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1. Introducéo

As serpentes peconhentas sempre estiveram presentes na vida do
homem ao longo dos anos, sendo temidas por uns e adoradas por outros.
Atualmente os acidentes ofidicos continuam sendo um grave problema de
saude publica pela sua alta freqtiéncia e gravidade (Araujo et al., 2003).

No Brasil, os envenenamentos ofidicos englobam aproximadamente
20.000 casos por ano, sendo que quatro sdo 0s géneros de serpentes
envolvidos nestes acidentes. O género Bothrops € o principal deles, sendo
responsavel por aproximadamente 90,5% do total de acidentes, seguido pelos
géneros Crotalus (7,7%), Lachesis (1,4%) e Micrurus (0,4%) (Ministério da
Saude, 1998).

As serpentes pertencentes ao género Crotalus, popularmente
conhecidas como cascavéis, sao serpentes robustas, ageis e de habitos
terrestres. Estas serpentes sdo facilmente identificadas por apresentarem na
extremidade caudal um guizo ou chocalho (Melgarejo, 2003).

No Brasil, 0 género é representado por uma Unica espécie, a Crotalus
durissus, a qual apresenta uma vasta 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. Dentro
dessa espécie, subdividem-se cinco subespécies: a Crotalus durissus terrificus,
predominante das regides Sudeste e Sul, sendo a principal responsavel pelos
acidentes notificados no pais (Fig.1); a Crotalus durissus collilineatus, comum
na regido centro-oeste, se estendendo até o estado de Rondbnia; a Crotalus

durissus cascavella, a cascavel nordestina, e as menos conhecidas, tais como
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a Crotalus durissus ruruima e a Crotalus durissus marajoensis, restritas as
regibes das savanas do estado de Roraima e da Ilha de Marajo,

respectivamente (Melgarejo, 2003).

Fig 1. Serpente Crotalus durissus terrificus

O veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) é composto por uma
mistura complexa de proteinas e polipeptideos capazes de interferir em varios
processos fisioldégicos. O VCdt é classificado como neurotéxico, miotoxico e
coagulante (Jorge & Ribeiro, 1992). Dentre as toxinas presentes neste veneno,
destacam-se a crotoxina (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938), a crotamina (Moura-
Goncgalves & Vieira, 1950), a giroxina (Barrio, 1961), a convulxina (Prado-
Francesqui & Vital-Brazil, 1981) e a enzima trombina-simile (thrombin-like) (Raw
et al., 1986).

A crotoxina (ctx) é o principal componente toxico do VCdt, representando
cerca de 60% do veneno total, além de ser a principal responséavel pela

neurotoxicidade deste veneno (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938; Breithaupt,
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1976). Esta toxina é formada a partir da associacdo ndo covalente de duas
subunidades: o componente A ou crotapotina e o componente B ou fosfolipase
A. A interacdo entre as duas subunidades, fosfolipase e crotapotina, confere a
ctx sua alta toxicidade (Habermann & Breithaupt, 1978).

O quadro de envenenamento humano causado pelas serpentes Crotalus
durissus terrificus, caracteriza-se por manifestacfes sistémicas, decorrentes da
acdo neurotdxica do veneno, tais como: ptose palpebral (Fig. 2A e 2C), paralisia
flacida dos musculos esqueléticos e diminuicdo da motricidade ocular e
acuidade visual (Rosenfeld, 1971). Ainda decorrente da atividade neurotoxica do
veneno, pode ser observado quadro de insuficiéncia respiratoria, uma
manifestacdo importante presente em casos graves (Amaral et al., 1991). Além
disso, devido a atividade miotéxica do VCdt, os pacientes apresentam quadro de
rabdomidlise generalizada e conseqiiente mioglobinaria (Fig. 2B) (Azevedo-
Marques et al.,1985, 1987; Magalhées et al.,1986; Santoro et al., 1999). Esses
efeitos, associados a outros fatores como desidratacdo e hipotensédo, podem
provocar insuficiéncia renal aguda com comprometimento de néfrons, (Amorim
et al., 1969), principal causa de Obito nesses envenenamentos (Amaral et al.,
1986).

Apesar dos efeitos sistémicos marcantes, nos acidentes causados pelas
serpentes Crotalus durissus terrificus ndo sdo observados sinais inflamatérios
significativos no local da picada (Amorim et al., 1951; Rosenfeld, 1971), diferente
do que € observado em acidentes causados por outros géneros de serpentes,

entre eles, o género Bothrops. (Rosenfeld, 1971; Gutierrez & Lomonte, 1989).
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Fig 2. Efeitos sistémicos (A,B e C) e auséncia de efeitos locais (D e E)

decorrentes do envenenamento por serpentes Crotalus durissus terrificus.
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1.1 Inflamacéo: consideragdes gerais

As primeiras informacdes relacionadas a inflamagdo remontam a
antiguidade. Em escritos da Mesopotamia e do Antigo Egito ja eram encontrados
termos relacionados ao processo inflamatério. Celsius, no século I, foi quem fez
as primeiras descri¢des logicas do fenébmeno inflamatorio, além de enumerar os
quatro sinais classicos da inflamacéo: calor, rubor, tumor e dor. Um quinto sinal
clinico, a perda de funcéo, foi posteriormente acrescentado, no século XIX por
Virchow (Majno & Joris, 2004).

No século XIX, com o desenvolvimento da microscopia Optica, Julius
Cohnhein realizou as primeiras observacdes microscopicas do processo
inflamatorio, enfocando as alteracdes vasculares e suas consequéncias, tais
como o extravasamento plasmatico e a migracéo celular para o foco inflamatorio
(Lewis, 1986). Contudo, somente no final do século XIX, aparece a teoria de
Metchnikoff que atribuia as células fagocitarias um papel de destaque na
resposta inflamatéria (Cotran et al., 1999).

Todas as teorias desenvolvidas, com base nesses quatro sinais descritos
por Celsius, constituiram o principal caminho para o conhecimento do processo
inflamatério (Majno & Joris, 2004).

Adicionalmente a essas teorias, Thomas Lewis, no século XX,
estabeleceu o conceito de que determinadas substéncias quimicas eram
responsaveis pela mediacdo das alteracdes vasculares que ocorrem durante o
processo inflamatério como, por exemplo, a histamina (Cotran et al., 1999;

Majno & Joris, 2004).
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A inflamacéo por definicdo € uma resposta complexa do tecido conjuntivo
vascularizado frente a uma determinada injaria, que ocorre de maneira
estereotipada, independente da natureza do estimulo lesivo. Essa resposta
compreende eventos vasculares, celulares e linfaticos (Albeda & Buck, 1990;
Carlos & Harlan, 1990; Osborn, 1990), cuja finalidade é a eliminacdo do agente
lesivo, o restabelecimento da funcionalidade tecidual e a manutencdo da

homeostasia do organismo (Cotran et al., 1999; Rankin, 2004).

1.1.1. Eventos vasculares

Os eventos vasculares da resposta inflamatéria compreendem alteracdes
hemodindmicas, que culminam no extravasamento de proteinas plasmaticas
para o tecido adjacente. Inicialmente ocorre uma vasoconstricdo transitoria
seguida de uma vasodilatacdo que favorece o aumento do fluxo sanguineo,
causando calor e vermelhiddo no local da injuria. Essas altera¢des séo seguidas
por mudangas estruturais na parede do vaso caracterizadas principalmente pela
contracdo das células endoteliais e abertura de juncbes entre essas células.
Essas alteragbes levam ao aumento da permeabilidade vascular e consequente
extravasamento de proteinas plasméaticas para o tecido intersticial (Kowal-Vern
et al., 1997; Rankin, 2004), o qual caracteriza o edema inflamatério (Janeway &
Travers, 1994; Tedgui & Mallat, 2001). O extravasamento de proteinas para o
tecido intersticial causa ainda o aumento da viscosidade do sangue e a reducao
do fluxo sanguineo. Essas alteragcdes hemodinamicas levam a estase sanguinea
e consequente alteracdo da orientacdo das células sanguineas, isto é, estas

células que antes se localizavam na regido central do vaso, passam para a
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periferia deste. Esta alteracdo propicia o contato dos leucdcitos com as células
endoteliais, fendbmeno este denominado de marginagdo leucocitaria (Cotran et

al., 1999).

1.1.2. Eventos celulares

Na periferia do vaso a interacao dos leucocitos com as células endoteliais
ocorre em diferentes fases. Inicialmente os leucdcitos rolam sobre o endotélio e
em seguida aderem-se firmemente a superficie vascular. Posteriormente,
migram em direcdo ao foco inflamatorio. Esses eventos denominados
respectivamente de rolling, adesdo e migracdo de leucdcitos envolvem a
expressdo de uma grande variedade de moléculas de adesdo, entre elas, as
selectinas, as integrinas e seus ligantes (Springer, 1995; Rankin, 2004).

A interacd@o entre as diferentes moléculas de adeséo e seus respectivos
ligantes permite que os eventos de rolling, adesdo e migracdo leucocitaria
ocorram de forma dindmica no decorrer do processo inflamatoério.
Resumidamente, as moléculas de adesdo podem ser encontradas na forma
solivel como proteinas circulantes ou ligadas a superficie das células.
Entretanto, a expressdo dessas moléculas depende do tipo celular (Rankin,
2004).

As selectinas sao expressas nha superficie de leucdcitos, plaguetas e
células endoteliais e sdo as principais responsaveis pelo rolling dos leucécitos
ao longo da periferia (Butcher, 1991). A P-selectina, a principal selectina, é

constitutivamente expressa em plaquetas ativadas e em células endoteliais. A E-

selectina é expressa no endotélio ativado por citocinas inflamatorias, enquanto
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gue a L-selectina, € encontrada na maioria dos leucécitos (Bevilaqua et al.,
1989; Bevilaqua, 1995) (Mayadas et al., 1993; Ley et al., 1995; Rankin, 2004).

As integrinas, uma outra familia de moléculas de adeséo, sdo expressas
pelos leucocitos e sdo compostas por duas subunidades a e [B. Estas
subunidades possuem um longo dominio extracelular que se liga as proteinas da
matriz extracelular ou aos seus ligantes especificos, presentes nas células.
Entre as integrinas, podemos citar as pertencentes a subfamilia das B:
integrinas, tais como a VLA-4, expressa em neutrofilos, cujo ligante € a VCAM-1,
encontrada na superficie das células endoteliais. Essa ligacdo entre VLA-4 e
VCAM-1 é responsavel pela adesdo de neutrofilos ao endotélio vascular e pelo
recrutamento de leucécitos para o foco inflamatério. A VCAM-1 participa da
adesdo de linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos a superficie endotelial
(Dansky et al., 2000).

Imediatamente apds a adesdo ao endotélio, os leucdOcitos emitem
pseuddpodes entre as juncdes das células endoteliais, atravessam a membrana
basal e finalmente migram para o espacgo extravascular, em direcdo ao foco da
lesdo (Oda et al, 1995). A migracdo direcionada dos leucdcitos € um processo
denominado quimiotaxia. Esse fendmeno envolve a interacdo dos agentes
quimiotéticos com seus receptores especificos, presentes na membrana dos
leucocitos. Essa ligacdo leva a ativacdo da fosfolipase C que hidrolisa o
fosfatidilinositol-4-5-bifosfato  (PIP;) em inositol-1,4,5-trifosfato  (IP3) e
diacilglicerol (DAG), com conseqlente ativacdo da proteina quinase C e
aumento de calcio intracelular, resultando na movimentacdo celular (Cotran et

al., 1999).



| NTRODUCAO 9

7

O exsudato celular é caracterizado na fase inicial inflamatoria pela
presenca predominante de neutréfilos e, posteriormente, pela predominancia de
células mononucleares (Cotran et al., 1999; Majno & Joris, 2004). Uma vez no
sitio inflamatorio, essas células iniciam o processo de fagocitose do agente
lesivo e dos debris celulares (Auger & Ross, 1992). O sucesso desse evento
determina a resolugéo da leséo.

O macréfago € a principal célula efetora do sistema mononuclear
fagocitario. Esta célula tem grande atividade secretdria que inclui mais de cem
substancias biologicamente ativas, tais como proteinas plasméticas e
substancias que modulam a funcdo e crescimento de outras células (citocinas,
colagenases, ativador do plasminogénio, prostaglandinas, componentes do
sistema complemento entre outras) (Takemura & Werb, 1984; Nathan, 1987,
Rappolee & Werb, 1988). A secregcdo destas substancias determina a
multifuncionalidade dos macréfagos e a sua participacdo em diversos processos
fisiologicos e fisiopatolégicos: hematopoese, hemostasia, inflamacéo, resposta
imune, cicatrizacdo, controle do desenvolvimento tumoral, destruicdo de
microorganismos e outros (Tapper, 1996)

Cabe ressaltar que os eventos vasculares e celulares da resposta
inflamatoéria, descritos acima de forma sequencial, acontecem

simultaneamente durante essa resposta.
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1.1.3. Mediadores quimicos da inflamagéo

As manifestacdes uniformes que caracterizam a resposta inflamatoria sao
decorrentes da acdo de substancias endogenas liberadas apds o estimulo
lesivo, denominadas mediadores quimicos da inflamacdo. Esses mediadores
podem ser originados do plasma, tais como os componentes do sistema
complemento, do sistema da coagulagdo e as cininas ou ainda originados de
células e de tecidos, tais como a histamina, serotonina, metabdlitos do acido
araquidoénico, fator de ativacdo plaquetario (PAF), oxido nitrico (NO) e
interleucinas (Contran et al., 1999; Rankin, 2004; Majno & Joris, 2004).

Particularmente, os metabdlitos do &cido araquidénico sdo gerados apés
um estimulo lesivo por acdo da enzima fosfolipase A,, a qual degrada os
fosfolipideos de membrana celular, gerando o acido araquidonico (Crowley,
1996). Este, por sua vez, é degradado pela acdo das enzimas ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2) e lipoxigenases. As prostaglandinas, as prostaciclinas e os
tromboxanos sado 0os metabdlitos gerados pela via das ciclooxigenases enquanto
gue os leucotrienos e as lipoxinas sao gerados pela via das lipoxigenases
(Cotran et al., 1999; Rankin, 2004). A ciclooxigenase-1 (COX-1) € uma enzima
constitutiva, expressa em varios tecidos, envolvida na sinalizacdo de células e
na homeostasia tecidual (Majno & Joris, 2004).

J4 a ciclooxigenase-2 (COX-2), é uma enzima induzivel a partir de um
estimulo inflamatério.

Em relacdo a atuacdo desses metabdlitos na resposta inflamatoria, as
prostaglandinas e as prostaciclinas causam vasodilatagdo e potencializam a

formacdo de edema inflamatorio (Cotran et al., 1999; Majno & Joris, 2004); os
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leucotrienos causam vasoconstriccdo, aumento da permeabilidade vascular e
atuam ainda como agentes quimiotaticos (Lewis et al., 1990; Roitt et al., 1999).
Adicionalmente, as lipoxinas, mediadores enddgenos gerados pela via das
lipoxigenases, possuem atividade antiinflamatoria. A lipoxina A4 inibe a migragéo
de neutrdfilos, a liberagéo de interleucina-1f (IL-18) por essas células (Moncada,
1992) e ainda estimula a fagocitose de neutrofilos apoptoéticos por macrofagos
(Godson et al., 2001). As lipoxinas A; e B4 sao geradas pela agdo das enzimas
12-lipoxigenase de plaquetas ou da 15-lipoxigenase de macrdéfagos sobre o
leucotrieno A4 liberado pelos neutréfilos (Levy et al., 1993; Serhan & Sheppard,
1990; Bonnans et al., 2002).

Ainda nos eventos vasculares deve ser destacada a participacdo dos
seguintes mediadores: os fragmentos C3a e C5a do sistema complemento; os
fibrinopeptideos, oriundos da degradacdo da fibrina; a bradicinina, proveniente
do sistema das cininas, aminas vasoativas (serotonina e histamina) (Majno &
Palade, 1961), além do fator de ativacdo plaquetaria (PAF). Um outro mediador
importante € o O6xido nitrico (NO). Esse mediador € um potente agente
vasodilatador sintetizado por células endoteliais e macrofagos, pela acdo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS) sobre a L-arginina e o oxigénio. Existem trés
isoformas descritas: neuronal (nNOS ou tipo 1), induzivel (iNOS ou tipo Il) e a
endotelial (eNOS ou tipo 1ll). A nNOS e a eNOS séo enzimas constitutivas,
enquanto que a INOS sdo expressas em processos inflamatérios e imunes,
induzidos por lipopolissacarideos bacterianos e citocinas (Moncada et al., 1991;
Alderton et al., 2001).

Em relacdo aos eventos celulares, podemos destacar as agbes como

agentes quimiotaticos dos seguintes mediadores: fragmento Cba do
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complemento (entre outras fungdes, induz o aumento da expressao de integrinas
pelos leucdcitos), fibrinopeptideos, leucotrieno B4, IL-8 e o fator de ativagéo
plagquetéaria (PAF) (atua também no processo de agregacdo e adesdo de
leucdcitos ao endotélio) (Cotran et al., 1999; Rankin et al., 2004).

Cabe enfatizar que, os mediadores quimicos, acima descritos, atuam de
uma maneira inter-relacionada, nos eventos vasculares e celulares da resposta
inflamatoria (Rocha e Silva & Garcia-Leme, 1972; Ferreira & Vane, 1973; Majo &

Joris, 2004).

1.1.4. Resolucéo da resposta inflamatoria

De um modo geral, a resposta inflamatéria aguda pode apresentar quatro
diferentes tipos de finalizag&o: a resolugédo completa, a substituicdo de tecido por
fibrose, a formacdo de abscesso ou a progressao dessa resposta para uma
inflamag&o cronica.

A resolugdo completa da resposta inflamatéria estd estritamente
relacionada a uma leséo limitada, de baixa destruicdo tecidual e ainda ao tipo do
agente lesivo. Essa resolugcédo envolve a neutralizagdo dos mediadores quimicos
e conseqglente interrupcdo do extravasamento plasmatico e da infiltracédo
leucocitaria. Essa interrupcédo, para a completa resolucdo do processo, deve ser
seguida pela remocdo do edema, leucécitos e debris celulares pelo tecido
linfatico e fagocitos. Entretanto, a persisténcia do agente ou a ampla destruicdo
tecidual impede a resolucao da inflamagé&o, o que determina a cronificagdo deste

processo (Cotran et al., 1999; Rankin, 2004).
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1.2 A carragenina como agente flogistico

A carragenina € um polissacarideo sulfatado proveniente de um musgo
marinho da Irlanda, denominado Chondrus crispus (Van Arman, 1979). Modelos
utilizando este agente inflamatorio vém sendo amplamente utilizados tanto para
a investigacao da fisiopatologia da inflamacédo aguda (Di Rosa, 1972; Vinegar et
al., 1982), como também para a triagem de drogas antiinflamatorias (Winter et
al., 1962). Normalmente, a inflamacéo induzida pela inje¢éo de carragenina nas
cavidades pleural e peritoneal é caracterizada por um acumulo de exsudato e
intensa migracao de células inflamatorias.

Da mesma forma, a injecdo intraplantar desse agente inflamatério induz
uma resposta inflamatéria marcante com desenvolvimento de edema e
hiperalgesia (Winter et al., 1962, Nakamura & Ferreira, 1987).

Levy (1969), um dos primeiros autores a investigar a evolugéo do edema
de pata induzido pela carragenina, descreveu que a injecdo deste agente, na
pata posterior de camundongos, causa um edema similar ao desenvolvido no
rato, apresentando o mesmo tempo de duracdo (uma fase), porém de menor
intensidade. Entretanto, posteriormente, Henriqgues e colaboradores (1987)
demonstraram pela primeira vez que a injegdo de carragenina no tecido
subcutaneo da pata de camundongos induzia um edema bifasico. A primeira
fase se caracterizava por um edema de baixa intensidade com pico em 6 horas
e a segunda fase por um edema mais pronunciado, o qual se iniciava 24 h apos
a injecao de carragenina, atingia um pico em 72 h e declinava apds 96 h.

Esse estudo tornou-se referéncia, uma vez que o modelo de edema de

pata induzido pela carragenina em camundongos tem sido amplamente utilizado
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para a caracterizacdo de novas substancias pré-inflamatérias  ou
antiinflamatérias, bem como nos estudos sobre a fisiopatologia da inflamagéo (Di
Rosa et al., 1971, Vinegar et al., 1973, Posadas et al., 2004).

Por outro lado, lanaro e colaboradores (1994) demonstraram que a
carragenina provoca apenas a segunda fase do desenvolvimento do edema, em
camundongos da linhagem BALBI/c.

Recentemente, Posadas e colaboradores (2004) demonstraram que em
camundongos Swiss 0 edema de pata induzido por carragenina é dependente
da idade e do peso dos animais, sendo que esse edema é mediado pela
expressdo de eNOS, INOS, COX-1 e COX-2. O primeiro pico de edema é
caracterizado pelo aumento da expressdo de oOxido nitrico, enquanto que o
segundo, mais intenso, difere do primeiro pelo aumento da expresséo de COX-2,
a qual comecga a ser detectada a partir da 242 hora e permanece até a 722 hora
apos a injecao da carragenina.

Em relagcdo ao componente celular da resposta inflamatoria, Vinegar e
colaboradores (1973) demonstraram por meio de analise histoloégica que a
injecdo intraplantar de carragenina determina a infiltracdo de neutréfilos no
tecido subcutédneo da pata de ratos. Em relacdo a cinética de migracdo dos
neutréfilos, os mesmos autores observaram que aos 20 minutos estas células
estavam localizadas nos vasos proximos ao local da inoculacédo do agente. Apés
60 minutos, observava-se a migracdo dessas células para o tecido subcutaneo
adjacente, a qual se intensificava 2 h ap0s a inje¢cdo da carragenina. Nesse
mesmo periodo, comecava a ser observada a presenca de alguns monacitos.

Em relagdo a mediacdo da resposta celular inflamatéria induzida pela

carragenina, Wallace e colaboradores (1999) demonstraram através do modelo
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da bolsa de ar em ratos que a migragdo celular é mediada principalmente pela
COX-1. Outros estudos referem também a participagdo de citocinas pro-
inflamatorias na migracao celular induzida pela carragenina, uma vez que foram
detectados altos niveis de TNF-qa, IL-1a e IL-13 apos a injecdo de carragenina

(Utsunomiya et al., 1991; Cuzzocrea et al., 1999).

1.3 Drogas antiinflamatdérias utilizadas em estudos experimentais

De maneira ideal, uma substancia para ser classificada como
antiinflamatéria deve ser capaz de reverter as manifestagcbes clinicas
decorrentes da resposta inflamatoria, ou seja, a dor, o rubor, o calor e o tumor.
Entretanto, o termo antiinflamatério € amplo e pode ser aplicado a drogas ou a
substancias que inibem um dos eventos inflamatérios induzidos
experimentalmente (Van Arman, 1979; Rang et al., 1997; Singla & Singh,
2000).

A literatura relata a utilizacdo de drogas antiinflamatdrias nos estudos
experimentais que caracterizam a acdo de novas substancias pro e
antiinflamatérias (Filho et al., 2004; Montanher et al., 2007).

Levando em conta, a existéncia de um grande numero de drogas
antiiflamatérias, nesta introducéo serdo abordadas resumidamente, apenas as
acOes das drogas utilizadas no presente estudo.

A dexametasona € um antiinflamatorio esteroidal que induz o aumento
da sintese de liporcortina-1, uma proteina que inibe a expressao da fosfolipase
A, e a consequente expressao dos mediadores derivados do metabolismo do

acido araquidénico, tanto os gerados pela via da ciclooxigenase, como 0s
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gerados pela via da lipoxigenase, tais como as prostaglandinas e os
leucotrienos, respectivamente (Barnes & Adcock, 1993; de Faria et al., 2001;
Becker et al., 2004).

A indometacina € uma droga antiinflamatoria ndo esteroidal que inibe as
enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) impedindo dessa forma a sintese
de prostandides e tromboxanos (Van Arman, 1979; Rang et al., 1997; El
Desoky, 2001).

O nimesulide é um outro antiinflamatério que vem se destacando entre o
uso das drogas néo esteroidais. Swigle e colaboladores (1976) demonstraram
a atividade antiinflamatoéria deste agente através de métodos convencionais,
tais como o edema de pata induzido pela carragenina e artrite induzida por
adjuvante de Freud. Trata-se de um potente inibidor especifico da
ciclooxigenase-2, que impede conseqiientemente a sintese de prostaglandinas.
Além disso, a agdo desta droga ndo estd somente focada para a inibicdo da
sintese de prostandides, pois 0 nimesulide também atua sobre as funcdes de
neutrofilos e nas suas interacdes com o endotélio e na sintese de PAF (Singla
& Singh, 2000).

O L-N®nitro arginine methyl ester (L-NAME) é uma droga
antiinflamatéria ndo seletiva que inibe a sintese de 6xido nitrico (NO) pelas
enzimas oxido nitrico sintetases (eNOS, iNOS, nNOS) impedindo dessa forma,
a acdo do NO sobre os eventos da resposta inflamatoéria (luvone et al., 1997;

Dal Secco et al., 2004).
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1.4. Efeitos do veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) e da

crotoxina (ctx) sobre aresposta inflamatoéria

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 acéo direta do veneno da espécie Crotalus durissus terrificus é
caracterizada por edema discreto sem lesdes teciduais marcantes (Amorim et
al, 1951). De fato, experimentalmente foi observado que o veneno crotalico
desencadeia no local da inoculacdo uma resposta inflamatéria caracterizada
por discreto acumulo de leucécitos polimorfonucleares e por edema de fraca
intensidade, mediado principalmente por histamina (Sousa-e-Silva et al., 1996).

Além da fraca atividade flogistica do VCdt, vérias linhas de evidéncias
demonstram o papel modulador deste veneno sobre a resposta inflamatoria.
Landucci e colaboradores (1995, 2000) mostraram que a crotapotina,
componente CA da ctx inibe o edema de pata de ratos induzido por
carragenina ou por fosfolipases A; isoladas de venenos animais.

Sousa-e-Silva et al. (1996) demonstraram que a injecdo de VCdt em
camundongos imediatamente apdés a administracdo intraperitoneal de
tioglicolato, determina decréscimo no ndmero de leucécitos 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
de macrofagos peritoneais de camundongos, as quais sdo células relevantes
no processo inflamatorio.

Em continuidade a esse estudo, Sampaio et al. (2001), avaliando o efeito

do VCdt sobre o metabolismo de macrofagos peritoneais de ratos e a possivel
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correlagdo entre as modificacdes deste metabolismo com as alteragbes
funcionais destas células, demonstraram dualismo na acédo deste veneno, uma
vez que foi observado tanto estimulacdo do “burst” respiratério (geracdo de
peréxido de oxigénio), da geracdo de 6xido nitrico, da atividade fungicida e do
metabolismo de glicose e glutamina, quanto a inibicdo do espraiamento e da
atividade fagocitica dessas células. Recentemente, foi demonstrado que a ctx,
particularmente a fosfolipase A, 0 componente B desta toxina, € a responsavel
pela acéo inibitéria do veneno sobre as fun¢gbes dos macréfagos (Sampaio et
al., 2003; 2005). Estudos recentes evidenciaram que os metabolitos do acido
araquidoénico, derivados da via da lipoxigenase, estdo envolvidos neste efeito
(Sampaio et al., 2006). Ainda dentro dessa linha de pesquisa, estudos
realizados pelo nosso grupo demonstram também, que o VCdt inibe a secrecéo
de citocinas IL-a e IL-1B por macréfagos estimulados pelo processo de
fagocitose ou por lipopolissacarideos (LPS) (Cury et al., 2006).

As evidéncias apresentadas acima sobre o efeito inibitorio do VCdt e de
seus componentes sobre algumas funcdes dos macréfagos, claramente
demonstram o papel modulador desse veneno sobre a inflamagéo. No entanto,
até o momento néo foi investigado se o veneno bruto ou sua principal toxina, a
ctx apresenta um efeito antiinflamatério sobre os eventos vasculares e
celulares da resposta inflamatoria. A relevancia dessa investigagdo motivou

esse estudo.
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Apesar das evidéncias demonstradas na Introducdo, os estudos
caracterizando o efeito antiinflamatorio do veneno e de seus componentes,
sobre os eventos da resposta inflamatéria aguda induzida por um agente
inflamatério, sdo ainda escassos ou inexistentes. Dessa forma, dando
continuidade aos estudos que vém sendo desenvolvidos pelo nosso grupo
nessa linha de pesquisa, 0 presente estudo visa avaliar o possivel efeito
antiinflamatério do VCdt e da ctx, principal componente desse veneno, sobre 0
processo inflamatério agudo. A caracterizacdo desta acdo pode vir a
determinar 0 uso deste veneno, bem como suas fracbes como agentes
terapéuticos ou como ferramentas cientificas importantes para a compreensao

do controle da resposta inflamatéria.
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2- Objetivo

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do pré e pos-
tratamento com o VCdt e da ctx, principal componente toxico deste veneno,
sobre 0s seguintes eventos da resposta inflamatéria aguda, induzida pela

administragdo da carragenina em camundongos:

a) desenvolvimento do edema de pata
b) migracao de células para a cavidade peritoneal

C) interacdo leucdcito-endotélio na microcirculagdo do muasculo cremaster
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3. Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados para a realizacdo deste estudo, camundongos Swiss,
machos, pesando entre 18-22g, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto
Butantan. Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e racdo. Os
protocolos experimentais foram realizados com aprovagdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUIB) (protocolos 176/2004 e

268/2006).

3.2. Veneno

Foi utilizado um pool de veneno liofilizado extraido de espécimes adultos
de serpentes Crotalus durissus terrificus, fornecido pelo Laboratério de
Herpetologia do Instituto Butantan. O pool de veneno foi estocado a — 20°C e

no momento do uso foi diluido em solucao salina estéril.

3.3 Crotoxina

A fracdo crotoxina do VCdt foi gentiimente fornecida pela Dra. Sandra

Coccuzzo Sampaio, pesquisadora do Laboratério de Fisiopatologia do Instituto

Butantan.
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3.3.1.Isolamento e purificagao da ctx

O isolamento e a purificagdo da ctx do VCdt foram realizados no
Laboratério de Imunopatologia do Instituto Butantan.

A purificagéo da ctx foi realizada segundo o método descrito por Faure &
Bon (1987), modificado. Uma aliquota contendo 15 mg do veneno foi
ressuspensa em 1ml de Tris-HCI (50 mM, pH 7,0) e centrifugada a 10,000 g por
10 minutos (Ultra-Centrifuga Eppendorf) para a remocdo do material insolavel.
O sobrenadante obtido foi submetido a cromatografia de troca aniénica em uma
coluna MONO-Q HR 5/5 de 5 ml, em sistema FPLC (Fast-Performance Liquid
Chromatography, Pharmacia), em tampéo Tris/HCI 50 mM, pH 7,0 (tampé&o de
equilibrio) para o isolamento da ctx. As proteinas adsorvidas a resina foram
eluidas por um gradiente linear de 0 a 1 M NaCl, tamponado com o tampéo de
equilibrio. Foram obtidos 3 picos principais (Picos I, Il e lll), sendo o Pico Il
correspondente & eluicdo da crotoxina. Fracdes de 1 ml foram coletadas e a
eluicdo foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 280 nm. As fracbes
contendo a crotoxina foram testadas quanto a homogeneidade e pureza por
eletroforese em gel de poliacrilamida (Laemmli, 1970). Os tubos
correspondentes a crotoxina foram reunidos e dialisados e a sua concentragdo

foi determinada pelo método de Bradford (1976).

3.4 Planejamento geral

Durante o desenvolvimento deste estudo, foi investigado o efeito do

VCdt sobre a resposta inflamatdéria induzida por carragenina. Para tanto, foram
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avaliados os efeitos dos tratamentos com o VCdt sobre o0s seguintes
parametros: (a) desenvolvimento do edema de pata (b) migracdo de células
para a cavidade peritoneal e (c) interacdo leucdcito-endotélio na

microcirculacdo do musculo cremaster.

3.5 Protocolo experimental

3.5.1 Tratamento com o VCdt

Os animais foram pré ou pos-tratados com uma Unica dose de VCdt de
75 pg/kg em 50uL de salina estéril, pela via subcutanea, ou na dose de 440
pog/kg em 200uL de salina estéril pela via oral. Os grupos controles foram
constituidos por animais tratados com os mesmos volumes de salina nas
mesmas condi¢cdes experimentais. O pré-tratamento foi realizado 1h, 7, 14 ou
21 dias antes da injecdo de carragenina (15 mg/kg) e o pés-tratamento 1, 4 ou
48 h apods a injecdo da carragenina.

As concentragcfes de veneno total utilizadas no presente estudo foram
baseadas em trabalhos anteriores (Sousa-e-Silva et al., 1996).

Cabe ressaltar que a dose administrada de VCdt ndo causou 0s sinais
clinicos caracteristicos de envenenamento crotalico nos animais, tais como
ptose palpebral, facies miasténica e mioglobinaria (Rosenfeld, 1971; Ministério

da Saude, 1998).
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3.5.2. Tratamento com a ctx:

Uma uUnica dose de 44 pg/kg de ctx (0.89 pg em 50puL) foi administrada
pela via subcutanea. O pré-tratamento foi realizado 1 h antes da injecdo de
carragenina. Os grupos controles foram constituidos por animais tratados com
0s mesmos volumes de salina nas mesmas condi¢gdes experimentais. O poés-
tratamento foi realizado 1 hora ap0s a injecdo de carragenina, sendo que o
grupo controle recebeu o mesmo volume de salina também nas mesmas

condicdes experimentais.

3.5.3. Tratamentos farmacolégicos

Para comparar o efeito do VCdt com outras drogas antiinflamatérias, os
animais foram tratados com as seguintes drogas: dexametasona (inibidor de
FLA, Ache, Brasil), na dose de 1 mg/kg s.c. (de Faria et al., 2001);
indometacina (inibidor de sintese de prostaglandinas, Sigma, USA), na dose de
3 mg/kg s.c. (Gongalves & Mariano, 2000; Pinheiro & Calixto, 2002); L-N®-nitro
arginine methyl ester (L-NAME) (inibidor da sintese de Oxido nitrico, Sigma,
USA) 100 mg/kg s.c., (Tan-No et al., 2006) ou nimesulide (inibidor de COX-2,
Ache, USA) na dose de 100 mg/kg via oral (Wallace et al., 1999; Sileyman et
al., 2004). Essas drogas foram administradas sozinhas ou associadas ao VCdt,
1 h apds a injecdo de carragenina. Os grupos controles foram constituidos por
animais tratados com os mesmos volumes de salina nas mesmas condi¢cfes

experimentais.
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3.6. Efeito do VCdt sobre a resposta inflamatoéria induzida por carragenina

3.6.1. Desenvolvimento de edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pela injecdo de 50 pL de carragenina (15
mg/kg) no tecido subcutaneo do coxim plantar da pata posterior direita dos
camundongos. Como controle, a pata contralateral foi injetada com 50uL de
salina. O aumento da espessura da pata foi determinado com o auxilio de um
paquimetro, antes (Oh) e 2, 4, 6, 24, 48, 72 e 96 h apls a injecdo da
carragenina. Para cada tempo avaliado, o edema foi expresso em porcentagem

de aumento da espessura da pata, calculada pela férmula:

E%-= EE-EI X 100, onde:
El
E% = aumento porcentual da espessura da pata
El = espessura inicial da pata

EF = espessura da pata ap0s os animais receberem os tratamentos.

O resultado final foi obtido pela diferenca entre o edema da pata injetada

com carragenina e o edema da pata controle, injetada com salina.
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3.6.2. Migragcdo celular para a cavidade peritoneal induzida por

carragenina.

A migracdo de células para a cavidade peritoneal foi induzida pela
injecdo intraperitoneal de 200 pL de carragenina (15 mg/kg) antes ou apés o
tratamento com o VCdt como detalhado no protocolo experimental (item 3.5.1.).
Os animais do grupo controle foram tratados com o mesmo volume de salina
(200 pL), nas mesmas condigbes experimentais. Apos 4 h da injecdo de
carragenina, os animais foram sacrificados em camara de CO,, e a cavidade
peritoneal foi lavada com 5mL de tampéo fosfato salina, pH 7,4 (PBS). Apés a
massagem do abddémen, o exsudato peritoneal foi coletado e as contagens

total e diferencial das células realizadas.

3.6.2.1. Contagem total e diferencial de células peritoneais.

A suspensédo de células peritoneais foi diluida na proporgdo 1/2 (v:v)
com liquido de Thoma e a contagem total de células foi determinada em
camara de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregacos
corados pelo método pancromico de Rosenfeld (Rosenfeld, 1947). Um total de
100 células foi contado por microscopia Optica de luz, utilizando-se objetiva de

imersao.



MATERI AL E METODCS 27

3.6.3 Interacdo leucotcito-endotélio na microcirculagdo do musculo

cremaster

Para avaliar o efeito o veneno crotalico sobre a interacdo leucdcito-
endotélio da microcirculacdo do masculo cremaster, os animais foram tratados
com VCdt (75 pg/Kg), 1 h antes ou apos da injecdo de 100 pL de carragenina
(15 mg/kg) no subcutdaneo da bolsa escrotal. Apés 2 h da injecdo de
carragenina, os animais foram anestesiados com xilazina e cloridrato de
quetamina (10mg/kg, via s.c.) e com auxilio de uma tesoura de ponta fina foi
realizada a exposi¢cdo do musculo cremaster e a sec¢do do epididimo para o
desprendimento do musculo cremaster. Apos este procedimento, a preparacao
foi mantida aquecida em uma placa com temperatura controlada (37°C), dotada
de uma area transparente, através da qual o leito microvascular do musculo
cremaster pdde ser visualizado (Baez et al., 1973). Na microcirculacdo deste
musculo, foi selecionada, aleatoriamente, uma vénula pos-capilar com
comprimento de 100 pm e diametro entre 20 e 40 um. Em cada segmento
selecionado foram avaliados os fenémenos de “rolling” e adeséo dos leucécitos
ao endoteélio, contados por um periodo de 1 minuto. A migracado das células
para o tecido conjuntivo adjacente foi determinada pela contagem dos
leucécitos presentes em até 50 um de distancia de cada lado do segmento
analisado. Esta analise foi realizada em microscopio de luz (Zeiss Axioskop),
acoplado a uma camera para captagdo das imagens (JVC TK-C600), em
objetiva de 10x. As imagens foram transmitidas para um aparelho de televisao
ligado a um video cassete, e a um computador provido de um programa de

andlise de imagens (Kontron, KS 300).
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3.7 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + S.E.M. Para analise
estatistica do edema de pata foi realizado o teste ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Tukey. A migragdo celular e a interacao leucécito-endotélio foram
analisadas estatisticamente pelo ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Tukey. As analises estatisticas foram determinadas com o programa GraphPad
Prism software (versdo 4.0). Diferencas com p<0.05 foram consideradas

estatisticamente significativas.
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4. Resultados

4.1. Desenvolvimento do edema de pata induzido por carragenina

A injecdo de 300 pg (50 pL) de carragenina, no tecido subcutaneo do
coxim plantar de camundongos, induziu um edema gque apresentou duas fases.
A primeira fase inicia-se imediatamente ap6s a inje¢cdo da carragenina,
aumenta progressivamente, atinge o primeiro pico na 62 hora e decai na 242
hora. A segunda fase inicia-se apds 24 h e atinge um pico mais intenso que o
primeiro na 722 hora. ApGs esse tempo, o edema decai progressivamente,
atingindo valores proximos ao da pata contralateral injetada com salina, 96

horas ap0s a injecdo da carragenina (Fig. 4).

4.1.1. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o desenvolvimento do

edema de pata induzido por carragenina

Os resultados mostraram que o tratamento com o VCdt, 7 dias ou 1 h
antes da injecdo de carragenina, reduziu significantemente o desenvolvimento
do edema de pata induzido pela carragenina, quando comparado aos animais
tratados com salina (Fig. 4 e 5). Essa redugao foi observada em todos o0s
tempos em que o edema foi avaliado, porém mostrou-se mais intensa no tempo
de 72 h. Neste tempo, o decréscimo do edema nos animais tratados com o
VCdt em relacdo ao edema dos animais controles, tratados com salina, foi de
48% (VCdt+cg: 16,2 + 2,9; salina+cg: 30,6 + 2,2; p<0,05) para o pré-tratamento

de 7 dias (Fig.4) e de 55% para o pré tratamento de 1 h (VCdt+cg: 15,6 + 1,6;



RESULTADOS 30

salina+cg: 34,0 + 1,1; p<0,05) (Fig. 5). Entretanto, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre esses dois tempos de pré-tratamento em todos 0s
tempos avaliados. Em relagdo ao tratamento com o VCdt 14 dias antes da
injecdo da carragenina, ndo foi observada diferenca no desenvolvimento do
edema em todos os tempos avaliados, quando comparado ao grupo controle

tratado com salina (Fig. 3).

4.1.2. Efeito do poés-tratamento com o VCdt sobre o desenvolvimento do

edema de pata induzido por carragenina

Em relacdo aos animais tratados com o VCdt 1 h apés a injecao de
carragenina, foi observado um decréscimo do edema em todos os tempos
avaliados. Para o segundo pico de edema (pico mais intenso), esse decréscimo
foi de 24% (VCdt+cg: 32,1 + 1,4; cg+salina: 42,2 = 1,2; p<0,05) quando
comparados aos animais tratados com salina (Fig. 6).

Com a finalidade de investigar o efeito do tratamento com o VCdt, apos
um tempo maior da instalacdo da resposta inflamatoria, o VCdt foi administrado
4 ou 48 h apéds a injecao de carragenina, antes do primeiro e do segundo picos
de edema, respectivamente. Nos animais tratados com o VCdt 4h apds a
injecdo de carragenina, foi observada uma reducéo de 33% no primeiro pico (6
h) (cg+VvVCdt: 19,90 + 0,95; cg+salina: 29,78 + 2,64; p<0,05) e de 40%
(cg+VCdt: 22,8 £ 0,5; cg+salina: 38,1 + 0,3; p<0,05) na formagédo do segundo
pico do edema (72 h), quando comparados aos animais tratados com salina
(Fig. 7A). Quando os animais foram tratados com o VCdt 48 h apds a injecéo

de carragenina, néo foi observado o segundo pico de edema (72h) (Fig. 7B).
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4.1.3. Efeito dos tratamentos com VCdt, dexametasona, indometacina, L-
NAME ou nimesulide sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido

por carragenina

Com a finalidade de comparar o efeito do VCdt com o de outras drogas
antiinflamatdérias sobre o edema de pata induzido pela carragenina, 0s animais
foram tratados 1 h apds a inje¢do de carragenina com o VCdt, dexametasona,
indometacina, L-NAME ou nimesulide. Apés os tratamentos, o desenvolvimento
do edema foi avaliado nos tempos de 6 h (1° pico) e 72 h (2° pico) apés a
injecao da carragenina.

Como mostra a Figura 8, no primeiro pico de edema, o VCdt, a
dexametasona, a indometacina, o L-NAME e o nimesulide, reduziram o edema
em 48%, 42%, 41%, 52% e 46% respectivamente, quando comparados ao
grupo tratado com salina. Em relagdo ao segundo pico de edema, somente o
VCdt e o0 nimesulide reduziram o edema em 35% e 45% respectivamente,

guando comparados ao grupo controle tratado com salina.
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Figura 3. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata
induzido por carragenina (14 dias). Os animais foram tratados com o VCdt
(3,5 pg/50 pL s.c.) ou salina 14 dias antes da injecdo intraplantar de
carragenina (cg) (300 pg/50 pL) ou salina. As espessuras das patas foram
avaliadas em diferentes intervalos de tempo, usando um paquimetro. Os
resultados foram calculados pela diferenga de espessura de ambas as patas e
o edema calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os
resultados foram expressos como média + S.E.M (n=5 a 10 animais por
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina
(salina+cq).
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata
induzido por carragenina (7 dias). Os animais foram tratados com o VCdt
(1,5 pg/50 pL s.c.) ou salina 07 dias antes da injecdo intraplantar de
carragenina (cg) (300 pg/ 50uL) ou salina. As espessuras das patas foram
avaliadas em diferentes intervalos de tempo, usando um paquimetro. Os
resultados foram calculados pela diferenca de espessura de ambas as patas e
o0 edema calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os
resultados foram expressos como meédia + S.E.M (n=5 a 10 animais por
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina
(salina+cq).



RESULTADOS 34

40- —— VCdt+salina
—— salina+cg
g —%— VCdt+cg
@
© *
()
(]
©
32
*
__./—I—I\:
72 96

Figura 5. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata
induzido por carragenina (1 h). Os animais foram tratados com o VCdt (1,5
pg/50 pL s.c.) ou salina 1 h antes da injegéo intraplantar de carragenina (cg)
(300 pg/50 pL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em
diferentes intervalos de tempo, usando um paquimetro. Os resultados foram
calculados pela diferenca de espessura de ambas as patas e o edema
calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os resultados
foram expressos como média + S.E.M (n=5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (salina+cg).
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Figura 6. Efeito do pés-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata
induzido por carragenina (1 h). Os animais foram tratados com o VCdt (1,5
pg/50 pL s.c.) ou salina 1 h apdés a injecéo intraplantar de carragenina (cg) (300
pg/50 pL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em diferentes
intervalos de tempo, usando um paquimetro. Os resultados foram calculados
pela diferenca de espessura de ambas as patas e o edema calculado pelo
aumento da espessura da pata em porcentagem. Os resultados foram
expressos como média £+ S.E.M (n=5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (cg+salina).
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Figura 7. Efeito do poOs-tratamento com o VCdt sobre o edema de pata
induzido por carragenina. Os animais foram tratados com o VCdt (1,5 pg/50
ML s.c.) ou salina 4 h (A) ou 48 h (B) apds a injecao intraplantar de carragenina
(cg) (300 pg/50 pL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em
diferentes intervalos de tempo, usando um paquimetro. Os resultados foram
calculados pela diferenca de espessura de ambas as patas e o edema
calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os resultados
foram expressos como média + S.E.M (n=5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (cg+salina). Seta: tempo
do tratamento com o VCdt.
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Figura 8. Efeito do tratamento com o VCdt e outras drogas
antiinflamatorias sobre o edema de pata induzido por carragenina. Apos 1
h da injecdo intraplantar de carragenina (cg) (300 pg/50 pL) ou salina, os
animais foram tratados com o VCdt (1,5 pg/50 pL s.c.) ou salina ou
dexametasona (Dx) (4 mg/kg) ou indometacina (Ind) (4 mg/kg s.c.) ou
nimesulide (Nime) (30 mg/kg v.0.) ou L-NAME (100 mg/kg s.c.). As espessuras
das patas foram avaliadas nos tempos de 6 e 72 h, usando um paquimetro. Os
resultados foram calculados pela diferenga de espessura de ambas as patas e
o edema calculado pelo aumento da espessura da pata em porcentagem. Os
resultados foram expressos como média + S.EM (n= 5 a 10 animais por
grupo).*P< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina
(cg+salina).
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4.2. Migracgéo celular para a cavidade peritoneal induzida por carragenina

Quatro horas apo6s a injecao intraperitoneal de carragenina (300ug/50pL)
foi observado um aumento da contagem de células peritoneais totais,
resultante do aumento de polimorfonucleares, quando comparado aos animais

injetados (i.p.) com salina (Tabela 1).

4.2.1. Efeito do pré-tratamento com o VCdt, administrado pela via

subcutanea, sobre a migragao celular induzida por carragenina

A Tabela 1 mostra que os animais tratados com o VCdt pela via
subcutanea 21, 14, 7 dias ou 1 h antes da injecdo de carragenina
apresentaram uma reducdo significante no numero de células totais que
migraram para a cavidade peritoneal quando comparados aos animais tratados
com salina. Essa reducéo foi de 60%, 38%, 55% e 40%, para o pré-tratamento
de 21, 14, 7 dias ou 1 h, respectivamente. Em relacdo a contagem diferencial,
foi observado um decréscimo no numero de polimorfonucleares em todos os
tempos de pré-tratamento. Da mesma forma, foi observado um decréscimo de
69% no numero de mononucleares nos animais tratados com o VCdt 21 dias

antes da injecéo da carragenina.
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4.2.2. Efeito do pos-tratamento com o VCdt, administrado pela via

subcutanea, sobre a migragao celular induzida por carragenina

Os animais tratados com o VCdt 1 h apo0s a injecdo de carragenina
apresentaram um numero de células peritoneais significativamente menor
guando comparados aos animais tratados com salina, sendo que essa redugao
foi de 43%. Os resultados mostraram ainda que o mesmo tratamento reduziu
em 30% e 68% o numero de mononucleares e polimorfonucleares,

respectivamente (Tabela 1).

4.2.3. Efeito dos tratamentos com VCdt, dexametasona, indometacina, L-
NAME ou nimesulide, administrados pela via subcutanea sobre a

migracao celular induzida por carragenina

Com a finalidade de comparar o efeito do tratamento com VCdt com o
de outras drogas antiinflamatorias, sobre a migracdo celular induzida pela
carragenina, o0s animais foram tratados com o VCdt, dexametasona,
indometacina, L-NAME ou nimesulide, 1 h apés a inje¢éo de carragenina.

A Tabela 2 mostra que o tratamento com o VCdt, assim como 0s
tratamentos com a dexametasona, a indometacina e o nimesulide, 1 h apés a
injecao intraperitoneal de carragenina, reduziram os nameros totais de células
peritoneais. Essa reducdo foi de 40% para os tratamentos com VCdt,
dexametasona ou indometacina e de 48% para o tratamento com nimesulide.

Em relacdo a contagem diferencial, a reducdo no numero de

polimorfonucleares foi de 65% para os tratamentos com o VCdt ou a
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indometacina e de 77% e 80% para os tratamentos com o nimesulide ou a
dexametasona, respectivamente (Tabela 2).

A tabela 2 mostra ainda que, quando o VCdt foi administrado em
associacdo com a dexametasona, a indometacina ou o nimesulide, 1 h apés a
injecdo intraperitoneal de carragenina, ndo foram observadas diferencas
significativas no nimero de células totais migradas para a cavidade peritoneal
guando comparado aos animais tratados com o VCdt e as drogas

isoladamente.

4.2.4. Efeito do pré-tratamento com VCdt, administrado pela via oral sobre

a migracdao celular induzida por carragenina

Para investigar se a via de administracdo do VCdt seria importante para
sua acdo inibitéria, o VCdt foi administrado pela via oral e o efeito do
tratamento foi avaliado sobre o modelo da migracdo celular, um dos
parametros avaliados neste estudo.

A Tabela 3 mostra que os animais tratados com o VCdt pela via oral 14,
7 dias ou 1 h antes da injecdo de carragenina apresentaram uma reducéo
significativa no numero de células totais que migraram para a cavidade
peritoneal quando comparados aos animais tratados com salina. Essa reducéo
foi de 43%, 38% e 45%, para o pré-tratamento de 14, 7 dias ou 1 h
respectivamente. Em relacdo a contagem diferencial, foi observado um
decréscimo no numero de células polimorfonucleares em todos os tempos de

pré-tratamento, sendo que esse decréscimo foi de 62%, 60% e 80% para 0s
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tratamentos de 14, 7 dias e 1 h, respectivamente, antes da injecao

intraperitoneal de carragenina, comparados ao tratamento com salina.

4.2.5. Efeito do pés-tratamento com VCdt, administrado pela via oral

sobre a migracao celular induzida por carragenina

Em relagcdo ao tratamento com o VCdt, 1 h apd6s a injecdo de
carragenina, foi observado no exsudato peritoneal um decréscimo
estatisticamente significativo no niumero de células peritoneais que migraram
guando comparado ao grupo controle tratado com salina. Os resultados
mostraram ainda que 0 mesmo tratamento reduziu o numero de
polimorfonucleares, presentes no exsudato. A redugdo foi de 25% para o
namero total de células peritoneais e de 65% para 0 numero de

polimorfonucleares, como observado na contagem diferencial (Tabela 3).
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Tabela 1. Contagens total e diferencial de células presentes no exsudato
peritoneal coletado 4 h apds a injecdo intraperitoneal de carragenina (cg) (300
Hg/200 pL) ou salina.(sal). Os animais foram tratados com o VCdt (s.c. 1,5
ng/50 pL) ou salina 21, 14, 7 dias ou 1h antes da injecdo intraperitoneal de
carragenina ou salina, ou tratados 1 h ap0s a injecdo de carragenina ou
salina(i.p.). Os resultados foram expressos como média + S.E.M. *p< 0,05,
estatisticamente diferente do grupo controle (sal+cg para o pré-tratamento ou
cg+sal para o pés-tratamento)
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Tabela 1. Efeito do pré e do pds-tratamento com VCdt, administrado pela via
subcuténea, sobre a migragéo celular induzida por carragenina.

N° total N° de N
Tempo Grupo de celulas mono* .
(x 10% mL) . de poli**

(x 10%/mL) x 10%mL)

sal+sal 0,85 + 0,12* 0,59 + 0,02* 0,26 + 0,07*

2rdias o oiicq 2,25+ 0,12 1,23+0,14 1,02 + 0,14
antes  ycdtesal 0,82 + 0,08* 0,57 + 0,11* 0,25 + 0,07
VCdt+cg 0,92 + 0,07 0,60 + 0,07* 0,32 + 0,06*

sal+sal 1,19 % 0,11* 0,84 + 0,06 0,35 £ 0,07*

ladias o iieg 2,51+0,21 1,19 + 0,07 1,32 + 0,26
antes v cdtesal 1,21+ 0,11* 1,00 £ 0,09 0,21+ 0,05
VCdt+cg 1,56 + 0,10* 1,11 + 0,08 0,45 + 0,09*

sal+sal 0,85 + 0,12 0,66 + 0,11 0,19 + 0,03*

rdias o leg 1,99 +0,12 0,97 + 0,14 1,02 + 0,14
antes v cgtssal 0,82 £ 0,07* 0,55+ 0,11 0,27 + 0,07*
VCdt+cg 0,92 + 0,07 0,60 0,07 0,32 + 0,06*

sal+sal 1,20 + 0,09* 1,15 + 0,08 0,05 + 0,02*

Lh sal+cg 2,30+ 0,21 1,25+ 0,13 1,05 £ 0,11
antes  ycgtesal 1,41 + 0,06* 1,35+ 0,10 0,06 + 0,03*
VCdt+cg 1,37 + 0,09* 1,29 0,08 0,08 + 0,02*

sal+sal 1,06  0,08* 0,94 + 0,09 0,10 + 0,03*

h cgesal 1,88+ 0,04 1,24 £ 0,10 0,64 + 0,06
depois ¢ .1 4vedt 1,07 £ 0,09* 0,95 + 0,03 0,12 + 0,07
cg+ VCdt 1,08  0,09* 0,88 + 0,06* 0,20 + 0,04*

*mono= NUmero de mononucleares (x 10° células/mL)
*poli= Nimero de polimorfonucleares (x 10° células/mL)
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Tabela 2. Contagens total e diferencial de células presentes no exsudato
peritoneal coletado 4 h ap0s a injegéo intraperitoneal de carragenina (cg) (300
Mg/200 pL) ou salina (sal). Os animais foram tratados pela via subcutanea com o
VCdt (1,5 pg/50 pL) ou com drogas antiinflamatérias especificas, como:
dexametasona (Dx) (1 mg/kg, s.c.), indometacina (Ind) (4 mg/kg, s.c.), L-N®-nitro
arginine methyl ester (L-NAME) (100 mg/kg, s.c.) ou nimesulide (Nime) (100 mg/kg
p.0.) 1 h ap0s a injecao intraperitoneal de carragenina (300 ug/200 pL) ou salina.
O grupo controle recebeu o tratamento pela via subcutdnea com salina nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Os resultados foram expressos como média +
S.E.M. (n=5 por grupo). *p< 0,05, estatisticamente diferente do grupo tratado com
salina (cg+sal).
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Tabela 2. Efeito do VCdt e de outras drogas antiinflamatérias sobre a migracao celular

induzida por carragenina.

N° total N° de N°

Tratamento Grupo de células mono* de poli**
(x 10%/mL) (x10%/MI) (x 10%/mL)

cg +sal 1,34+ 0,24 0,32 + 0,03 1,02+ 0,14

Dx sal+Dx 0,65 = 0,10* 0,46 + 0,03 0,19 = 0,05
cg+Dx 0,77 £ 0,07* 0,57 + 0,05 0,20 + 0,03~
cg+Dx+VCdt 0,66 + 0,04* 0,43 +£ 0,03 0,23 + 0,02*

cg + sal 1,34+ 0,24 0,32+ 0,03 1,02+ 0,14

ind sal+Ind 0,62 + 0,06* 0,45 + 0,03 0,17 £ 0,02
cg+ind 0,84 + 0,08* 0,45 + 0,06 0,39 + 0,12*
cg+ind+VvCdt 0,70 + 0,9* 0,46 + 0,03 0,24 + 0,04~

Cg+ sal 1,34 £ 0,24 0,32 + 0,03 1,02+ 0,14

Nime sal+Nime 0,61 £ 0,03* 0,36 + 0,02 0,25 + 0,01
cg+Nime 0,70 £ 0,05* 0,47 + 0,03 0,23 + 0,05*
cg+Nime+VCdt 0,82 + 0,02* 0,52 + 0,03 0,30 + 0,05*

cg+sal 1,34+ 0,24 0,32+ 0,03 1,02+ 0,14
VCdt sal+vcdt 0,72 £ 0,18* 0,40 + 0,04 0,32 + 0,04*
cg+vcdt 0,82 + 0,19* 0,47 + 0,02 0,35 + 0,02*

*mono= NUmero de mononucleares (x 10° células/mL)
+*poli= Niimero de polimorfonucleares (x 10° células/mL)
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Tabela 3. Contagens total e diferencial de células presentes no exsudato
peritoneal coletado 4 h apos a injecdo intraperitoneal de carragenina (cg) (300
ng/200 pL) ou salina (sal). Os animais foram tratados com o VCdt pela via oral
(8,8 1g/200 pL) ou salina 14, 7 dias ou 1 h antes da injecao intraperitoneal de
carragenina ou salina, ou tratados 1 h apds a injecdo intraperitoneal de
carragenina ou salina. Os resultados foram expressos como média + S.E.M.
*p<0,05, estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (sal+cg para o
pré-tratamento ou cg+sal para o pés-tratamento).
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Tabela 3. Efeito do pré e do pds-tratamento com VCdt administrado pela via oral

sobre a migracao celular induzida por carragenina.

N° total N° de N° de

Tempo Grupo de cilulas mono* poli*
(x 10°/ mL) (x 10%/mL) x 10%m0)
sal+sal 0,62 + 0,06* 0,52 + 0,08 0,20 + 0,01*
ladias  oiieg 1,61 +0,17 1,02 40,18 0,59 + 0,06
ANES  \cdtsal 0,71 + 0,03* 0,56 + 0,06* 0,15 + 0,03*
VCdt+cg 0,92 + 0,12 0,69 + 0,25 0,23 + 0,07
sal+sal 0,67  0,07* 0,40 + 0,05 0,27 + 0,02
Tdias g alieg 1,16 0,30 0,62 +0,17 0,54 + 0,14
ANES \cdtesal 0,65 + 0,04* 0,39 + 0,03 0,26 + 0,01*
VCdt+cg 0.73 + 0.05 0.51 + 0.04 0.22 + 0.02
sal+sal 0,63 + 0,06* 0,40 + 0,06* 0,23 + 0,03*
1h sal+cg 1,09+ 0,05 0,62 +0,17 0,47 + 0,03
antes  vCdt+sal 0,66 + 0,02* 0,39 + 0,03* 0,27 + 0,01*
VCdt+cg 0,60 + 0,06* 0,51 + 0,04 0,09 + 0,02*
sal+sal 0,62 + 0,05* 0,48 + 0,08 0,14 + 0,07
th Cg+sal 1,05 + 0,06 0,28 + 0,03 0,77+ 0,16
depois o levedt 0,58 + 0,02* 0,37 + 0,03 0,21 + 0,02
cg+VCdt 0,78 + 0,02* 0,51 + 0,04* 0,27 + 0,03*

*mono= NUmero de mononucleares (x 10° células/mL)
**poli= Nimero de polimorfonucleares (x 10° células/mL)
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4.3. Interacdo leucocito-endotélio na microcirculagdo do musculo

cremaster de camundongos, avaliada por microscopia intravital

Com a finalidade de avaliar o efeito do VCdt sobre a interacao leucocito-
endotélio na microcirculagdo do muasculo cremaster, foram avaliados os
eventos celulares de rolling, adesdo e migracdo celular, por meio da
microscopia intravital. Duas horas ap0s a administracdo de carragenina (Fig.
11) no tecido subcutédneo da bolsa escrotal dos animais, foram observados
uma diminuigdo do numero de células em estado de rolling e um aumento do
namero de células aderidas ao endotélio e de células que migraram para o
tecido conjuntivo adjacente, quando comparados a injecdo de salina no

subcutaneo da bolsa escrotal dos animais (Fig. 10).

4.3.1. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre a interacédo leucdcito-

endotélio na microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos

A Figura 9 mostra que o0s animais tratados com o VCdt, pela via
subcutanea, 1 h antes da injecao intraescrotal de carragenina apresentaram na
segunda hora apds a injecdo de carragenina no tecido subcutaneo da bolsa
escrotal um aumento de 371% no numero de células em estado de rolling
(VCdt+cg: 26,4 + 0,74; salina+cg: 5,6 + 0,50; p< 0,05). Neste mesmo periodo
foi observado um decréscimo de 90% do numero de células aderidas ao
endotélio (VCdt+cg: 1,16 + 0,50; salina+cg: 11,3 £ 0,89; p< 0,05) e de 72% no

namero de células que migraram para o tecido extravascular (VCdt+cg: 0,5 +
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0,48; salina+cg: 1,8 £ 0,37; p< 0,05),quando comparado aos animais tratados

com salina (Fig. 12).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre a interagéo
leucécito-endotélio, induzida por carragenina, na microcirculacdo do
musculo cremaster. Avaliacdo dos leucocitos em rolling, aderidos e
migrados. Os animais receberam o tratamento com o VCdt (1,5 pg/50 pL s.c.)
ou salina, 1h antes da injecédo de carragenina (cg) (300 pg/100 pL) ou salina no
subcutaneo da bolsa escrotal. Ap6s 2 h, o cremaster foi exposto e sua
microcirculacdo foi avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pos-capilar
(diametro de 20-40um) foi selecionada e observada em cada animal. Os
leucdcitos em rolling foram contados durante um periodo de 1 min apés a
exposicdo da microcirculacdo. Os leucécitos aderidos foram contados ao longo
de 100 ym do vaso e os leucdcitos emigrados avaliados pela contagem das
células presentes a uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo
segmento vascular. Os resultados foram expressos como média + S.E.M (n=5
a 10 animais por grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado
com salina (salina+cg).



RESULTADOS 51

Figura 10. Efeito da injecdo de salina sobre a interac&o leucocito-endotélio
da microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos. Os animais
receberam a injecao de salina (100 pL) no subcutaneo da bolsa escrotal. Apos 2
h, o cremaster foi exposto e sua microcirculagdo foi avaliada por microscopia
intravital. Uma vénula poés-capilar (diametro de 20-40um) foi selecionada e
observada em cada animal. Os leucdcitos em rolling foram contados durante um
periodo de 1 min, 10 min apds a exposi¢cdo da microcirculacdo. Os leucdcitos
aderidos foram contados ao longo de 100 yum do vaso e os leucécitos emigrados
avaliados pela contagem das células presentes em uma distancia de até 50 ym
de cada lado do mesmo segmento vascular. Barra: 40um. R: células em estado
de rolling.
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Figura 11. Efeito da injecdo de carragenina sobre a interagdo leucocito-
endotélio na microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos. A
carragenina (cg) (300 pg/100 pL) foi injetada no subcutaneo da bolsa escrotal
dos animais. Apds 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculacao foi
avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pdés-capilar (diametro de 20-
40um) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucdcitos em rolling
foram contados durante um periodo de 1 min, apdés a exposicdo da
microcirculacao. Os leucdcitos aderidos foram contados ao longo de 100 um do
vaso e o0s leucocitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes
em uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo segmento vascular.
Barra: 40um. A: células aderidas ao endotélio. M: células migradas.
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com o VCdt sobre a interacéo
leucocito-endotélio, induzida por carragenina, na microcirculagdo do
musculo cremaster de camundongos. Apdés 1 h da injecdo subcutanea de
VCdt (1,5 pg/kg),0s animais receberam a injecdo de carragenina (cg) (300
pg/100 pL) no subcutaneo da bolsa escrotal. Apés 2 h, o cremaster foi exposto e
sua microcirculacdo foi avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pés-
capilar (diametro de 20-40um) foi selecionada e observada em cada animal. Os
leucécitos em rolling foram contados durante um periodo de 1 min, apés a
exposi¢do da microcirculacdo. Os leucdécitos aderidos foram contados ao longo
dos 100 um do vaso e os leucécitos emigrados avaliados pela contagem das
células presentes em uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo
segmento vascular. Barra: 40um. A: células aderidas ao endotélio. M: células
migradas.
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4.3.2. Efeito do pés-tratamento com o VCdt sobre a interacdo leucocito-

endotélio na microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos

Em relacéo ao tratamento com o VCdt 1 h apds a injecédo de carragenina
no tecido subcutédneo da bolsa escrotal, foi observado, 2 h apds a injecdo de
carragenina no subcutaneo da bolsa escrotal dos animais, um aumento de 90%
no numero de células em estado de rolling (cg+VCdt: 8,4 + 0,74; cg+salina: 4,4
+ 0,50; p< 0,05). Ainda neste periodo houve um decréscimo de 54% (cg+VCdt:
‘4,6 £ 0,50; cg+salina:10 + 0,89; p< 0,05) e de 31% (cg+VCdt: 2,2 + 0,48;
cg+salina: 3,2 + 0,37;p< 0,05) no numero de células aderidas e migradas
respectivamente, quando comparado ao grupo tratado com salina (cg+salina)

(Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Efeito do pos-tratamento com o VCdt sobre a interacéo
leucocito-endotélio na microcirculagdo do musculo cremaster induzida por
carragenina. Avaliacdo dos leucoécitos em rolling, aderidos e migrados. Os
animais receberam o tratamento com o VCdt (1,5 pg/50 pL s.c.) ou salina, 1h
apos a injecao de carragenina (cg) (300 pg/100 pL) ou salina no subcutaneo da
bolsa escrotal. Ap6s 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculagdo foi
avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pds-capilar (diametro de 20-
40um) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucdcitos em rolling
foram contados durante um periodo de 1 min apdés a exposicdo da
microcirculac@o. Os leucdcitos aderidos foram contados ao longo de 100 ym do
vaso e os leucdcitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes
a uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo segmento vascular. Os
resultados foram expressos como meédia + S.EM (n= 5 a 10 animais por
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina
(salina+cqg).
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Figura 14. Efeito do pds-tratamento com o VCdt sobre a interacéo
leucocito-endotélio, induzida por carragenina, na microcirculagdo do
musculo cremaster de camundongos. Apos 1 h da injecdo de carragenina
(cg) (15 mg/kg) no subcutaneo da bolsa escrotal, os animais receberam a
injecdo no subcutaneo de VCdt (1,5 pg/50 pL s.c.). Ap6s 2 h, o cremaster foi
exposto e sua microcirculagdo foi avaliada por microscopia intravital. Uma
vénula pés-capilar (didmetro de 20-40um) foi selecionada e observada em cada
animal. Os leucécitos em rolling foram contados durante um periodo de 1 min,
10 min apds a exposi¢do da microcirculagdo. Os leucdcitos aderidos foram
contados ao longo dos 100 um do vaso e os leucocitos emigrados avaliados pela
contagem das células presentes em uma distancia de até 50 um de cada lado do
mesmo segmento vascular. Barra: 40um. A: células aderidas ao endotélio. M:
células migradas.
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4.4. Efeito da ctx sobre a resposta inflamatdria induzida por carragenina

Uma vez demonstrada a acéo inibitoria do VCdt sobre o
desenvolvimento do edema de pata, sobre a migracdo de células e sobre a
interacao leucdcito-endotélio, induzidos por carragenina, foi investigado o efeito
da crotoxina, a principal toxina deste veneno, sobre os mesmos parametros
avaliados para o VCdt.

Para tanto, a ctx foi isolada a partir do veneno total de Crotalus durissus
terrificus, através da cromatografia de troca anibnica (MONO-Q). O veneno
crotalico apresentou padrdo cromatografico com a presenca de 3 picos
principais. O pico 2, eluido entre 0,2 a 0,25 M de NaCl, continha cerca de 60%
das proteinas totais retidas na coluna, correspondendo a elui¢cdo da crotoxina.
Aliquotas do veneno (5 pg) e crotoxina (3 pg) foram entdo submetidas a SDS-
PAGE 12%, sob condicGes néo redutoras para avaliagdo do perfil eletroforético
e pureza das fracdes isoladas. A concentracdo protéica da crotoxina foi dosada
pelo método de Bradford. Foi obtido rendimento final em torno de 35 a 45% do
total de proteinas submetidas a cromatografia. A anélise do material em SDS-

PAGE indica que a crotoxina pode ser considerada isenta de contaminantes.
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4.4.1. Efeito do pré-tratamento com a ctx administrada pela via
subcutanea sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido por

carragenina

A Figura 15 mostra que os animais tratados com a ctx (0,89 ug/50 L)
1 h antes da injecdo intraplantar de carragenina apresentaram uma reducao no
desenvolvimento do edema de pata em todos os tempos avaliados quando
comparados ao grupo tratado com salina. Em relagdo ao segundo e mais
intenso pico de edema, (72 h), essa inibigéo foi de 33% (ctx+cg: 18,77 £ 1,49;

salina+cg: 28,00 + 1,76; p< 0,05).

4.4.2. Efeito do poés-tratamento com a ctx, administrada pela via
subcutanea, sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido por

carragenina

A Figura 16 mostra que o tratamento com a ctx 1 h ap0s a injecao
intraplantar de carragenina induz um decréscimo na porcentagem de edema
em todos os tempos avaliados, quando comparado ao grupo tratado com
salina. Um decréscimo de 30% do edema foi observado nos animais tratados
com o VCdt 72 h apOs a injecdo de carragenina (cg+ctx: 22,52 + 1,62;

cg+salina: 31.35 + 2.05, p< 0,05).
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre o desenvolvimento de
edema de pata induzido por carragenina. Os animais foram tratados com a
ctx (0,89 pg/50 pL s.c.) ou salina 1 h antes da injecédo intraplantar de
carragenina (cg) (300 pg/50 pL) ou salina. As espessuras das patas foram
avaliadas em diferentes intervalos de tempo, usando um paquimetro. Os
resultados foram expressos como meédia + S.E.M (n= 5 a 10 animais por
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (salina +

cQ).
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Figura 16. Efeito do pés-tratamento com a ctx sobre o desenvolvimento
de edema de pata induzido por carragenina. Os animais foram tratados com
a ctx (0,89 ug/50 pL s.c.) ou salina 1 h apds inje¢do intraplantar de carragenina
(cg) (300 pg/50 pL) ou salina. As espessuras das patas foram avaliadas em
diferentes intervalos de tempo, usando um paquimetro. Os resultados foram
expressos como média * S.E.M (n=5 a 10 animais por grupo).*p< 0,05
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (cg+salina).



RESULTADOS 61

4.4.3. Efeito do pré-tratamento com a ctx administrada pela via

subcutanea sobre a migragao celular induzida por carragenina

Os animais tratados com a ctx 1 h antes da injecao intraperitoneal de
carragenina apresentaram uma reducdo de 38% no numero total de células
peritoneais quando comparados aos animais do grupo controle tratados com
salina (ctx+cg: 0,89 + 0,09; salinatcg: 1,43 = 0,12; p< 0,05) (Fig 17A). Em
relagdo a contagem diferencial, foi observado um decréscimo de 72% (ctx+cg:
0,31 + 0,02; salina+tcg: 1,12 + 0,13; p< 0,05) (Fig. 17B) no numero de

polimorfonucleares, quando comparado ao grupo controle tratado com salina.

4.4.4. Efeito do poés-tratamento com a ctx administrada pela via

subcutanea sobre a migragao celular induzida por carragenina

A Figura 18 mostra que o tratamento com a ctx 1 hora apo6s a injecao
intraperitoneal de carragenina induziu uma reducéo de 34% no numero total de
células peritoneais em relagdo ao grupo controle tratado com salina (cg+ctx:
0,85 + 0,06; cg+salina: 1,28 + 0,10; p< 0,05) (Fig. 18A).

Em relacdo a contagem diferencial, foi observado um decréscimo de
40% na populacdo de polimorfonucleares (cg+ctx: 0,34 = 0,18; cg+salina: 0,56

+ 0,06; p< 0,05) (Fig. 18B).
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre a migracéo celular
induzida por carragenina. Os animais receberam o tratamento com a ctx
(0,89 pg/50 pL s.c.) ou salina 1 h antes da injecdo intraperitoneal de
carragenina (cg) (300 pg/200 uL). A contagem total (A) foi realizada em camara
de Neubauer e a diferencial (B) em esfregagcos corados pancromicamente a
partir do exsudato peritoneal, coletado 4 h apds a injecao intraperitoneal de
carragenina ou salina. Os resultados foram expressos como média + S.E.M (n=
5 animais por grupo).*p<0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com
salina (salina+cg).
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Figura 18. Efeito do pds-tratamento com a ctx sobre a migracdo celular
induzida por carragenina. Os animais receberam o tratamento com a ctx
(0,89 pg/50 pL s.c.) ou salina 1 h apds a injecao intraperitoneal de carragenina
(cg) (300 pg/50 uL). A contagem total (A) foi realizada em camara de Neubauer
e a diferencial (B) em esfregacos corados pancromicamente a partir do
exsudato peritoneal, coletado 4 h apds a injecao intraperitoneal de carragenina
ou salina. Os resultados foram expressos como média + S.EMM (n= 5 a 10
animais por grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com
salina (cg+salina).
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4.45. Efeito do pré-tratamento com a ctx administrada pela via
subcuténea sobre a interagdo leucdcito-endotélio na microcirculagdo do

musculo cremaster de camundongos

Com o objetivo de avaliar o efeito da ctx, a principal toxina presente no
VCdt sobre a interacdo leucécito-endotélio da microcirculagdo do musculo
cremaster, foram avaliados os eventos celulares de rolling, adesao e migracao
celular, por meio da microscopia intravital. O efeito da ctx sobre a interagéo
leucdcito-endotélio na microcirculacdo do musculo cremaster foi avaliado duas
horas ap6s a injecdo de carragenina ou salina no subcutaneo da bolsa escrotal.
Neste periodo, 0s animais que receberam o tratamento com a ctx 1 h antes da
injecdo intraescrotal de carragenina, apresentaram um decréscimo de 80% no
numero de células aderidas ao endotélio (ctx+cg: 1,22 + 1,92; salina+cg: 6,4 +
0,89; p< 0,05) e de 77% no numero de células migradas para o tecido
extravascular (ctx+cg: 1,2 + 1,09; salinatcg: 5,4 + 0,89; p< 0,05) (Fig. 19).
Ainda, os animais tratados com a ctx, apresentaram um discreto aumento no
namero de células em estado de rolling (ctx+cg: 9,20 + 0,28; salina+cg: 5,00 +
2,00, p< 0,05) quando comparados aos respectivos controles, tratados com

salina (Fig. 20).
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Figura 19. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre a interacdo leucocito-
endotélio induzida por carragenina na microcirculagdo do musculo
cremaster. Avaliacdo dos leucocitos em rolling, aderidos e migrados. Os
animais receberam o tratamento com a ctx (0,89 pg/50 pL s.c.) ou salina 1 h
antes da injecdo de carragenina (cg) (300 pg/100 pL) ou salina no tecido
subcutaneo da bolsa escrotal. Apés 2 h, o cremaster foi exposto e sua
microcirculacdo foi avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pos-capilar
(diametro de 20-40um) foi selecionada e observada em cada animal. Os
leucdcitos em rolling foram contados durante um periodo de 1 min apos a
exposicdo da microcirculacdo. Os leucocitos aderidos foram contados ao longo
de 100 ym do vaso e os leucécitos emigrados avaliados pela contagem das
células presentes a uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo
segmento vascular. Os resultados foram expressos como média + S.E.M (n=5 a
10 animais por grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com
salina (salina+cg).
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Figura 20. Efeito do pré-tratamento com a ctx sobre a interacéo leucécito-
endotélio, induzida por carragenina, na microcirculagdo do musculo
cremaster de camundongos. Apés 1 h da injecdo subcutanea de ctx (44
po/kg), os animais receberam a injecdo de carragenina (cg) (15 mg/kg) no
subcutdneo da bolsa escrotal. Ap6és 2 h, o cremaster foi exposto e sua
microcirculacdo foi avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pos-capilar
(diametro de 20-40um) foi selecionada, e observada em cada animal. Os
leucdcitos em rolling foram contados durante um periodo de 1 min, apés a
exposicdo da microcirculagcdo. Os leucdcitos aderidos foram contados ao longo
dos 100 ym do vaso e os leucécitos emigrados avaliados pela contagem das
células presentes em uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo
segmento vascular. Barra: 40um. A: células aderidas ao endotélio. M: células
migradas.
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4.4.6. Efeito do pds-tratamento com a ctx administrada pela via subcutanea
sobre a interacdo leucocito-endotélio na microcirculagdo do musculo

cremaster de camundongos

Os resultados demonstraram que a ctx, administrada 1 h ap6s a injecéo
intraescrotal de carragenina induziu uma reducdo no numero de células
aderidas ao endotélio (cg+ctx: 8.5 + 0.42; cg+salina: 13,4 + 0,74; p< 0,05) como
também no ndmero de células migradas (cg+ctx: 2,2,+ 0,66; cg+salina: 5,2 +
0,48; p< 0,05), sendo essa reducédo de 36% e de 57% respectivamente (Fig.
21). Em relagéo as ceélulas em estado de roling, nenhuma diferenca estatistica

significativa foi observada entre os grupos tratados com ctx e salina (Fig. 22).
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Figura 21. Efeito do pds-tratamento com a ctx sobre a interacdo leucocito-
endotélio, induzida por carragenina na microcirculagdo do musculo
cremaster. Avaliacdo dos leucocitos em rolling, aderidos e migrados. Os
animais receberam o tratamento com a ctx (0,89 pg/50 pL s.c.) ou salina 1 h
apos a injecao de carragenina (cg) (300 pg/50 pL) ou salina no subcutaneo da
bolsa escrotal. Apds 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculacdo foi
avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pdés-capilar (diametro de 20-
40um) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucocitos em rolling
foram contados durante um periodo de 1 min apés a exposicdo da
microcirculacdo. Os leucécitos aderidos foram contados ao longo de 100 ym do
vaso e os leucdcitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes
a uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo segmento vascular. Os
resultados foram expressos como média £+ S.EM (n= 5 a 10 animais por
grupo).*p< 0,05 estatisticamente diferente do grupo tratado com salina
(cg+salina).
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Figura 22. Efeito do pds-tratamento com a ctx sobre a interacdo leucocito-
endotélio, induzida por carragenina, na microcirculacdo do musculo
cremaster de camundongos. Apos 1 h da injecdo de carragenina (15 mg/kg)
no subcutaneo da bolsa escrotal, os animais receberam a inje¢do no subcutaneo
de ctx (44 pg/kg). Apos 2 h, o cremaster foi exposto e sua microcirculagdo foi
avaliada por microscopia intravital. Uma vénula pdés-capilar (diametro de 20-
40um) foi selecionada e observada em cada animal. Os leucdcitos em rolling
foram contados durante um periodo de 1 min, apdés a exposicdo da
microcirculacé@o. Os leucdcitos aderidos foram contados ao longo dos 100 ym do
vaso e o0s leucocitos emigrados avaliados pela contagem das células presentes
em uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo segmento vascular.
Barra: 40um. A: células aderidas ao endotélio. M: células migradas.
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5. Discussao

O presente estudo investigou o efeito do veneno de serpentes Crotalus
durissus terrificus sobre a resposta inflamatoria induzida por carragenina.
Modelos experimentais usando a carragenina como agente inflamatorio sao
amplamente utilizados para a investigacdo da fisiopatologia da resposta
inflamatéria aguda, como também para a caracterizacdo de novas drogas
antiinflamatérias (Winter et al., 1962; Di Rosa et al., 1971; Vinegar et al., 1973;
Posadas et al., 2004).

A injecao intraplantar de carragenina em camundongos induz um edema
bifasico. O primeiro pico € observado 6 horas apos a injecdo da carragenina, e
0 segundo e mais intenso ocorre 72 h apos a injecao deste agente inflamatorio
(Henriques et al.,, 1987; Posadas et al., 2004). No presente estudo o
desenvolvimento do edema induzido pela carragenina apresentou 0 mesmo
perfil, confirmando assim as observagdes dos referidos autores.

Em relacdo ao efeito do VCdt sobre o edema, os dados apresentados
neste estudo demonstraram que o pré-tratamento dos animais com o VCdt, 1 h
ou 7 dias antes da injecao intraplantar de carragenina, inibe o desenvolvimento
do edema de pata em todos os tempos avaliados, porém essa inibicdo foi
maior no segundo pico (72 h). Ainda, 0 mesmo tratamento n&o alterou o perfil
do edema, uma vez que 0 mesmo continua apresentando 2 picos, 0 primeiro na
62 hora, e 0 segundo, mais tardio, na 722 hora ap0s a injecdo da carragenina.
Da mesma forma, o pré-tratamento dos animais com VCdt 14 dias antes da

injecdo de carragenina nao inibiu o desenvolvimento do edema.
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Os resultados demonstraram, ainda que o pds-tratamento dos animais
com VCdt 1, 4 ou 48 h apds a injecdo intraplantar de carragenina, também
inibiu o desenvolvimento do edema de pata. Além disso, cabe enfatizar que a
administracdo do VCdt, 48 h ap0s a injecdo de carragenina, impede a formacgao
do segundo pico de edema. Esses resultados mostram que, mesmo apos a
instalacdo da resposta inflamatdria, o veneno inibe essa resposta.

Como citado na introducdo, as manifestagdes uniformes que ocorrem
durante o processo inflamatério decorrem da atuacdo de substancias
endbgenas liberadas ap6s o estimulo lesivo, denominadas mediadores
guimicos da inflamacdo, tais como: o0s componentes do sistema
complemento, o sistema da coagulacdo e as cininas, a histamina, a
serotonina, os metabdlitos do &cido araquiddnico, o fator de ativagéo
plaguetario (PAF), o 6xido nitrico (NO) e as citocinas que atuam de maneira
inter-relacionada nos eventos da resposta inflamatéria (Rocha e Silva &
Garcia-Leme, 1972; Ferreira & Vane, 1973; Majno & Janes, 2004).

Os metabdlitos do &cido araquidénico, tais como as prostaglandinas,
tromboxanos leucotrienos e as lipoxinas gerados apés um estimulo lesivo,
ativam a enzima fosfolipase A, que por sua vez degrada os fosfolipideos de
membrana celular, gerando o &cido araquidbnico. Este sofre acdo de duas
enzimas, as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e as lipooxigenases,
resultando entdo na formacdo dos prostandides e dos leucotrienos,
respectivamente (Cotran et al., 1999; Rankin, 2004).

Henriques e colaboradores (1987) demonstraram que o edema de pata
induzido pela carragenina em camundongos é mediado pela fosfolipase A,

(FLA,) e prostaglandina E; (PGE,). Ainda, recentemente, foi demonstrado que
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a mediacdo do edema induzido pela carragenina em camundongos difere nas
duas fases. A primeira é caracterizada pelo aumento de Oxido nitrico e a
segunda pelo aumento da expressdo de COX-2 e aumento dos niveis de PGE;
(Posadas et al., 2004).

Estudos experimentais demonstraram que algumas drogas
antiinflamatdrias, tais como a dexametasona e a indometacina, inibem o edema
de pata induzido pela carragenina. Entretanto, essas drogas somente
apresentam efeito antiinflamatério quando administradas 1 h antes da injecédo
de carragenina, ou quando administradas em doses consecutivas apos a
inducdo do edema (Henriques et al., 1987; Bruno et al., 2005; Recio et al.,
2006). Por outro lado, como foi demonstrado neste estudo, uma unica dose de
VCdt, administrada pela via subcutanea 7 dias antes da injecéo de carragenina,
ainda apresenta efeito inibitério sobre o desenvolvimento do edema. Esse
resultado demonstra que o VCdt apresenta um efeito inibitério prolongado.

As drogas antiinflamatérias sdo amplamente utilizadas na caracterizagéo
de novas substancias pré e antinflamatérias. Assim, durante o
desenvolvimento deste projeto, o efeito do VCdt foi comparado ao de drogas
antiinflamatérias classicas. Considerando a participagédo dos eicosandides, bem
como do oxido nitrico no edema induzido pela carragenina, o efeito do veneno
foi comparado com as seguintes drogas antiinflamatdérias: a dexamatasona, a
indometacina, o L-NAME e o nimesulide.

A dexametasona induz um aumento da sintese de liporcortina-1, uma
proteina que tem efeito inibitério sobre a expressdo da fosfolipase A,, inibindo
dessa forma a expressao de mediadores derivados do metabolismo do acido

araquiddnico, tais como prostaglandinas e leucotrienos (Barnes & Adcock,



DI SCUSSAO 73

1993; de Faria et al., 2001). A indometacina inibe a agdo das ciclooxigenases,
impedindo dessa forma a sintese de prostanoides (EI Desoky, 2001). O
nimesulide € um potente inibidor especifico da ciclooxigenase-2 (Singla &
Singh, 2000). O L-N®-nitro arginine methyl ester (L-NAME), é um inibidor ndo
seletivo da oxido nitrico sintetase (NOS), uma enzima que atua na formacgéo do
oxido nitrico.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a
administragcdo do VCdt via subcutdnea 1h apds a injecdo intraplantar de
carragenina foi mais eficiente em inibir o edema de pata quando comparado
com a dexametasona, a indometacina e o L-NAME. De fato, o VCdt inibiu
ambas as fases do edema induzido pela carragenina, enquanto que a
dexametasona, a indometacina e o L-NAME, inibiram somente a primeira fase.
E importante enfatizar, que a dexametasona inibe as duas fases do edema,
desde que a mesma seja administrada em doses consecutivas (Henriques et
al., 1987). Por outro lado, o efeito do VCdt e do nimesulide foram similares,
uma vez que somente os dois inibiram as duas fases do edema.

A segunda fase do edema induzido pela carragenina difere da primeira
pelo aumento da expressdo de COX-2, que comeca a ser detectada 24 h e
atinge o pico 72 h apds a injecdo de carragenina, sendo que simultaneamente
ocorre o decréscimo da producdo de Oxido nitrico (Posadas et al., 2004).
Considerando assim que, somente o VCdt e 0 nimesulide inibiram ambas as
fases do edema, podemos sugerir que o VCdt assim como o nimesulide,
provavelmente inibem a sintese de eicosanoides derivados da COX-2. Esses
resultados indicam ainda que o VCdt apresenta uma acao inibitoria sobre o

edema de pata induzido pela carragenina mais eficaz do que as drogas
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antiinflamatérias utilizadas neste estudo. Entretanto, para comprovar essa
hipotese, serdo realizados futuramente ensaios para determinar a poténcia da
acao inibitéria do VCdt, avaliando a dose efetiva 50% do VCdt em relagéo a
das outras drogas antiinflamatérias.

A resposta inflamatéria induzida por carragenina nas cavidades pleural e
peritoneal é caracterizada por intensa exsudacao plasmatica e migracédo de
células, particularmente de neutréfilos (Malech & Gallin, 1987). Assim, foi ainda
objetivo deste estudo avaliar o efeito do VCdt sobre a migragéo celular induzida
pela carragenina. Da mesma forma que relatado na literatura, no presente
estudo foi observado um aumento da migragdo de células para a cavidade
peritoneal, principalmente de polimorfonucleares 4 h apdés a injecédo
intraperitoneal de carragenina.

Em relagéo ao efeito do VCdt sobre a migragéo celular induzida pela
carragenina, os resultados mostraram que, assim como observado para o
edema, o VCdt inibiu a migragdo de células para a cavidade peritoneal induzida
pela carragenina, quando administrado pela via subcutanea. Essa inibicdo foi
observada tanto no pré-tratamento (21, 14, 7 dias ou 1 h), quanto no poés-
tratamento (1 h) com VCdt. Como demonstrado pela contagem diferencial,
essa inibicdo pode ser atribuida a reducéo da migracdo de polimorfonucleares.
Esses resultados corroboram com os estudos anteriores que mostraram que 0
VCdt, quando administrado pela via subcuténea, inibe a migracdo de células
para a cavidade peritoneal, induzida por tioglicolato (Sousa-e-Silva et al.,
1996).

Uma vez demonstrado que o VCdt, quando administrado pela via

subcutanea, inibe o edema de pata e a migragdo de células para a cavidade
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peritoneal, induzidos pela carragenina, foi objetivo do presente estudo avaliar
se a administracdo do VCdt, por outra via, induziria 0 mesmo efeito inibitorio.
Assim, o VCdt foi administrado por via oral e seu efeito avaliado no modelo da
migracéao celular.

Da mesma forma que o observado para a via subcutédnea, o VCdt
administrado pela via oral inibiu a migragcdo de células para a cavidade
peritoneal, induzida pela carragenina. Essa inibicdo também foi atribuida a
reducdo do numero de polimorfonucleares. Esses resultados sugerem que a
via de administracdo do VCdt nédo interfere na sua agdo inibitéria sobre o
influxo celular.

A literatura mostra que os mediadores derivados do metabolismo do
acido araquidénico participam da mediagcdo da migracao celular induzida pela
carragenina (Saleh et al., 1999). Além disso, outros estudos demonstraram que
o tratamento com drogas antiinflamatorias tais como a dexametasona, a
indometacina e o nimesulide inibem a migracdo de células para a cavidade
peritoneal induzida pela carragenina (Dapino et al., 1994; Arruda et al., 2003).

Nesse sentido, assim como para o edema, o efeito inibitério do VCdt
sobre a migragéo celular induzida pela carragenina foi comparado ao efeito
antiinflamatério da dexametasona, indometacina e nimesulide, as quais inibem
a sintese de eicosandides. Os resultados mostraram que o VCdt apresenta o
mesmo efeito inibitdrio das drogas antiinflamatorias utilizadas. Esses resultados
sugerem que o VCdt compartilha da mesma via de inibicdo dessas drogas,
inibindo a sintese de eicosanodides. Essa idéia é refor¢cada pelo fato de que a
associacao do VCdt com essas drogas, ndo potencializa a inibicdo da migragao

celular.
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Os macrofagos desempenham um papel central durante o processo
inflamatoério. Essas células sdo os principais fagoécitos do organismo e
apresentam uma grande atividade secretdria, uma vez que sdo capazes de
secretar mais de cem substancias biologicamente ativas (Takemura & Werb,
1984; Nathan, 1987; Rappolee & Werb, 1988), Dentre estas substancias
secretadas, incluem-se as citocinas pro-inflamatorias (TNF-a,IL-6, IL-1a e IL-
1B), as citocinas antiinflamatorias, (IL-4, IL-10, IL-13 e IFN-a) (Cavaillon, 2001,
Bogdan, 2001) e outras substancias que medeiam a migragédo dos leucécitos
para o sitio da lesdo, contribuindo para propagar a resposta inflamatoria
(Dinarello et al., 1988; Nijsten et al., 1987; Sundy et al., 1999).

Além dos mediadores derivados do metabolismo do acido araquidénico,
citocinas como TNF-qa, IL-6 e IL-18 também estdo envolvidas na mediacdo da
migragdo celular induzida pela carragenina (Utsunomiya et al.,, 1991;
Cuzzocrea et al., 1999).

Recentemente, estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que
o VCdt inibe a secrec¢éo de citocinas IL-1B e IL-1a, secretadas por macréfagos
peritoneais estimulados com LPS e pelo processo de fagocitose in vitro (Cury
et al., 2006). Assim, considerando a importancia dos macréfagos no processo
inflamatério e ainda o envolvimento das citocinas TNF- a e IL-1B na migracdo
celular induzida pela carragenina, podemos sugerir que o decréscimo da
secrecao dessas citocinas pro-inflamatoérias pela acdo do VCdt pode também
contribuir para a inibicio da migracdo celular induzida pela carragenina,
observada no presente estudo.

A microscopia intravital vem sendo amplamente utilizada para a

caracterizagdo de agentes inflamatdrios e para pesquisa de novas drogas
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antiinflamatdérias. Essa tecnologia permite visualizar a dindmica dos eventos
que ocorrem na microcirculagdo in vivo. Assim, esta técnica possibilita
investigar as interacdes leucdcito-endotélio, que ocorrem durante o processo
inflamatorio, observando os eventos celulares de rolling, adeséo das células ao
endotélio e migracéo celular para o tecido extravascular (Gavins & Chatterjee,
2004).

Nesse sentido, utilizamos a microscopia intravital para avaliar o efeito do
VCdt sobre a interac@o leucdcito-endotélio da microcirculagdo no musculo
cremaster induzida pela carragenina.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com o VCdt 1 h antes ou
apos a injecdo de carragenina, reduziu o numero de células aderidas ao
endotélio e de células migradas para o tecido extravascular. Por outro lado foi
observado um aumento do nimero de células em estado de rolling.

A interagdo leucocito-endotélio é dependente da expressao de diferentes
familias de moléculas de adeséo, entre elas as selectinas e as integrinas. Essa
expressao é responsavel pelos eventos celulares de rolling, adeséo e migracao
(Rampart, 1994). Baseados neste fato podemos sugerir que o VCdt pode
interferir nos mecanismos envolvidos na adesdo dos leucdcitos ao endotélio,
inibindo a expressdo de moléculas de adesdo, tais como as integrinas, ou
modulando a liberagdo de mediadores envolvidos neste processo. Essa
hipotese sera investigada futuramente.

Dentre as toxinas presentes no veneno crotdlico, a crotoxina € a
principal delas, sendo responséavel pela toxicidade do VCdt (Slotta & Fraenkel-
Conrat, 1938; Bon et al.,1989). Assim, uma vez demonstrada a acao inibitéria

do VCdt total sobre a resposta inflamatoria induzida por carragenina, na etapa



DI SCUSSAO 78

seguinte do presente estudo foi investigar o efeito da crotoxina, sobre os
mesmos parametros avaliados para o VCdt.

Da mesma forma que o VCdt total, a crotoxina inibiu o desenvolvimento
de edema de pata e a migracdo de células para a cavidade peritoneal
induzidos pela carragenina. Adicionalmente, como foi observado pela
microscopia—intravital, a crotoxina alterou a interacdo leucdcito-endotélio, na
microcirculacdo do musculo cremaster inibindo a adesdo das células ao
endotélio e conseqlientemente as células migradas para o tecido extravascular.
Considerando que a crotoxina representa aproximadamente 60% do veneno
total (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938; Breithaupt, 1976) podemos sugerir, que
este componente do VCdt contribui para o efeito inibitério do veneno total sobre
0s eventos vasculares e celulares da resposta inflamatéria induzida pela
carragenina. Entretanto, a a¢do dos demais componentes ndo deve ser
descartada. A comprovacdo dessa hipotese deverd ser investigada. Esses
dados corroboram com trabalhos recentes realizados pelo nosso grupo, 0s
guais demonstram que a crotoxina, particularmente a sua subunidade a
fosfolipase A, é o componente responsavel pelo efeito inibitério do VCdt sobre
a funcionalidade dos macrofagos peritoneais (Sampaio et al., 2006), células
relevantes no processo inflamatorio.

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram pela primeira vez
gue uma uUnica dose de VCdt, administrada pela via subcutanea ou pela via
oral, induz um efeito antiinflamatério prolongado sobre os eventos vasculares e
celulares da resposta inflamatoria, inibindo o edema de pata e a migragédo
celular induzida pela carragenina. Ainda, os dados sugerem que a crotoxina

contribui para o efeito antiinflamatério do veneno. Cabe ressaltar que, em
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relacdo ao efeito prolongado, os dados do presente estudo estdo de acordo
com trabalhos anteriores que demonstraram também um efeito inibitdrio
prolongado do VCdt sobre a dor inflamatoria induzida pela carragenina (Giorgi
et al., 1998; Picolo et al., 2000) e sobre o espraiamento e fagocitose de
macrofagos peritoneais (Sousa-e-Silva et al., 1996).

Em estudos de biodistribuicdo do veneno de Crotalus durissus terrificus
foi demonstrado que este veneno permanece no local da injecdo 6 h apés a
sua administrac@o no tecido subcutaneo, porém 4 h apés a inje¢do o VCdt ndo
€ mais detectado em 6rgdos como rins, bago e cérebro (Gomes et al., 2002).
Baseado neste fato é dificil explicar como uma Unica dose de VCdt permanece
por um longo periodo de tempo atuando como antiinflamatdrio no organismo.
Todavia, podemos sugerir que o efeito antiinflamatério do VCdt é complexo e
envolve provavelmente mecanismos que agem simultaneamente ou
sinergisticamente. Esses mecanismos podem estar associados ainda a agéo
antiinflamatéria do VCdt inibindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
(Cury et al., 2006), bem como modulando a producdo de outros mediadores da
resposta inflamatéria. Corroboram para essa hipétese estudos recentes, 0s
guais demonstram que o VCdt e a crotoxina induzem um aumento da producao
de lipoxina A4 por macrofagos peritoneais, um mediador lipidico com potente
acao antiinflamatoria (Sampaio et al., 2006).

A comprovagdo da hipotese formulada acima devera ser investigada
futuramente, bem como a caracterizagdo dos mecanismos no efeito
antiinflamatério do VCdt.

Em conclusdo, os resultados deste estudo evidenciam o efeito

antiinflamatério do VCdt e da sua principal fragéo, a crotoxina. Além disso, 0s
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resultados indicam que o VCdt pode ser um antiinflamatério em potencial,
semelhante a outras drogas antiinflamatérias classicas.

Os resultados ainda ampliam os conhecimentos referentes a acéo
modulatéria do VCdt sobre a resposta inflamatéria, demonstrando mais uma
vez que o veneno de Crotalus durissus terrificus € uma ferramenta cientifica
importante para a compreensdo dos principais mecanismos endogenos

envolvidos no processo inflamatério.
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6. Resumo dos resultados

v O pré-tratamento com o VCdt (7 dias ou 1 h), assim como o poés-
tratamento (48, 4 ou 1 h) inibiu o desenvolvimento do edema de pata
induzido pela carragenina.

v' O tratamento com o VCdt 1 h apés a injecdo de carragenina, assim
como a dexametasona, a indometacina, o L-NAME e o nimesulide,
inibiram o edema de pata induzido pela carragenina. Apenas o VCdt e o
nimesulide inibiram a formagéo do primeiro pico e impediram a formagéo
do segundo pico de edema de carragenina.

v' Em relacdo a migracao celular, o pré-tratamento (21, 14, 7 dias ou 1 h)
ou o pos-tratamento (1 h) com o VCdt pela via subcuténea inibiu a
migracdo de células para a cavidade peritoneal, induzida pela
carragenina, principalmente de polimorfonucleares.

v' O pos-tratamento (1 h) com o VCdt foi mais eficaz em inibir a migracéo
de células peritoneais induzida pela carragenina, quando comparado ao
tratamento de outras drogas antiinflamatérias especificas como a
dexametasona, indometacina ou nimesulide.

v' O pos-tratamento (1 h) com o VCdt, associado a drogas antiinflamatérias
como dexametasona, indometacina e nimesulide ndo inibiu a migracao
de células para a cavidade peritoneal, induzida pela carragenina.

v' O VCdt administrado pela via oral 14, 7 dias ou 1 h antes ou 1 h apés a
injecdo de carragenina nos animais inibiu a migracdo de células

peritoneais, principalmente de polimorfonucleares.
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v. Em relagcdo a interacdo leucdcito-endotélio na microcirculagdo do
musculo cremaster, o pré-tratamento (1 h) ou o pos-tratamento (1 h)
com o VCdt inibiu a adesédo de células ao endotélio e a migracao de
células para o tecido extravascular.

v O pré-tratamento (1 h) ou poés-tratamento (1 h) com a ctx, inibiu o
desenvolvimento do edema de pata induzido pela carragenina.

v' O pré-tratamento (1 h) ou pés-tratamento (1 h) com a ctx, inibiu a
migracdo de células para a cavidade peritoneal, induzida por
carragenina principalmente de polimorfonucleares.

v' Em relacdo a interacdo leucdcito-endotélio na microcirculagdo do
musculo cremaster, o pré-tratamento (1 h) ou o pos-tratamento (1 h)
com a ctx inibiu a adesdo de células ao endotélio e a migracdo de

células para o tecido extravascular.
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7. Conclusao

Como citado na introducéo, o termo antiinflamatério € amplo e pode ser
aplicado a drogas ou a substancias que inibem um dos eventos inflamatérios
induzidos experimentalmente. Assim, com base neste conceito, podemos
concluir que o VCdt apresenta um efeito antiinflamatério prolongado sobre a
resposta inflamatéria induzida pela carragenina em camundongos. Os
resultados indicam ainda que a ctx contribui para o efeito antiinflamatério do
veneno.

Dessa forma, considerando que uma Unica dose de VCdt induz um efeito
antiinflamatério que persiste por um periodo prolongado, podemos sugerir que
este veneno representa uma nova perspectiva na terapéutica dos processos
inflamatoérios, bem como uma ferramenta cientifica para o estudo dos

mecanismos envolvidos na fisiopatologia da resposta inflamatoria.
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8.Resumo

O presente estudo investigou o efeito do veneno de Crotalus durissus
terrificus (VCdt) e da sua principal fragdo, crotoxina (ctx) sobre a resposta
inflamatoria induzida pela carragenina (cg). Foram avaliados o efeito do pré e
do pés-tratamento com o VCdt sobre o desenvolvimento do edema de pata, a
migracdo celular para a cavidade peritoneal e a interacdo leucdcito-endotélio
na microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos induzidos por
carragenina. O pré (14, 7 dias ou 1 h) e poOs-tratamento (48, 4 ou 1 h) com o
VCdt (1,5 pg/50 pL s.c.) inibiu o desenvolvimento do edema de pata induzido
pela injecdo intraplantar de carragenina em todos os tempos analisados (300
Mg/50 pL). O mesmo efeito inibitério foi observado para o pré (21, 14, 7 dias ou
1 h) e poés-tratamento (1 h) com o VCdt (1,5 pg/50 pL s.c.) sobre a migracéo
celular para a cavidade peritoneal induzida pela carragenina (300 pg/50 yL). A
administragdo do VCdt por via oral (8,8ug/200uL) antes (14, 7 dias ou 1 h) ou
apos (1 h) a injecdo de carragenina (300 pg/200 uL) também inibiu o influxo
celular para a mesma cavidade. Em relagéo a interacdo leucdcito-endotélio, o
tratamento com o VCdt 1 h antes ou apds a inje¢do de carragenina no
subcutaneo da bolsa escrotal (300 ug/100 uL), aumentou o namero de células
em estado de rolling. Por outro lado, reduziu a adesado das células ao endotélio
e a migracgao celular para o tecido extravascular. Da mesma forma que o VCdt,
a ctx (0,89 pg/50 pL s.c.) administrada 1 h antes ou apos a carragenina inibiu
todos os eventos acima citados. Os efeitos inibitérios do VCdt sobre o edema e
sobre a migracdo celular foi comparado ao de classicas drogas
antiinflamatédrias: a dexametasona, a indometacina, o L-NAME e o nimesulide.
Para o edema, foi observado que somente o VCdt e o nimesulide impediram a
formacado do segundo pico de edema de carragenina. Para a migracao celular,
nao foi observada diferenca entre o tratamento com o VCdt e as drogas
antiinflamatdrias. A associacdo do VCdt com as drogas antiinflamatoérias acima
citadas ndo potencializou as suas agdes inibitérias sobre a migracao celular.
Os dados demonstram que o VCdt apresenta um efeito antiinflamatorio
prolongado, e ainda, que a ctx pode contribuir para o efeito antinflamatério do
VCdt.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus; carragenina; inflamacao;
camundongos.
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9. Abstract

In the present study, we investigated the effects of Crotalus durissus
terrificus venom (CdtV) and crotoxin (ctx) on vascular and cellular events of
inflammation induced by carrageenan (cg) in mice. It was evaluated the effect of
the pre or post-treatment with CdtV on development of paw edema, cell
migration and leukocyte-endothelium interaction at the cremaster muscle
microcirculation induced by cg in mice. The pre (14, 7 days or 1h) and post-
treatment (48, 4 or 1h) with CdtV (1,5 pg/50 pL s.c.), inhibited the paw edema
induced by carrageenan (300 pg/50 pL) in all periods of time evaluated. The
same inhibitory effect of CdtV (1,5 pug/50 pL s.c.) was observed to the pre (21,
14, 7 days or 1 h) and post-treatment (1h) on cell migration to the peritoneal
cavity induced by cg (300 pg/200 pL). The oral administration of CdtV (8,8
Hg/200 pL) before (14, 7 days or 1h) or after (1h) intraperitoneal injection of cg
(300 pg/200 pL), also inhibited the cell influx to the same cavity. To evaluate
leukocyte-endothelium interaction, the treatment with CdtV 1h before or after
the cg injection (300 pg/100 pL) into the scrotal bag of the animals induced an
increase in leukocyte rolling, but reduced the cellular adhesion to the
endothelium surface and cellular migration to the extravascular tissue. The
administration of ctx (0,89 ug/50 L s.c.) 1 h before or after cg injection, could
inhibit all inflammatory events mentioned above. The inhibitory effect of CdtV on
paw edema and cellular migration were also compared with that observed for
classical anti-inflammatory drugs, such as: dexamethasone, indomethacin, L-
NAME and nimesulide. Only CdtV and nimesulide blocked the second peak of
edema formation induced by cg. For cell migration, no differences were
observed among the treatment with CdtV and anti-inflamatory drugs. The
association of CdtV with drugs did not potentialize their actions on cell
migration. These results demonstrate that CdtV exhibits a long-lasting anti-
inflammatory effect and that ctx could contribute for the anti-inflammatory effect
of CdtV.

Keymords: Crotalus durissus terrificus venom; Inflammation; ccarrageenan,
mice.
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