato peritoneal
- a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias: TNF-a., IL-1p e IL-6 no exsudato peritoneal
- a secrecdo de PGE; e LTB,4 no exsudato peritoneal
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3. Material e métodos
3.1. Animais

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados camundongos Swiss, machos,
pesando entre 18-22 g, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Os
animais foram mantidos com livre acesso a dgua e racdo. Os protocolos experimentais
foram realizados com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Butantan (CEUIB) (protocolos 637/09, 704/10 e 882/12).

3.2 Crotoxina

A purificacdo da fracdo CTX do veneno de Crotalus durissus terrificus foi
realizada pela pesquisadora Dra. Maisa Splendore Della Casa do Laboratorio de
Imunopatologia do Instituto Butantan, pelo método descrito por Rangel-Santos e

colaboradores (2004) modificado.

3.3. Agente inflamatorio

Como agente inflamatério foi utilizada a carragenina (Cg) (Sigma Aldrich
Company), o qual foi administrado no tecido subcutaneo do coxim plantar (15 mg/kg
em 50 pL de salina estéril) ou na cavidade peritoneal (15 mg/kg em 200 pL de salina

estéril) dos animais.

3.4. Planejamento geral

Durante o desenvolvimento deste estudo, foi investigado o efeito da CTX sobre
a expressao de mediadores quimicos pro-inflamatorios e de moléculas de adesdo
envolvidas na resposta inflamatoria induzida pela Cg, em camundongos. Para tanto
foram avaliados os efeitos do tratamento com a CTX sobre: a) secre¢do de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1p e IL-6), b) expressdo de P-Selectina, ICAM-1,
PECAM-1 e Mac-1 (CD11b/CD18), c) secrecdo de leucotrieno By (LTB4) e
prostaglandina E; (PGE,), d) expressdo de COX-2, iNOS e p65.
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3.5. Protocolo experimental

3.5.1. Tratamento com a Crotoxina

Uma Unica dose de CTX (44 pg/kg em 50 pL de salina estéril) foi administrada
pela via subcutanea. O pré-tratamento foi realizado 1h, 7 ou 14 dias antes da injecéo de
Cg. Os grupos controles foram constituidos por animais tratados com 0S mesmos
volumes de salina nas mesmas condigOes experimentais.

Cabe ressaltar que as concentragdes da CTX utilizadas no presente estudo foram
baseadas em trabalho anterior (Sousa-e-Silva et al., 1996), e que a mesma ndo causa
sinais clinicos de envenenamento nos animais, tais como ptose palpebral, fascies

miasténica e mioglobinduria, entre outros (Rosenfeld, 1971; Ministério da Saude, 1998).

3.5.2 Resposta inflamatdria induzida pela Cg

3.5.2.1. Obtencao do exsudato peritoneal induzido pela Cg

O exsudato peritoneal foi induzido pela injecdo intraperitoneal (i.p.) de 200 pL
de Cg (15 mg/kg) antes do tratamento com a CTX, como detalhado no protocolo
experimental. Os animais do grupo controle foram tratados com o mesmo volume de
salina (200 uL), nas mesmas condigdes experimentais. Apos 4hs da inje¢ao de Cg, 0s
animais foram eutanasiados em cdmara de CO,, e a cavidade peritoneal foi lavada com
5 mL de tampdo fosfato salina, pH 7,4 (PBS). Apds a massagem do abddmen, as
amostras de exsudato peritoneal foram coletadas, aliquotadas em tubos e armazenadas

em freezer -70°C.

3.5.2.2. Obtencéo dos cortes de tecido subcutaneo do coxim plantar

Apds 30 minutos, 1 hora, 2 horas ou 4 horas da injecéo intraplantar de Cg no
tecido subcutaneo do coxim plantar, os animais foram eutanasiados em cdmara de CO,,
e as patas imediatamente retiradas. O coxim plantar foi removido e fixado em Bouin

para a andlise histologica e, em Paraformaldeido 4% em tampé&o Millonig (pH=7,2;

0,1 M), para os ensaios de imunohistoquimica, como descrito abaixo.
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3.5.3. Analise histologica

Para a analise histologica, o tecido subcutaneo do coxim plantar foi fixado em
Bouin, por aproximadamente 8 horas. Apos a fixacdo, o material foi desidratado em
etanol, utilizando-se concentragdes crescentes (70% a 100%), diafanizado em xilol e
incluido em parafina. Apdés a inclusdo, foram obtidos cortes transversais, com
aproximadamente 5 pm de espessura, 0s quais foram posteriormente corados com

hematoxilina e eosina (H/E).

Com o objetivo de se obter um preparado permanente, logo apés a coloracéo, o
material foi novamente desidratado, diafanizado e montado com Entellan® entre lamina
e laminula. Para a analise histologica, as laminas contendo os tecidos foram observadas
e fotografadas em microscépio de luz DM LS (Leika) com captador de imagem
DFC420 (Leika) e programa de imagem Leika Application Suite, verséo 3.1.0.

3.5.4. Determinacao da expressdo de moléculas de adesédo no tecido subcutaneo do

coxim plantar de camundongos

3.5.4.1. Ensaios de Imunohistoquimica

As expressdes das moléculas de adesdo - P-selectina ICAM-1, e PECAM-1 -
foram avaliadas 30 minutos, 1 hora ou 2 horas ap6s a injecdo intraplantar de Cg ou
salina, por meio de imunohistoquimica. Apos os diferentes tempos de administracdo da
Cg, os animais foram eutanasiados, as suas patas foram cortadas e o coxim plantar foi
retirado. Os coxins plantares foram entdo, imediatamente imersos em solugcdo de
Paraformaldeido 4% em tampao Millonig (pH=7,2; 0,1 M) onde permaneceram por
aproximadamente 12 horas. Em seguida, o material foi desidratado em etanol,
utilizando-se concentracdes crescentes (70% a 100%), diafanizado em xilol e incluidos
em parafina. Os cortes obtidos, com aproximadamente 5 um de espessura, foram
colhidos em Iaminas silanizadas (3-aminopropil-trietoxi-silano), desparafinizados,

reidratados em concentragdes decrescentes de alcool etilico e lavados em agua corrente.

A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando-se calor imido. Para tanto, os
cortes histolégicos foram mergulhados em uma cuba contendo tampéo Tris (pH=7,6;

0,1 M) previamente aquecido a 96°C. Essa cuba foi colocada dentro de uma panela a
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vapor onde permaneceu por 1 hora a 96° C. Em seguida, a cuba foi retirada da panela e

permaneceu em temperatura ambiente para resfriamento.

Para o blogueio de peroxidase enddgena, os cortes foram incubados com
peroxido de hidrogénio a 1% durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida,
com o objetivo de bloquear as reacdes inespecificas, os cortes foram incubados com

solucdo aquosa de BSA a 1% durante 30 minutos, em camara imida.

Apos a lavagem em Tris-triton (0,01%), a reagdo seguiu com a incubacdo dos
cortes com os diferentes anticorpos primarios, em cdmara Umida, a 4°C “overnight”. Os
anticorpos primarios utilizados foram: anti-P-selectina (Santa Cruz Biotechnology,
diluicdo 1:100); anti-ICAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:100) e anti-
PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, diluigdo 1:100), diluidos em Tris BSA a 0,05%.

Na sequéncia, os cortes foram incubados durante 1 hora, em cdmara Umida a
37°C, com os anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, e anti-lgG de cabra
(Sigma Aldrich Company, diluicdo 1:500) para os anticorpos anti-P-selectina, anti-
ICAM-1, e anti-PECAM-1. Posteriormente foi realizada a revelacéo da reacdo com uma
solucdo contendo Tris-HCI (pH= 7,6; 0,1M), peroxido de hidrogénio a 30% e 3,3
diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich Company).

Apbs a revelacdo, os cortes foram contracorados em Hematoxilina de Harris,
desidratados e montados em resina sintética (Entellan). Como controle negativo, o
anticorpo primario foi substituido por BSA a 0,05%. J& como controle positivo, foram
utilizados cortes de tecido de animais injetado com Cg, e pré-tratados com salina pela
via subcuténea. Para a analise da imunomarcacdo, as laminas contendo os tecidos foram
observadas e fotografadas em microscopio de luz DM LS (Leika), com captador de

imagem DFC420 (Leika) e programa de imagem Leika Application Suite, versdo 3.1.0.

3.5.5. Determinacdo da expressdo de Mac-1 em leucdcitos presentes no exsudato

peritoneal

3.5.5.1. Citometria de fluxo
A expressdao da molécula de adesdo, Mac-1 foi avaliada pela técnica de
citometria de fluxo. Como descrito no item 3.5.2.1. 0 exsudato peritoneal foi obtido 4

horas ap6s a injecdo i.p. de Cg ou salina. A suspensdo de celulas peritoneais foi
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incubada com solucdo de hemolise (150 mM NH,CL, 10 mM NaHCO3; e 0,1 mM
EDTA; pH= 7,4) por 5 minutos a 4°C. Apds a hemdlise, a suspensdo de células foi
diluida na proporc¢éo de 1:2 (v:v) com liquido de Turk e a contagem total de células foi
feita em Hemocitdmetro de Neubauer. Amostras do exsudato peritoneal contendo 1x10°
células/mL (95% de neutrofilos) foram incubadas por 30 minutos a 4°C com anticorpo
conjugado com FITC (isotiocianato de fluorescina), anti-MAC-1 (BD Bioscience,

2 Mg/50pL). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes
desprezados. Os sedimentos celulares foram ressuspensos em PBS, fixados em
Paraformaldeido 0,1% e analisados em Citdometro de fluxo FACSCanto Il (BD
Bioscience) utilizando o programa FlowJo (BD Bioscience). Como controle negativo,
foi avaliada a fluorescéncia das células na auséncia do anticorpo ou na presenca de

anticorpo isotipico (IgG2b).

3.5.6. Determinacdo dos mediadores inflamatdrios presentes no exsudato

peritoneal

3.5.6.1. Dosagem de citocinas

Os niveis de IL-1B, TNF-a ¢ IL-6 no exsudato peritoneal foram determinados
pela técnica de ELISA utilizando-se kits reagentes (R&D System). Aliquotas de 100uL
do anticorpo de captura especifico foram adicionadas a placa de 96 pocos e incubadas a
4" C overnight. Apds esse tempo, foi feita a aspiracdo da suspenséo e a lavagem da placa
com tampédo de lavagem (PBS 0,05% Tween-20), por 5 vezes. Posteriormente, a placa
foi blogueada com 200 pL da solucéo de bloqueio (BSA 1%) e incubada por 1 hora em
temperatura ambiente. Na seqtiéncia, foram adicionados 100 pL das amostras (exsudato
peritoneal, item 3.5.2.1.) em cada poco, e a placa foi entdo incubada por um periodo de
2 horas em temperatura ambiente. Como etapa seguinte, ap0s sucessivas lavagens,
foram adicionados 100 pL do anticorpo especifico de deteccdo em cada poco e a placa
entdo foi novamente incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Apds esse periodo,
foi feita a retirada do excesso do anticorpo de deteccdo e lavagens sucessivas da placa
com tampdo de lavagem. Sendo assim, 100 pL da diluicdo de trabalho (1/200) de
Streptoavidina-HRP foi aplicada por pogo, e a placa foi incubada por 20 minutos em

temperatura ambiente. Na sequéncia foram adicionados 100 pL de solugéo substrato
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(10 mg de OPD + 10 pL de H,0,+10 mL de tampdo citrato) e apos 30 minutos a reacao
foi blogueada com solucdo STOP (2N H,SO,). No periodo de 30 minutos a absorbancia
das amostras foi determinada em leitor de ELISA (Spectra MAX 190, Molecular
Devices), em comprimento de onda de 450 nm e as concentracdes foram estimadas
utilizando-se uma curva padrdo especifica com concentracbes em pg/mL (2000-31

pg/mL).

3.5.6.2. Dosagem de leucotrieno B4 e prostaglandina E;

O exsudato peritoneal foi obtido como descrito no item 3.5.2.1., as dosagens de
LTB, e PGE,, foram determinadas pela técnica de ELISA, utilizando-se Kits reagentes
(R&D System), seguindo as recomendacOes especificadas pelo fabricante. Aliquotas
contendo 50 pL (LTB4) ou 150 pL (PGE;) das amostras de exsudato foram adicionadas
as placas de 96 pocos e incubadas com 50 pL de anticorpo primario especifico em
temperatura ambiente, por 1 hora. Apés esse tempo, foram acrescentados em cada pogo
50 pL do anticorpo especifico conjugado com peroxidase. As placas foram mantidas
sob agitacdo em temperatura ambiente por um periodo de 2 horas (LTB,4) ou 3 horas
(PGE,). Posteriormente, foi feita a aspiracdo da suspensao e a lavagem da placa com
tampédo de lavagem (PBS 0,05% Tween-20) por 4 vezes. Apos a adi¢do do substrato, a
placa foi mantida a temperatura ambiente em local escuro e, apds 30 minutos, a reagdo
foi blogqueada com solu¢do STOP (2N H,SO,4). No periodo de 30 minutos, a absorbancia
das amostras foi determinada em leitor de ELISA (Spectra MAX 190, Molecular
Devices), em comprimento de onda de 450 nm e as concentracdes foram estimadas
utilizando-se uma curva padrdo especifica com concentracdes em pg/mL (PGE,: 2500-
39 pg/mL; LTB4: 2500-10 pg/mL).

3.5.7. Determinacdo da expressdo de iNOS e de p65 no tecido subcutaneo do coxim

plantar apds a injecdo de Cg

A expressdo de iINOS ou p65 foram avaliadas pela técnica de Western blotting
segundo Posadas e colaboradores (2004) modificado . Os fragmentos das patas obtidos
4 horas apo6s a injecdo de Cg (item 3.5.2) foram homogeneizados em tampéo RIPA
(50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% Triton-X, 1% Deoxicolato de sodio e
0,1% de SDS), com o auxilio de um homogeinizador (Politron). O material foi
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centrifugado e a concentracao protéica do sobrenadante foi determinada pelo metodo do
acido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985). As concentracfes das amostras foram
ajustadas para 50 pg de proteina com tampdo de amostra contendo 2-Mercaptoetanol.
As proteinas contidas em tampéo de amostra (Laemmli, 1980) ( SDS 20%; glicerina; B-
mercaptoetanol 1 M; tampdo Tris 1 M pH 6.8; azul de bromofenol 0,1%) foram
aquecidas previamente a 100°C, por aproximadamente 7 minutos, e separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Para tanto, foi aplicada uma voltagem
constante de 15 mA/ gel. Posteriormente, as bandas proteicas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, com uma voltagem de 15V, durante 2 horas. Os sitios
inespecificos da membrana de nitrocelulose foram bloqueados por uma solucédo
contendo leite desnatado a 5% em tampédo de lavagem (10% Tween-20, pH 7.4),
overnight. Para a deteccdo de iINOS ou p65, as membranas foram incubadas com
anticorpo policlonal anti-iNOS (Sigma Aldrich Company, diluicdo 1:10000) e p65
(Abcam, diluicdo 1:500), durante 2 horas. Em seguida, foi adicionado um segundo
anticorpo, conjugado a peroxidase, para a deteccao (anti- IgG de coelho, diluicdo 1:200)
(Sigma Aldrich Company). Para o controle do western blotting, as membranas foram
incubadas também com o anticorpo monoclonal anti-GAPDH (Sigma Aldrich
Company, dilui¢do 1:10000).

Para obtencdo dos resultados apds os ensaios, as membranas de nitrocelulose
foram escaneadas e as analises densitométricas das bandas foram realizadas utilizando o
programa TotalLab TL100 (Estados Unidos). Os valores relativos as unidades
arbitrarias de cada amostra foram obtidos pela relagdo entre: a marcacdo da banda de
interesse obtida ap6s a revelagdo com 3,3-Diaminobenzidine (DAB Sigma Aldrich
Company), e a quantidade de proteina total da amostra (obtida pela colora¢do da
membrana, com Ponceau), ou seja, banda/Ponceau, considerando o valor relativo 1(um)

para as amostras do grupo injetado com Cg na cavidade peritoneal.
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3.5.8. Avaliacdo da participacdo de glicocorticdides enddgenos no efeito anti-

inflamatdrio da CTX sobre a migracao celular induzida pela Cg

3.5.8.1. Tratamento com Mifepristone® (RU 486) ou Metirapona®

Uma unica dose de Mifepristone® ou RU-486 (Sigma Aldrich Company),
(antagonista de receptor de corticosterona) (50 mg/kg) ou de Metirapona® (25 mg/kg)
(inibidor da sintese de glicocorticdide) foi administrada pela via subcuténea dos
animais, 30 minutos antes da injecdo de CTX. O tratamento com a CTX foi realizado
conforme descrito no item 3.5.1. 1 hora ou 7 dias antes da administracdo i.p da Cg.
Apbs 4 horas da injecdo de Cg, o exsudato peritoneal foi obtido conforme descrito no
item 3.5.2.1.

A suspensdo de celulas peritoneais foi diluida na proporcdo 1:2 (v:v) com
liquido de Turk e a contagem de células foi determinada em camara de Neubauer. A
contagem diferencial foi realizada em esfregacos corados pelo método pancrémico de
Rosenfeld (Rosenfeld, 1947). Um total de 100 células foi contado por microscopia de

luz, utilizando-se objetiva de imerséo.

3.6. Analises estatisticas
Os resultados foram expressos como média + S.E.M. Para anélise estatistica, foi
realizado o teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. Diferengas com

p<0.05 (5%) foram consideradas estatisticamente significantes.
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3.7. Quadro Sindtico
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4. RESULTADOS

4.1. Migracéo celular induzida por Cg para o tecido subcutaneo do coxim plantar

Diferente do que foi observado nas andlises histolégicas do tecido subcutaneo
dos animais do grupo Salina+Salina, onde é possivel observar uma preservacéo tecidual
e auséncia de polimorfonucleares no tecido conjuntivo (Fig. 3), a anlise histoldgica do
tecido subcutaneo, dos animais do grupo Salina+Cg, mostraram uma marcante reacao
inflamatdria caracterizada por edema, com conseqiente desestruturacdo do tecido
conjuntivo, e por intenso infiltrado inflamatorio constituido pelo aumento de leucdcitos,
principalmente de polimorfonucleares, que invadem o tecido muscular, (Figs. 4A, Al e
A2 e Figs. 5A, Al e A2).

4.2. Efeito da CTX sobre a migracdo celular, induzida pela Cg, para o tecido

subcutaneo do coxim plantar

Os resultados mostraram que 0s animais tratados com a CTX 7 dias ou 1 h antes
da injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg) apresentaram uma reducdo das areas
edematogénicas e do infiltrado inflamatorio. Além disso, em ambos os tempos, foi
possivel observar uma maior preservacdo da estrutura do tecido conjuntivo, quando

comparados com os animais do grupo Salina+Cg (Figs. 4B e 5B).
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Figura 3. Coxim plantar de camundongos pertencentes ao grupo Salina+Salina, 4
horas apods a injecdo intraplantar de Salina — (A) - Fotomicrografia de parte da
epiderme constituida por varias camadas de células epiteliais (E) e parte da derme (C)
com as papilas dérmicas penetrando na epiderme (barra= 100 um). Al — Detalhe do
tecido conjuntivo (C), onde é possivel observar a preservagdo tecidual, com arranjo
tipico das fibras colagenas e presenga principalmente de fibroblastos (barra= 25um).

A2 — Detalhe do tecido conjuntivo onde é possivel notar auséncia de infiltrado

inflamatorio (barra= 10um). H/E.



Resultados 29

Figura 4. Coxim plantar de camundongos. (A) — Fotomicrografia do coxim plantar de

animais do grupo experimental Salina+ Cg, 4 horas apds a injecdo intraplantar de Cg
(15mg/kg). A e B - Vista geral de parte do epitélio (E), tecido conjuntivo (C) e tecido
muscular (M) (barra=100 pm). Al — Detalhe do tecido conjuntivo onde é possivel
observar areas edematogénicas (*) (barra= 25um). A2 — Detalhe do tecido conjuntivo
onde é possivel notar marcante infiltrado inflamatério (setas) (barra= 25um). H/E. (B) -
Fotomicrografia do coxim plantar de animais pré-tratados com a CTX (44 ug/kg) 1 hora
antes da injecdo intraplantar de Cg (CTX + Cg). Apos 4 horas da injecdo do agente
inflamatorio, vista geral de parte do epitélio (E), tecido conjuntivo (C) e tecido muscular
(M). B1 — Detalhe do tecido conjuntivo onde é possivel observar diminuicdo das areas
edematogénicas (*) (25um). B2 — Detalhe do tecido conjuntivo onde € possivel notar
discreto infiltrado inflamatério (setas) (barra= 25um). H/E.
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Figura 5. Coxim plantar de camundongos. (A) — Fotomicrografia do coxim plantar de
animais do grupo experimental Salina+ Cg, 4 horas apés a injecao intraplantar de Cg
(15mg/kg). A e B - Vista geral de parte do epitélio (E), tecido conjuntivo (C) e tecido
muscular (M) (barra= 100um). Al — Detalhe do tecido conjuntivo onde é possivel
observar areas edematogénicas (barra= 25um). A2 — Detalhe do tecido conjuntivo onde
é possivel notar intenso infiltrado inflamatorio (setas) (barra=10um). H/E. (B) -
Fotomicrografia do coxim plantar de animais pré-tratados com a CTX (44 pg/kg), 7 dias
antes da injecdo intraplantar de Cg (CTX + Cg). Ap6s 4 horas da injecdo do agente
inflamatorio, vista geral de parte do epitélio (E), tecido conjuntivo (C). B1- Detalhe do
tecido conjuntivo onde é possivel observar diminuicdo das areas edematogénicas
quando comparado com a fotomicrografia B2 (barra= 10um). B2 — Detalhe do tecido
conjuntivo onde é possivel notar diminuicdo da presenca de infiltrado inflamatério
(setas) (10um). H/E.
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4.3. Avaliacédo da expressdo de P-selectina, ICAM-1 e PECAM-1 induzida pela Cg

no endotélio vascular do tecido subcutaneo

As expressoes de P-selectina, ICAM-1 e PECAM-1 induzidas pela Cg foram
avaliadas 30 minutos e 1 hora ap6s a injecdo de Cg, por meio de ensaios de
imunohistoquimica.

As Figs 6A e 8A mostram que 30 minutos apos a injecdo intraplantar de Cg,
observa-se imunomarcacgdo positiva de P-selectina no endotélio dos vasos sanguineos.
Essa marcacdo também foi observada 1 hora ap0és a injecdo desse agente (Figs. 7A e
9A).

Em relacdo a ICAM-1, diferentemente da P-selectina, os dados mostraram que a
expressdo dessa molécula, ou seja, a marca¢do positiva no endotélio dos vasos, somente
foi observada 1 h apos a injecdo de Cg (Figs 10A e 11A). Sendo assim, em relacdo a
expressao de ICAM-1, apenas o material coletado 1 hora apds a injecdo intraplantar de
Cg foi utilizado nos ensaios de imunohistoquimica.

J& a marcacdo positiva de PECAM-1 foi observada no endotélio dos vasos
sanguineos, 30 minutos apds a injecdo intraplantar de Cg. Essa marcacdo positiva foi
também observada 1 h e 2 horas ap0s a injecao do agente inflamatério (Figs 12, 13 e
14).

4.3.1. Efeito da CTX sobre a expressdo das moléculas de adesdo P-selectina,
ICAM-1 e PECAM-1, no endotélio vascular do tecido subcutaneo induzida pela Cg

Os resultados dos ensaios de imunohistoquimica mostraram que 0s animais pré-
tratados com a CTX 1 h (Figs 6B e 7B) ou 7 dias (Figs 8B e 9B), antes da injecédo
intraplantar de Cg, apresentaram uma reducdo intensa na marcagdo positiva da P-
selectina no endotélio vascular do tecido subcutaneo, quando comparados ao grupo nédo
tratado (Salina+Cg). Essa reducéo foi observada 30 minutos (Figs 6B e 8B) ou 1 h (Figs
7B e 9B), apo6s a inducdo da inflamacéo pela injecdo de Cg.

Da mesma forma, no tecido subcutaneo coletado 1 h apos a injecdo intraplantar
de Cg, foi observada uma reducdo na marcacdo de ICAM-1, no endotélio dos vasos
sanguineos, nos animais tratados com a CTX 1 h ou 7 dias antes da administracdo da Cg
(Figs. 10B e 11B).
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Diferente do que foi observado com a P-selectina e com a ICAM-1, ndo houve
diferenca na marcagdo de PECAM-1, no endotélio vascular dos animais pré-tratados
com a CTX 1 h ou 7 dias antes da injecéo intraplantar de Cg, quando comparado aos

animais tratados com salina (Salina+Cg) (Figs. 12, 13 e 14).
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Figura 6: Marcacéo por imunohistoquimica de P-Selectina, no tecido subcutaneo
do coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais
Salina+Cg (A) (barra= 10um) e CTX+Cg (B e B1) (barras= 25um e 10um), 30
minutos apos a inje¢do de Cg. Os animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX
pela via subcutanea 1 hora antes da injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras
representativas de 5 animais por grupo. (*) — Vaso sanguineo. A- Presenca de
imunomarcacdo positiva na parede do vaso (coloragdo castanha) B- Auséncia de

imunomarcacao positiva na parede do vaso.
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Figura 7: Marcacdo por imunohistoquimica de P-Selectina no tecido subcutaneo
do coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais
Salina+Cg (A) (barra= 10um) e CTX+Cg (B) (barra= 25um), 1 hora ap6s a injecao de
Cg. Os animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via subcutanea, 1 hora
antes da injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras representativas de 5 animais por
grupo. (*) — Vaso sanguineo A - Presenca de imunomarcacdo positiva na parede do vaso

(coloracéo castanha). B- Auséncia de imunomarcacdo positiva na parede do vaso.
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Figura 8. Marcacao por imunohistoquimica de P-Selectina no tecido subcutaneo do
coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais Salina+Cg
(A) (barra= 10pm) e CTX+Cg (B) (barra= 25um), 30 minutos apos a inje¢do de Cg. Os
animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via subcuténea 7 dias antes da
injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras representativas de 5 animais por grupo.
(*) — Vaso sanguineo A - Presenca de imunomarcacdo positiva na parede do vaso

(coloracdo castanha). B- Auséncia de imunomarcacdo positiva na parede do vaso.
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Figura 9. Marcacdo por imunohistoquimica de P-Selectina no tecido subcuténeo do
coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais Salina+Cg
(A) (barra= 25um) e CTX+Cg (B) (barra= 25um), 1 hora apos a inje¢do de Cg. Os
animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via subcutanea 7 dias antes da
injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras representativas de 5 animais por grupo.
(*) — Vaso sanguineo. A - Presenca de imunomarcagdo positiva na parede do vaso

(coloracdo castanha). B- Auséncia de imunomarcacéao positiva na parede do vaso.
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Figura 10. Marcacéo por imunohistoquimica de ICAM-1 no tecido subcutaneo do
coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais Salina+Cg
(A e Al) (barras= 25um e 10um) e CTX+Cg (B e B1) (25um e 10um), 1 hora apés a
injecdo de Cg. Os animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via
subcutdnea 1 hora antes da injegdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras
representativas de 5 animais por grupo. (*) — Vaso sanguineo. A - Presenca de
imunomarcacdo positiva na parede do vaso (coloracdo castanha). B- Auséncia de

imunomarcacao positiva na parede do vaso.



Resultados 38

Figura 11. Marcacéo por imunohistoquimica de ICAM-1 no tecido subcutaneo do
coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais Salina+Cg
(A) (10um) e CTX+Cg (B) (25um), 1 hora apds a injecdo de Cg. Os animais foram
tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via subcutdnea 7 dias antes da injecéo
intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras representativas de 5 animais por grupo. (*) —
Vaso sanguineo. A - Presenca de imunomarcacao positiva na parede do vaso (coloracéo

castanha). B- Auséncia de imunomarcacao positiva na parede do vaso.
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Figura 12. Marcacdo por imunohistoquimica de PECAM-1 no tecido subcutaneo
do coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais
Salina+Cg (A) (10um) e CTX+Cg (B) (10um), 30 minutos apds a injecdo de Cg. Os
animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via subcutanea 1 hora antes da
injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras representativas de 5 animais por grupo.
(*) — Vaso sanguineo. A e B - Presenca de imunomarcacdo positiva na parede do vaso

(coloracdo castanha).
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Figura 13. Marcacédo por imunohistoquimica de PECAM-1 no tecido subcuténeo
do coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais
Salina+Cg (A) (barra=10um) e CTX+Cg (B) (barra=10um), 1 hora apds a injecéo de
Cg. Os animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via subcutanea 1 hora
antes da injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras representativas de 5 animais por
grupo. (*) — Vaso sanguineo. A e B - Presenca de imunomarcacao positiva na parede do

vaso (coloracéo castanha).
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Figura 14. Marcacédo por imunohistoquimica de PECAM-1 no tecido subcuténeo
do coxim plantar. Cortes obtidos de patas de animais dos grupos experimentais
Salina+Cg (A) (barra=25um) e CTX+Cg (B) (barra=25um), 2 horas apds a injecao de
Cg. Os animais foram tratados com Salina (50 pL) ou CTX pela via subcutanea 1 hora
antes da injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg). Figuras representativas de 5 animais por
grupo. (*) — Vaso sanguineo. A e B - Presenca de imunomarcacao positiva na parede do

vaso (coloracéo castanha).
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4.4. Determinacéo da expressdo de CD11b/CD18 (Mac-1) em leucdcitos presentes
no exsudato peritoneal

A expresdo de CD11b/CD18 (Mac-1) induzida pela Cg foi determinada por
citometria de fluxo .

Os nossos resultados mostraram que ndo foi observada diferenca significante
entre a expressdo de Mac-1 em leucocitos dos animais do grupo Salina+Cg quando
comparada a expressdo de Mac-1 em leucdcitos dos animais do grupo Salina+Salina.

4.4.1. Efeito da CTX sobre a expressdo de CD11b/CD18 (Mac-1) em leucdcitos

presentes no exsudato peritoneal

Em relacdo ao tratamento com a CTX, ndo foi observada diferenca significante
entre a expressdo de Mac-1 em leucdcitos dos animais CTX+Cg quando comparada a
expressdo dessa molécula de adesdo em leucécitos dos animais pertencentes aos demais

grupos experimentais (Salina+Salina, CTX+Salina e CTX+Cg) (Fig. 15).
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Figura 15. Efeito da CTX sobre a expressdo de Mac-1 (CD11b/CD18) em leucécitos
de exsudato peritoneal de camundongos. A expressdo de Mac-1 foi determinada por
Citometria de Fluxo. Os animais foram tratados com uma unica dose de CTX (44ug/kg)
ou salina (50 pL), 1 hora antes da injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina
(200 pL). Apds 4 horas da injecdo i.p., as amostras de exsudato peritoneal foram
coletadas. Amostras contendo 1x10° de células foram utilizadas para a determinagéo da
expressdo de Mac-1. Os resultados expressam a média + e.p.m. da medida de

intensidade de fluorescéncia de 5 animais por grupo.
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4.5. Determinacéo da secrecéo de TNF-a, IL-1p e 1L-6 induzida pela Cg no
exsudato peritoneal

Quatro horas apés a injecdo intraperitoneal de Cg, foi observado, no exsudato
peritoneal de animais do grupo Salina+Cg, um aumento significante da secrecao de
TNF-0, IL-1p ¢ IL-6, quando comparado ao grupo de animais que foram administrados
com salina intraperitoneal (Salina+Salina) Esse aumento foi de 100%, 91% e 93% para
TNF-a, IL-1p e IL-6, respectivamente. (Figs 16, 17 e 18).

4.5.1. Efeito da CTX sobre a secrecéo de citocinas: TNF-a, IL-1p e IL-6

Os resultados demonstraram que o pré-tratamento com CTX, 1 hora ou 7 dias
antes da injecdo de Cg, reduziu de maneira significante as concentracdes de TNF-a,
(Figs. 16 e 19), IL-1pB (Figs. 17 e 20) e IL-6 (Figs. 18 e 21) em relagdo aos respectivos
grupos controles, tratados com salina (Salina+Cg).

Em relacdo a secrecdo de TNF-a, a redugdo foi de 92% e 55% nos animais pré-
tratados com CTX 1 hora (Fig. 16) e 7 dias (Fig. 19) antes da injecdo intraperitoneal de
Cg, respectivamente. Ja a reducéo da secre¢do de IL-1B foi de 71% e 63% nos animais
pré-tratados com CTX, 1 hora (Fig. 17) e 7 dias (Fig. 20), respectivamente. Enquanto
que em relacdo a secrecdo de IL-6 a reducdo foi de 50% para o0 grupo de animais que
receberam o pré-tratamento de 1 hora (Fig. 18) e 62% para o pré-tratamento de 7 dias
(Fig. 21) com a CTX, quando comparados ao grupo controle tratado com salina
(Salina+Cg). Além disso, os resultados mostraram ainda uma reducao significante da
secrecao de IL-1B e IL-6 nos animais pré-tratados com CTX 14 dias antes da injecdo
intraperitoneal de Cg, quando comparados aos animais tratados com salina (Salina+Cg).
A reducéo foi de 50% e 30%, para IL-1pB (Fig. 22) e IL-6 (Fig. 23), respectivamente.
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Figura 16. Efeito da CTX sobre a secrecdo de TNF-o em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo de TNF-o foi determinada por ELISA. Os animais
foram tratados com uma Unica dose de CTX (44 pg/kg) ou salina (50 L), 1 hora antes
da injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 uL). Apds 4 horas da injecdo
i.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg), foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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Figura 17. Efeito da CTX sobre a secrecdo de IL-1p em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo da IL-1p foi determinada por ELISA. Os animais foram
tratados com uma Unica dose de CTX (44 ug/kg) ou salina (50 pL), 1 hora antes da
injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 pL). Ap6s 4 horas da injecdo
I.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg) foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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Figura 18. Efeito da CTX sobre a secrecdo de IL-6 em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo da IL-6 foi determinada por ELISA. Os animais foram
tratados com uma Unica dose de CTX (44 pg/kg) ou salina (50 uL), 1 hora antes da
injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 uL). Apd6s 4 horas da injecao
i.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg) foram utilizadas para a determinagdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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Figura 19. Efeito da CTX sobre a secrecdo de TNF-a em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo de TNF-a foi determinada por ELISA. Os animais
foram tratados com uma Unica dose de CTX (44 pg/kg) ou salina (50 uL), 7 dias antes
da injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 pL). Ap6s 4 horas da injecéo
I.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg) foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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Figura 20. Efeito da CTX sobre a secrecdo de IL-1p em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo da IL-1p foi determinada por ELISA. Os animais foram
tratados com uma Unica dose de CTX (44 ug/kg) ou salina (50 pL), 7 dias antes da
injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 pL). Ap6s 4 horas da injecdo
I.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg) foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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Figura 21. Efeito da CTX sobre a secrecdo de IL-6 em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo da IL-6 foi determinada por ELISA. Os animais foram
tratados com uma Unica dose de CTX (44 ug/kg) ou salina (50 pL), 7 dias antes da
injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 pL). Ap6s 4 horas da injecdo
I.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg) foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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Figura 22. Efeito da CTX sobre a secrecdo de IL-1p em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo da IL-1p foi determinada por ELISA. Os animais foram
tratados com uma Unica dose de CTX (44 pg/kg) ou salina (50 L), 14 dias antes da
injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 uL). Apd6s 4 horas da injecao
i.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg) foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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Figura 23. Efeito da CTX sobre a secrecdo de IL-6 em exsudato peritoneal de
camundongos. A concentracdo da IL-6 foi determinada por ELISA. Os animais foram
tratados com uma Unica dose de CTX (44 ug/kg) ou salina (50 pL), 14 dias antes da
injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 pL). Ap6s 4 horas da injecdo
I.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas. Amostras de exsudato
peritoneal de diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina;
CTX+Cqg) foram utilizadas para a determinacdo da concentracdo da citocina. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.*p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05 estatisticamente diferente

dos grupos Salina+Salina e Salina+Cg.
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4.6. Dosagem de Prostaglandina E; e Leucotrieno By

Os animais do grupo Salina+Cg, 4 horas ap06s a administracdo de Cg pela via
i.p., apresentam um aumento dos niveis de PGE; (Fig. 24) e de LTB, (Fig. 25), quando
comparados aos animais do grupo Salina+Salina.

4.6.1. Efeito da CTX sobre a secrecéo de Prostaglandina E; e Leucotrieno By

Os animais pré-tratados com a CTX, 1 hora antes da injecdo i.p. de Cg, ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significante dos niveis de PGE; (Fig.24) e LTB4
(Fig.25) secretados, quando comparados aos animais do grupo controle tratado com

salina (Salina+Cg).



Resultados 54

~ 150000-
E

D

g ——
45 100000-

O

A *

5 o

£ 50000-

__

(2]

O

| 0 | |

T T T T
Salina+Salina Salina+Cg CTX+Salina CTX+Cg

Figura 24. Efeito da CTX sobre a secrecdo de prostagladina E, em sobrenadante
de exsudato peritoneal de camundongos. A concentracdo de PGE;, foi determinada
por ELISA. Os animais foram tratados com uma Unica dose de CTX (44 ug/kg) ou
salina (50 pL), 1 hora antes da injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina
(200pL). Apb6s 4 horas da injecdo i.p., as amostras de exsudato peritoneal foram
coletadas e centrifugadas. Amostras de sobrenadantes de exsudato peritoneal de
diferentes grupos de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina; CTX+Cg)
foram utilizadas para a determinacdo da secrecdo de PGE,. Os resultados expressam a
média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo. *p<0.05 estatisticamente diferente

do grupo Salina+Salina.
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Figura 25. Efeito da CTX sobre a secre¢do de leucotrieno B, em sobrenadante de
exsudato peritoneal de camundongos. A concentracdo de LTB, foi determinada por
ELISA. Os animais foram tratados com uma Unica dose de CTX (44 ug/kg) ou salina
(50 pL), 1 hora antes da injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 uL).
Apbs 4 horas da injecdo i.p., as amostras de exsudato peritoneal foram coletadas e
centrifugadas. Amostras de sobrenadantes de exsudato peritoneal de diferentes grupos
de tratamentos (Salina+Salina; Salina+Cg; CTX+Salina; CTX+Cg) foram utilizadas
para a determinacdo da secrecdo de LTB,. Os resultados expressam a média + e.p.m. de
pelo menos 5 animais por grupo. *p<0.05 estatisticamente diferente do grupo

Salina+Salina.
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4.7 Expressdo de INOS e p65 em sobrenadante de macerado de patas de
camundongos

As expressdes de iNOS e p65 foram obtidas por meio dos ensaios de Western
blotting (Figs. 26 e 27)

Os resultados mostraram que a injecdo intraplantar de Cg induziu um aumento
da expressdo de iINOS e p65. Esse aumento pdde ser observado mediante a revelacdo de
bandas imunoreativas com massas moleculares relativas de aproximadamente 130 kDa e
65 kDa respectivamente, em amostras de sobrenadante de macerado de pata. Ja os
animais que receberam apenas a injecdo intraplantar de salina, apresentaram uma banda

de menor intensidade.

4.7.1 Efeito da CTX sobre a expressdo de iNOS e p65 em sobrenadante de

macerado de patas de camundongos

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca entre a imunoreatividade das
bandas com massa molecular correspondente a iINOS (130 kDa) de amostras de animais
tratados com a CTX (CTX+Cg) 1 hora antes da injecdo intraplantar de Cg, quando
comparada a imunoreatividade da mesma banda proveniente de amostras de animais
tratados com salina (Salina+Cg) (Fig.26).

Por outro lado, o pré-tratamento dos animais com a CTX foi capaz de inibir a
expressao de p65, jA que foi possivel observar uma diminuicdo significante da
imunoreatividade da banda com massa molecular relativa de aproximadamente 65 kDa,
correspondente a p65, quando comparada a imunorreatividade da banda correspondente,

de animais do grupo controle, tratados com salina (Salina+Cg) (Fig.27).
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Figura 26. Efeito da CTX sobre a expressdo de oxido nitrico sintase induzivel
(iNOS) em sobrenadante de macerado de patas de camundongos. A expressao de
concentracdo de iNOS foi determinada por Western blotting. Os animais foram tratados
com uma unica dose de CTX (44 pg/kg) ou salina (50 pL), 1 hora antes da injecéo
intraplantar de Cg (15 mg/kg) ou salina (200 pL). Ap6s 4 horas da injecdo i.pl., as patas
dos animais foram coletadas. As concentracdes das amostras de sobrenadante do
macerado de patas foram ajustadas para 50 pg de proteina e aplicadas em gel de
poliacrilamida 10%. As bandas de proteinas foram posteriormente transferidas para
membranas de nitrocelulose. Na sequéncia as membranas foram incubadas com os
respectivos anticorpos primario (anti-iNOS) e secundario conjugado com peroxidase
(anti-lgG de coelho) e a revelagdo de uma banda correspondente & iNOS de
aproximadamente 130 kDa foi realizada utilizando 3,3 Diaminobenzidine (DAB).Os
resultados expressam a meédia + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo. A:
Intensidade das bandas imunoreativas: Raia 1: Padrdo de peso molecular; Raia 2:
Salina+Salina; Raia 3: CTX+Salina; Raia 4: CTX+Cg; Raia 5: Salina+Cg; Raia 6:
Amostra normalizadora. B: Analise densitométrica das bandas imunoreativas. *p<0.05

estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina.
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Figura 27. Efeito da CTX sobre a expressao de p65 em sobrenadante de macerado
de patas de camundongos. A expressao de concentracdo de p65 foi determinada por
Western blotting. Os animais foram tratados com uma Unica dose de CTX (44 pg/kg) ou
salina (50 pL), 1 hora antes da injecdo intraplantar de Cg (15 mg/kg) ou salina (200uL).
Apbs 4 horas da injecdo i.pl., as patas dos animais foram coletadas. As concentracdes
das amostras de sobrenadante do macerado de patas foram ajustadas para 50 pg de
proteina e aplicadas em gel de poliacrilamida 10%, As bandas de proteinas foram
posteriormente transferidas para membranas de nitrocelulose. Na sequéncia as
membranas foram incubadas com 0s respectivos anticorpos primario (anti-p65) e
secundario conjugado com peroxidase (anti-lgG de coelho) e a revelacdo de uma banda
correspondente a p65 de 60-65 kDa foi realizada utilizando 3,3 Diaminobenzidine
(DAB). .Os resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais por grupo.
A: Intensidade das bandas imunoreativas: Raia 1: Salina+Cg; Raia 2: Salina+Salina;
Raia 3: CTX+Salina; Raia 4. CTX+Cg; Raia 5: Amostra normalizadora (AN); Raia 6:
Padrdo de peso molecular. B: Analise densitométrica das bandas imunoreativas.

*p<0.05 estatisticamente diferente do grupo Salina+Cg.
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4.8. Avaliacdo do efeito dos glicocorticoides no efeito anti-inflamatério da CTX

sobre a migracéo celular induzida pela Cg

4.8.1. Avaliacdo dos tratamentos com Mifepristone e Metirapona no efeito anti-

inflamatdrio da CTX sobre a migracao celular induzida pela Cg

Os animais que receberam a injecdo s.c. do antagonista de receptor para
glicocorticoides (Mifepristone), 30 minutos antes do tratamento com a CTX
(Mifepristone+CTX+Cg), continuaram apresentando uma reducdo significante do
nimero de ceélulas que migraram para a cavidade peritoneal, principalmente
polimorfonucleares, quando comparados aos animais que ndo foram tratados com o
Mifepristone (Salina+CTX+Cg) (Fig 28).

O mesmo resultado foi observado nos animais que receberam a injecdo
subcuténea do inibidor de sintese de glicocorticoides (Metirapona), 30 minutos antes do
tratamento com a CTX (Metirapona+CTX+Cg). Esses animais apresentaram uma
reducdo significante do nimero de células que migraram para a cavidade peritoneal,
principalmente polimorfonucleares, da mesma forma que os animais que ndo receberam

o tratamento com o Mifepristone (Salina+CTX+Cg) (Fig. 29).
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Figura 28. Efeito de glicocorticoides enddgenos sobre a acdo anti-inflamatéria da
CTX sobre a migracdo celular induzida por Cg. Os animais foram tratados com
Mifepristone (antagonista de receptor de glicocorticéides) (50 mg/kg) s.c. ou salina
(100pL). Apos 30 minutos, os animais foram tratados com uma Unica dose de CTX (44
pg/kg) ou salina (50 uL), 1 hora antes da injecédo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou
salina (200 pL). Ap6s 4 horas da injecdo i.p., as amostras de exsudato peritoneal de
diferentes grupos de tratamentos coletadas e centrifugadas. A contagem total dos
leucdcitos (A) foi realizada em camara de Neubauer e a diferencial (B), em esfregacos
corados pancromicamente. Os resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5
animais por grupo. *p<0.05 estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Cg.
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Figura 29. Efeito de glicocorticéides enddgenos sobre a acdo anti-inflamatéria da
CTX sobre a migragdo celular induzida por Cg. Os animais foram tratados com
Metirapona (inibidor da sintese de glicocorticoides) (50 mg/kg) s.c. ou salina (100uL).
Apbs 30 minutos, os animais foram tratados com uma Unica dose de CTX (44 pg/kg) ou
salina (50 pL), 1 hora antes da injecdo intraperitoneal de Cg (15 mg/kg) ou salina (200
pl). Apds 4 horas da injecdo i.p., as amostras de exsudato peritoneal de diferentes
grupos de tratamentos foram coletadas e centrifugadas. A contagem total dos leucdcitos
(A) foi realizada em camara de Neubauer e a diferencial (B), em esfregagos corados
pancromicamente. Os resultados expressam a média + e.p.m. de pelo menos 5 animais

por grupo. *p<0.05 estatisticamente diferente do grupo Salina+Salina; # p<0.05
estatisticamente diferente do grupo Salina+Cg.
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5. Discussao

Como citado na Introducéo, vérias evidéncias tém demonstrado que o veneno de
Crotalus durissus terrificus (VCdt) ou suas toxinas isoladas sdo capazes de modular a
resposta inflamatdria. Recentemente, foi demonstrado que a CTX apresenta uma acao
inibitoria prolongada sobre 0 edema e a migracao celular, induzidos pela Cg. (Nunes et
al., 2010). A resposta inflamatéria induzida pela Cg envolve a participacdo de
mediadores pro-inflamatérios, tais como: NO, prostaglandina E,, e citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-1a ¢ IL-1B, IL-6). Além disso, tem sido observado o aumento
da expressdo das moléculas de adesdo P-selectina e ICAM-1 no endotélio vascular ap6s
a administracdo desse agente inflamatério (Utsunomiya et al., 1991; Cuzzocrea et al.,
1999; Cuzzocrea et al., 2006; Frode et al., 2001; Mazzon et al., 2008; Dalmarco et al.,
2008; Iwata et al., 2010).

Dessa forma, dando continuidade aos estudos que investigam a acdo modulatéria
doa CTX sobre a inflamagédo, o presente estudo investigou o efeito da CTX, sobre a
expressao de moléculas de adesdo e mediadores inflamatérios envolvidos na migragédo
celular induzida pela Cg.

Inicialmente, a acdo da CTX sobre a migracdo de células para o sitio
inflamatorio, for avaliada por andlises histoldgicas do tecido subcutaneo do coxim
plantar. Os dados mostraram que o pré-tratamento (7dias e 1lh) reduziu as areas
edematogénicas e o infiltrado celular induzido pela Cg. Esses resultados confirmam os
dados de Nunes e colaboradores (2010) e ainda, caracterizam morfologicamente, pela
primeira vez, a acdo inibitéria da CTX sobre a migracdo celular para o tecido
subcutaneo.

O processo de recrutamento leucocitario em dire¢cdo ao foco inflamatdrio
envolve uma série de eventos vasculares, dentre estes, a interacdo dos leucécitos com o
endotélio vascular. (Ley et al., 2007; Muller 2009). Nesse sentido, Nunes e
colaboradores (2010), demonstraram que a CTX inibe a interacdo leucocito-endotélio
induzida pela Cg, particularmente, a adesdo de leucdcitos ao endotélio vascular. O
rolling leucocitario, mediado pela superfamilia das selectinas, é considerado um pré-
requisito para que ocorra a firme adesdo dos neutrofilos sobre a superficie endotelial,
mediada pelas integrinas B, (LFA-1 e Mac-1). Essas integrinas ligam-se a
imunoglobulina ICAM-1, expressa na superficie do endotélio vascular (Rankin, 2004;
Ley et al.,, 2007; Muller, 2009; Eniola-Adefeso et al., 2009). Sendo assim, com a
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finalidade de investigar se o efeito inibitério da CTX sobre a migracéo celular estaria
associado a reducdo das moléculas de adesdo, foi avaliado o efeito da CTX sobre a
expressdo de P-selectina, ICAM-1 e PECAM-1 induzida pela Cg no tecido subcutaneo
do coxim plantar. O tempo de expressao dessas moléculas difere de acordo com o 6rgéo
ou tecido avaliado e, ainda com o agente inflamatorio administrado (Eppihimer et al.,
1996), porém a literatura existente ndo refere o tempo de expressdo de P-selectina e
ICAM-1 induzida pela Cg no tecido subcutaneo. Entretanto, 4 horas apds a injecdo de
Cg, tém sido observado um aumento de P-selectina e ICAM-1 no tecido pulmonar,
(Cuzzocrea et al., 1999; 2000 e 2006).

Baseado nestes dados de literatura, no presente estudo, inicialmente foi avaliada
a expressao de P-selectina e ICAM-1 no tecido subcutdneo, 4 horas apds a injecao
intraplantar de Cg. Entretanto, diferente do que foi demonstrado para o tecido pulmonar,
neste tempo (4 horas) foi observada uma baixa expressdo de P-selectina e ICAM-1 no
tecido subcutéaneo (Dados ndo mostrados).

Assim, levando em conta a observagao por microscopia intravital, de que o pico
da adesdo de leucdcitos induzida pela Cg € de 2 horas (Nunes et al., 2010) o efeito da
CTX sobre a expressdo de P-selectina e ICAM-1 foi avaliado antes do pico de adesdo
ou seja, 30 minutos ou 1 hora apés a injecdo de Cg. Nesses tempos, 0 pré-tratamento
com a CTX (7 dias ou 1 hora) reduziu a expressdo dessas moléculas induzida pela Cg.

Além dessas moléculas de adesdo, a PECAM-1, presente entre as juncdes das
células endoteliais, também esta intimamente envolvida no processo de transmigragédo
de leucdcitos induzida pela Cg (Chosay et al., 1998; Woodfin et al., 2007; Privratsky et
al., 2010). Sendo assim, neste estudo foi avaliado também o efeito da CTX sobre a
expressao de PECAM-1 em endotélio vascular no tecido subcutaneo do coxim plantar
dos animais. Entretanto, diferente do que foi observado para P-selectina e ICAM-1,
nesses tempos, o pré-tratamento com a CTX ndo foi capaz de alterar a expressdo da
PECAM-1. 30 minutos ou 1 ou 2 horas ap0s a injecao de Cg.

Esses resultados sugerem que o efeito inibitério da CTX sobre a interacdo
leucocito-endotélio e, consequentemente, sobre a migracéo celular pode estar associado
ao decréscimo da expressao de P-selectina e de ICAM-1. Ainda, os resultados mostram
que a CTX tem um efeito inibitorio prolongado sobre essas moléculas.

Takeshita e colaboradores (2004) demonstraram que a migracdo de neutrofilos
observada 4 horas apds a injecdo de Cg envolve também a expressdo de integrinas,

principalmente de Mac-1 (CD11b/CD18). Nesse sentido, foi avaliado também o efeito
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da CTX sobre a expressdo dessa molécula de adesdo nos leucdcitos presentes no
exsudato peritoneal induzido pela Cg. Ao contrario do observado no endotélio, a CTX
ndo alterou a expressao de Mac-1 na superficie dos leucocitos. Apesar desse resultado,
ndo deve ser descartada a idéia de que a CTX pode induzir o decréscimo na expressao
dessas moléculas, na superficie dos leucocitos do sangue periférico que nao migraram.
Esse fato poderia também contribuir para a redugdo da migracdo dessas células para a
cavidade peritoneal. No entanto, futuros estudos deverdo se desenvolvidos para avaliar
o efeito da CTX sobre a expressao de moléculas de adesdo nos leucocitos presentes no
sangue periférico e na medula dssea.

Como citado anteriormente, a Cg aumenta os niveis de PGE; e LTB,. De fato a
injecdo intraperitoneal de Cg induziu aumento desses mediadores, porém o pré-
tratamento (1h) dos animais com a CTX ndo alterou os niveis de secrecdo de PGE; e
LTB, induzida pela Cg na cavidade peritoneal. Esse dado indica que o efeito inibitdrio
da CTX sobre a migracdo celular induzida pela Cg ndo esta associado com a redugéo
desses mediadores. Da mesma forma, foi demonstrado por Sampaio e colaboradores
(2006) que a PGE; ndo esta envolvida no efeito inibitério sisttmico da CTX sobre a
fagocitose por macréfagos, apesar desta toxina, estimular a producdo desse mediador
por macrdfagos in vitro (Sampaio et al., 2006).

Alguns estudos mostram que o Oxido nitrico € um mediador que regula
negativamente a migracdo induzida pela Cg (lalenti et al., 2000; Dal Secco et al., 2003;
Iwata et al., 2010). Dal Secco e colaboradores (2006) demonstraram que a
administracdo de inibidores de NOSs aumenta a migracdo de neutrofilos induzida pela
Cg na cavidade peritoneal e, ainda que esse aumento esta associado a ICAM-1, uma vez
gue nos animais deficientes em ICAM-1 esse efeito ndo foi observado. Além disso,
algumas evidéncias in vitro sugerem que o NO regula negativamente a expressdo de
ICAM-1 e outras moléculas de adesdo, como a P e E-selectina (Gauthier et al.,1994;
Biffl et al., 1996).

Assim, com a finalidade de verificar se o decréscimo da expressdo das moléculas
de adesdo induzido pela CTX, estaria associada a acdo do oxido nitrico, foi avaliado o
efeito desta toxina sobre a expresséo de iNOS, uma vez que esta enzima contribui para
extensdo da resposta inflamatoria induzida pela Cg (Cuzzocrea et al., 2000). Os dados
mostraram que a CTX ndo altera a expressdo de iNOS induzida pela Cg no tecido
subcutaneo. Apesar desse resultado, uma possivel modulacéo negativa do oxido nitrico

sobre a expressdo de P-selectina e ICAM-1 nédo deve ser descartada, uma vez que ja foi
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demonstrado que o VCdt e a CTX aumentam os niveis de NO produzidos por
macrofagos (Sampaio et al., 2001).

Em relacdo ao efeito da CTX sobre a secregéo de citocinas induzida pela Cg, na
cavidade peritoneal, foi observado que esta toxina induz decréscimo nos niveis de
IL-1 B, IL-6 e de TNF-a presentes no exsudato peritoneal. Assim como observado para
as moléculas de adesdo esse efeito inibitério foi prolongado, uma vez que uma Unica
dose de CTX inibe esses parametros por até 7 dias.

Dessa forma, podemos sugerir que essa inibicdo pode contribuir para o efeito
anti-inflamatorio prolongado da CTX sobre a migracéo celular induzida pela Cg, uma
vez que estas citocinas estimulam a producdo de quimiocinas , induzem a ativacdo das
células endoteliais e por sua vez aumento da expressdao das moléculas de adesdo
presentes nestas células (Dinarello, 1996; Spporri et al., 200; Ley et al., 2007; Lawson
& Wolf, 2009).

E importante destacar que a transcri¢io génica de mediadores pro-inflamatorios,
como por exemplo, as citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-6) € regulada pela ativacéo do fator
de transcricdo NF-xB (Arend & Dayer, 1995; Kopp & Ghosh, 1995; Barens & Karin,
1997; Kubes & McCafferty, 2000; Won et al., 2006). Sendo assim, para investigar o
envolvimento NF-kB na agdo anti-inflamat6ria da CTX avaliamos o efeito desta toxina
sobre a ativacdo do fator de transcricdo NF-«kB.

Os resultados mostraram que a CTX reduz a expressao da subunidade p65, o que
indica um efeito inibitério sobre a translocacdo dessa subunidade para o nucleo.
Baseado neste resultado, podemos sugerir que a inibi¢do da ativagdo do NFxB pode
contribuir para a reducdo dos niveis de secrecdo de citocinas e, portanto, para a acao
anti-inflamatoria da CTX.

A resposta inflamatoria pode ser regulada por anti-inflamatorios endogenos,
entre eles os glicocorticoides, os quais se ligam a receptores especificos inibindo a
transcricdo de genes pro-inflamatorios (Beck et al., 2008). Dessa forma, a contribuicao
desses mediadores para a acdo anti-inflamatéria da CTX também deve ser considerada,
uma vez que a CTX aumenta os niveis de glicocorticoides (Chisari, et al., 1998;
Cardoso et al., 2001). Nesse sentido, foi avaliada a influéncia dos glicocorticoides sobre
o efeito inibitorio da CTX sobre a migracdo celular induzida pela Cg. Os resultados
sugerem que o efeito anti-inflamatério da CTX ndo estd associado a acdo de

glicocorticoides, uma vez que, o bloqueio da sintese ou da interacdo dos
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glicocorticoides com seus respectivos receptores ndo alterou o efeito inibitorio da CTX
sobre a migragéo celular induzida pela Cg.

As lipoxinas s8o mediadores lipidicos produzidos localmente pela via da
lipoxigenase durante o processo inflamatdrio, apresentam potente acdo anti-
inflamatdria, inibindo a infiltracdo de neutrofilos em modelos de peritonite (Bannenberg
et al., 2005), a liberacéo de citocinas, bem como a expressdo de moléculas de adesdo na
superficie celular (Moncada, 1992; Fiore & Serhan 1995; Diamond et al., 1999).
Adicionalmente, foi também demonstrada em estudo recente sua acéo inibitoria sobre a
ativagdo de NFxB (Wu et al., 2011). Esses mediadores exercem suas fungdes bioldgicas
pela ligacéo a receptores especificos FPRP2/ALX, pertencentes a familia dos receptores
peptideo formil (Chiang & Serhan, 2006; Ye et al., 2009).

Dessa forma, considerando que o efeito anti-inflamatorio prolongado da CTX
envolve a participacdo de receptores peptideo formil e, ainda, que a CTX aumenta a
liberacdo de LXA, por macréfagos (Sampaio et al., 2006), podemos sugerir que a
lipoxina pode contribuir para os efeitos inibitorios da CTX demonstrados no presente
estudo. Entretanto, estudos deverdo ser realizados para comprovar essa hipotese.

Em conjunto, os resultados deste estudo caracterizam a acdo anti-inflamatdéria da
CTX sobre a migracdo celular induzida pela Cg, evidenciando que esta toxina tem agéo
inibitdria prolongada sobre a expressdo de moléculas de adeséo e sobre a secrecdo de
citocinas pré-inflamatorias. Esse estudo evidencia ainda, que a CTX inibe a ativacdo de
NFkB. Essa inibicdo, por sua vez, pode levar a alteracdo na transcricdo dos genes pro-
inflamatorios, o que pode contribuir para a agdo anti-inflamatéria desta toxina.

Assim baseado na importancia do NFxB para a resposta inflamatéria, podemos
sugerir que essa toxina pode ser considerada um anti-inflamatério em potencial, uma
vez que a descoberta de substancias anti-inflamatdrias capazes de inibir a ativacdo deste
fator de transcricdo (NF-xB) torna-se uma importante estratégia terapéutica na
supressao do processo inflamatdrio (Luo et al., 2010; Min et al., 2010).
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6. Resumo dos resultados

o As andlises histolégicas do tecido subcutaneo do coxim plantar de camundongos
mostraram que a injecdo intraplantar de Cg induz uma intensa reacdo inflamatoria
caracterizada por edema, e por intenso infiltrado inflamatério, caracterizado pelo
aumento de leucaocitos, principalmente polimorfonucleares.

o Os animais tratados com a CTX 7 dias ou 1 hora antes da injecéo intraplantar de
Cg apresentaram uma reducdo das areas edematogénicas e do infiltrado inflamatério no
tecido subcutaneo do coxim plantar.

o A injecdo intraplantar de Cg induz um aumento da expressdo de P-selectina,
ICAM-1 e PECAM-1 em endotélio vascular.

o Os animais tratados com a CTX 7 dias ou 1 hora antes da injegéo intraplantar de
Cg apresentaram uma reducdo da expressao de P-selectina e ICAM-1 em endotélio
vascular .

o O tratamento com a CTX ndo alterou a expressdo de PECAM-1 em endotélio
vascular e a expressdo de Mac-1 presente no exsudato peritoneal.

o Apos 4 horas da injecdo intraperitoneal, a Cg induz um aumento da secregdo de
IL-1 B, IL-6 € TNF-q.

o Os animais tratados com a CTX 7 dias ou 1 hora antes da inje¢do intraperitoneal
de Cg apresentaram uma diminuicdo significante da secrecdo de TNF-o em exsudato
peritoneal.

o Os animais tratados com a CTX 14 dias ou 7 dias ou 1 hora antes da injecéo
intraperitoneal de Cg apresentaram uma diminuicéo significante da secre¢do de IL-1 B,
IL-6 no exsudato peritoneal.

o Ap0s 4 horas da injecdo intraperitoneal, a Cg induz um aumento da secrecéo de

PGE; e de LTB,4 em exsudato peritoneal.
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o O tratamento com a CTX nédo alterou a secrecdo de PGE, e de LTB; em
exsudato peritoneal.

o Apos 4 horas, a injecdo intraplantar de Cg induziu o aumento da expresséo de
INOS e de p65 no tecido subcutaneo do coxim plantar.

o Os animais tratados com a CTX apresentaram uma diminuicdo da expressdo de
p65, porém ndo alterou a expressdo de iNOS no tecido subcutaneo do coxim plantar.

o Os glicocorticoides ndo interferem no efeito inibitorio da CTX sobre a migracéo

celular induzida pela Cg.
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7. Conclusédo

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a agdo anti-
inflamatdria prolongada da CTX, particularmente sobre a migracdo celular induzida
pela Cg esta associada ao decréscimo de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-1B e
IL-6) e das moléculas de adesdo, P-selectina e ICAM-1, presentes no endotélio vascular.

Essa acdo anti-inflamatéria da CTX pode estar correlacionada ao efeito

inibitdrio desta toxina sobre a ativacdo do NF-«B.
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8. Resumo

A literatura relata que o veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) ou suas toxinas
isoladas modulam a resposta inflamatoria. A crotoxina (CTX) é a principal toxina do
VCdt, representando aproximadamente 65% do conteGdo do veneno bruto. Dando
continuidade aos estudos que evidenciam o efeito modulador do VCdt sobre a
inflamacdo, foi demonstrado que o VCdt apresenta um efeito anti-inflamatério
prolongado sobre a resposta inflamatoria induzida pela carragenina (Cg), em
camundongos. Esse estudo mostrou que uma Unica dose de VCdt, administrada pela via
subcutanea, 7 ou 21 dias antes da injecdo de Cg inibe, respectivamente, o
desenvolvimento do edema de pata e a migragdo celular para a cavidade peritoneal,
induzidos por este agente inflamatorio. Este efeito anti-inflamatorio também foi
observado apds a instalacdo da resposta inflamatoria (Nunes et al., 2007). Além disso,
foi demonstrado também que a CTX, € a toxina responsavel por este efeito anti-
inflamatorio prolongado. Ainda, dados recentes mostram que 0s receptores para
peptideo formil, tais como lipoxina/anexina, mediadores com potente acdo anti-
inflamatoria, estdo envolvidos no efeito da CTX. Em continuidade a essa linha de
investigacdo, este trabalho teve por objetivo caracterizar o efeito da CTX sobre a
expressdo de mediadores pro-inflamatérios e de moléculas de adesdo envolvidas na
resposta inflamatoria induzida pela Cg em camundongos. Além de avaliar também o
efeito desta toxina sobre a translocacdo da subunidade p65 do NF-kB para o nuicleo
celular. Para tanto, foi, investigado o efeito de uma Unica dose de CTX (44 ug/kg)
sobre: a expressao de P-selectina, ICAM-1, PECAM-1 e Mac-1; sobre a secrecdo de
TNF-0, IL-1pB, IL-6, PGE,, e LTB,4 e sobre a expressdo de iNOS e p65. Cabe destacar
ainda que, um inibidor da sintese de glicocorticoides (Metirapona), bem como um
antagonista de receptor para glicocorticoides (Mifepristone) foram administrados antes
do tratamento da CTX, para avaliar também a participacdo de glicocorticoides
enddgenos no efeito anti-inflamatério da CTX. A administracdo subcutdnea de uma
Unica dose de CTX produziu: 1- diminui¢do da secre¢do de TNF-a, IL-1B, IL-6; 2-
diminuicdo da expressdo de P-selectina e ICAM-1 e 3- diminuicdo da expressdo de p65.
Por outro lado, a CTX ndo alterou os niveis de PGE,, e LTB,4, como também nao alterou
a expressdo de INOS e Mac-1. Além disso, nossos resultados sugerem que o0s
glicocortictides endogenos nédo interferem no efeito anti-inflamatério da CTX, uma vez
que o pré-tratamento com Mifepristone ou Metirapona ndo alteraram o efeito inibitdrio
desta toxina sobre a migracéo celular. Em conjunto, os resultados caracterizam o efeito
anti-inflamatoério da CTX sobre a migracédo celular induzida pela Cg e sugerem que esta
toxina pode inibir a expressdo de importantes substancias prd-inflamatdrias envolvidas
na resposta inflamatdria pela Cg ao inibir a ativacdo do fator de transcricdo, NF-xB,
uma vez que este fator favorece a transcricdo de varios genes, cujas proteinas sdo
importantes no desenvolvimento da resposta inflamatoria. Esses resultados contribuem
para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na acdo modulatéria da CTX sobre a
resposta inflamatoria.

Palavras-chave: crotoxina, inflamacgdo, migracdo celular, carragenina, mediadores,
moléculas de adeséo.
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9. Abstract

The literature shows that Crotalus durissus terificus snake venom (CdtV) or their toxins
isolated modulate the inflammatory response. The crotoxin (CTX) is the main toxin of
CdtV, representing approximately 65% of the content of the crude venom. It was
demonstrated that CdtV presents a long-lasting anti-inflammatory effect induced by
carrageenan (Cg) in mice. This study showed that a single dose of CdtV inhibits
respectively, the development of paw edema and cell migration to the peritoneal cavity
induced by this inflammatory agent. This anti-inflammatory effect was also observed
after installation of the inflammatory response (Nunes et al., 2007). Furthermore, it was
also demonstrated that CTX is responsible for this long-lasting anti-inflammatory effect.
Still, recent data show that the formil peptide receptors, such as lipoxin/anexin,
mediators with potent anti-inflammatory action, are involved in the effect of CTX. The
aim of this study is characterize the effect of CTX on the expression of proinflammatory
mediators and adhesion molecules involved in the inflammatory response induced by
Cg in mice and also evaluate the effect of the toxin on translocation of the p65 subunit
of NF-xB to the nucleus. Therefore, it was investigated the effect of a single dose of
CTX (44 ng/kg) on: P-selectin, ICAM-1, PECAM-1 and Mac-1 expression; TNF-a, IL-
1B, IL-6, PGE; and LTB, secretion and, on iNOS and p65 expression. It should be noted
that a synthesis of glucocorticoids inhibitor (Mifepristone) and a glucocorticoid
antagonist receptor (Metyrapone) were administrated before CTX treatment to evaluate
the involvement of endogenous glucocorticoids in the anti-inflammatory effect of CTX.
Our results show that a single dose of CTX produced: reduction of TNF-a, IL-1p and
IL-6 secretion; reduction of P-selectin and ICAM-1 expression and reduction of p65
expression. Moreover, CTX did not alter levels of PGE, and LTB, secretion and did not
alter iINOS and Mac-1 expression. Furthermore, our results suggest that endogenous
glucocorticoids do not interfere with anti-inflammatory effect of CTX, since that pre-
treatment with Mifepristone and Metyrapone did not alter the inhibitory effect of this
toxin on cell migration induced by Cg and suggest that this toxin can inhibit the
expression of important proinflammatory substances involved in the inflammatory
response induced by Cg to inhibit the NF-kB activation, since this factor promotes the
transcription of several genes whose proteins are important in the development
inflammatory response. These results contribute to the elucidation of the mechanisms
involved in the modulatory action of CTX on the inflammatory response.

Keywords: crotoxin, inflammation, cell migration, carrageenan, adhesion molecules.
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