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RESUMO

KONDO, F. V. Avaliacao do papel dos mastocitos na reacdo inflamatoria desencadeada
pelo veneno de Bothrops jararaca em camundongos geneticamente selecionados para alta
ou baixa reatividade inflamatoria aguda. 2016. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2016.

O veneno da Bothrops jararaca (VBj) causa efeitos severos como hemorragia e inflamacao
aguda local. Os mastocitos produzem e secretam varios mediadores que desencadeiam 0s
eventos inflamatdrios mais imediatos, como edema e dor, através de sua acdo direta e do
recrutamento de outras células para o sitio inflamatdrio. O presente trabalho tem como objetivo
avaliar o papel dos mastdcitos na inflamacdo induzida pelo VBj em linhagens de camundongos
geneticamente selecionados para resposta inflamatoria aguda maxima (AIRmax) e minima
(AIRmin). Grupos de animais de ambas as linhagens foram tratados durante 3 dias com o
inibidor de mastdcitos Cromoglicato de Sodio - CROM (20-100 mg/kg i.p.) — e receberam 1-5
ug de VB;j (i.pl. ou i.p.). A formacéo de edema, a dor, a migracao e ativagéo celular e a producao
e expressdo de citocinas foram avaliadas. Para avaliar o edema, 0s animais receberam VBj i.pl.
e tiveram as patas medidas apds varios horarios. Animais de ambas as linhagens tiveram um
aumento similar da espessura da pata e 0 CROM nao foi capaz de inibir a formacdo desse
edema. A dor foi mensurada atraves do teste com os filamentos de von Frey. Animais AIRmax
apresentaram maior dor que os AIRmin em resposta ao veneno. A dor foi parcialmente inibida
pelo CROM 1-6 hs ap6s o veneno em AIRmax e 1h em AIRmin. Para avaliar a migrac&o celular,
0s animais receberam VBj i.p. e tiveram suas células peritoneais coletadas ap6s 1, 3 e 24 hs.
Apos 3hs, os animais AIRmax apresentaram maior nimero de células no periténio em relagdo
aos AIRmin, bem como maior nimero de macréfagos. Apos 24 hs, houve um aumento do
namero de neutrdfilos em AIRmax, inibido por CROM. A andlise por citometria de fluxo
revelou que, em AIRmax, o nimero de mastdcitos diminui apds 3 e 24 hs do VBj, enquanto
qgue o de macrofagos aumenta. Para avaliar a ativacdo dessas células, foi quantificada a
producdo de ROS por quimiluminescéncia. Essa analise revelou que producdo de ROS
aumentou 24 hs apds o veneno, sendo essa producdo maior em AIRmax do que em AIRmin, e
parcialmente inibida por CROM. A liberagdo das citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ IL-10 foi
quantificada por ELISA. N&o observamos diferencas na producdo destas citocinas entre as
linhagens ou entre 0s grupos de tratamento. A andlise da expressdo génica por RT-PCR dessas
citocinas e das quimiocinas CCL2 e CXCL2, revelou que, apds 3 hs do veneno, a expressdo de
IL-6 foi suprimida em ambas as linhagens, e que 0 CROM aumentou a expressao de IL-1f3 em
AIRmin. Foi também observada uma supressdo de CCL2 nos animais AIRmin sob a agdo do
veneno apos 24 hs. N&o houve diferencas de expressdo de TNF-a, IL-10 e CXCL2. Esses
resultados mostram que os animais AIRmax possuem maior dor, migracdo de neutrofilos e
macrofagos e producdo de ROS que os AIRmin, e que essas rea¢des sao reduzidas quando os
mastdcitos sdo inibidos, sugerindo que a sele¢do genética para obtengéo das linhagens, baseada
na intensidade da resposta inflamatoria, interferiu na reatividade dos mastocitos.

Palavras-chave: Inflamag&o. Veneno Bothrops jararaca. Mastocitos. AIRmax. AIRmin.



ABSTRACT

KONDO, F. V. Mast cella role in Bothrops jararaca venom induced inflammation in mice
genetically selected for maximum or minimum acute inflammatory reactivity. 2016. 91 p.
Master thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2016.

Bothrops jararaca venom (BjV) causes severe effects such hemorrhage and acute local
inflammation. Mast cells acts producing and secreting mediators that trigger the immediate
inflammatory events such as edema and pain through the mediators release and the recruitment
of other cells to the site of inflammation. This study aims to evaluate the role of mast cells in
inflammation induced by BjV in mice genetically selected for maximum (AIRmax) or
minimum (AIRmin) acute inflammatory response. Animals of both strains were treated during
3 days with mast cell degranulation inhibitor cromolyn — CROM (20-100 mg/Kg ip) - and
received 1-5 pg of BjV (ipl or ip). Edema formation, pain, cell migration and activation,
cytokines production and expression were evaluated. BjV was injected in hind paws and
footpad thickness was measured after several times to evaluate the edema. AIRmax mice had
similar increase in paws compared to AIRmin, and drug treatment failed to inhibit edema
formation. Pain was measured with von Frey hairs, AIRmax mice exhibited greatest pain than
AIRmin in response to the venom administration. The pain was partially reversed by CROM at
1-6 hs in AIRmax mice, and at 1 h in AIRmin. In order to analyze cell migration, animals
received BjV ip and peritoneal cells was collected after 1, 3 and 24 hs. AIRmax mice showed
higher numbers of peritoneal cells and macrophages than AIRmin after 3 hs of venom
inoculation and after 24 hs, there was an increase in the number of neutrophils in AIRmax mice,
which was inhibit by CROM. Decrease in the number of mast cells was observed after 3 and
24 hsr in AIRmax when this cell population was analyzed by flow cytometry. The activation of
these cells was quantified by the reactive oxygen production by chemiluminescence. Venom
injection induced a higher production of ROS in AIRmax compared to AIRmin cells and was
partially inhibited by the action of CROM at 24 hs after the envenomation. The release of IL-
1B, IL-6, TNF-a and IL-10 was quantified by ELISA. No differences in the production of these
cytokines was observed between lines and treatment groups. Analyzing the gene expression by
RT-PCR of these cytokines and the chemokines CCL2 and CXCLZ2, an inhibition of IL-6 was
presented in both of lines after 3 hs of BjV, as well as an increase in expression of IL-1p by
CROM in AIRmin mice. Furthermore, we observed a CCL2 inhibition in AIRmin mice 24 hs
after BjV. There was no difference in TNF-a, IL-10 and CXCL2 expression. These results
showed that AIRmax mice exhibit more hiperalgesia, macrophage and neutrophil migration,
and ROS production than AIRmin mice. All these reactions are reduced when mast cells are
inhibited, suggesting that the genetic selection of AIRmax and AIRmin mouse lines, based on
the intensity of inflammatory response, interfered in mast cells activities.

Keywords: Inflammation. Bothrops jararaca venom. Mast cells. AIRmax. AIRmin.
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1.1 A Inflamacao

O mecanismo de defesa natural do sistema imunoldgico em resposta a injurias, toxinas
e micro-organismos é a inflamacdo. A inflamacdo aguda é caracterizada pelo infiltrado de
leucdcitos, aumento do fluxo sanguineo e extravasamento de proteinas plasmaticas dos vasos
para o sitio da leséo (IBANEZ et al., 1992; PALMAI-PALLAG; BACHRATI, 2014). Esses
eventos sao caracterizados por dor, calor, rubor e edema, podendo ou ndo culminar em perda
de funcdo (GILROY et al., 2004).

A despeito da causa, a inflamagdo é uma resposta promovida pelo organismo para
restaurar a homeostase, ajustando o cenario do tecido danificado para sua reconstituicdo. Esse
evento envolve alteracBes funcionais da microvasculatura, levando a um coordenado
recrutamento de componentes sanguineos ao sitio da injdria, seguido por fagocitose, formacéo
de edema e dor local (TEIXEIRA et al., 2009).

Na primeira linha de defesa contra danos e infeccOes estdo os neutrofilos e o0s
macrofagos. Além de sua atividade fagocitica, esses granuldcitos produzem e liberam espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) através do aumento do consumo de oxigénio
molecular em um processo chamado “burst oxidativo”. Essas espécies desempenham um
importante papel na eliminagdo de micro-organismos, atuando como reguladoras de outras
células imunes e como moduladoras de processos apoptoticos. A producdo exacerbada dessas
espécies, no entanto, pode resultar na degradacdo de moléculas essenciais das células, como
lipidios, proteinas e DNA, promovendo graves danos ao hospedeiro (DAHLGREN;
KARLSSON, 1999; FREITAS et al., 2009; RIBEIRO et al., 2003).

Além dessas células, estdo também presentes no sitio de infecgdo ou lesdo os mastocitos.
Uma vez que as reagbes da inflamacdo aguda estdo intimamente relacionadas com o0s
mediadores quimicos derivados do tecido danificado, os mastdcitos tém sido considerados
potencialmente importantes na inicializacdo e/ou amplificacdo desses processos (METCALFE
etal., 1997). Eles rapidamente produzem e secretam varios mediadores inflamatorios, tais como
aminas vasoativas (ex.: histamina), citocinas (ex.: TNF, IL-1p e IL-6), fatores de crescimento,
guimiocinas (ex. CXCL2), enzimas proteoliticas e mediadores lipidicos (ex.: prostaglandinas e
leucotrienos), os quais desencadeiam os eventos inflamatorios mais imediatos, como o edema
e a dor, através de alteracdes vasculares (METCALFE etal., 1997; METZ; MAURER, 2007).

O aumento da permeabilidade vascular, por exemplo, € 0 mecanismo primario da
formagéo do edema, e depende diretamente da producdo e/ou liberacdo de mediadores

inflamatdrios pelos mastécitos no local da injdria. (NASCIMENTO et al., 2010). Os mastdcitos
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sdo também importantes reguladores celulares de mecanismos fisioldgicos e patoldgicos da dor,
uma vez que estdo localizados préximos a neurdnios nociceptivos. Eles induzem a ativacéo
nociceptora através da liberacdo de mediadores quimicos, como as prostaglandinas, a
serotonina, a histamina e algumas citocinas (ex.: IL-1p, IL-6 e TNF) durante a sua
desgranulagdo (CHATTERJEA; MARTINOV, 2015; DRAY, 1995; FORSYTHE;
BIENENSTOCK, 2012; REN; DUBNER, 2010).

Em alguns casos, porém, os componentes de granulos especificos podem ter
propriedades anti-inflamatorias, suprimindo os demais efeitos. E o caso da liberagao de algumas
quimases que, em modelos de inflamac&o alérgica de pulmdo (WAERN et al., 2009; 2013) ou
condigdes de neuroinflamacdo (HENDRIX et al., NELISSEN et al., 2013), assumem um efeito
anti-inflamatorio a despeito dos efeitos pro-inflamatorios gerais dos mastdcitos em tais
condicdes. O que se tem proposto € que essas proteases previnem os efeitos prejudiciais de
niveis elevados de produtos pré-inflamatérios liberados por mastécitos, como o TNF, através
da degradacéo de varias citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias, tais como I1L-6, I1L-13, IL-
33, CCL2, CCL3 e CCL5 (BERAHOVICH et al., 2005; NAKAE et al., 2007; NELISSEN et
al., 2013; WAERN et al., 2012; 2013; WERNERSSON; PEJLER, 2014; ZHAO et al., 2005).

Além dos mediadores da inflamacdo, os granulos dos mastécitos também sdo
constituidos por enzimas lisossomais (como a beta-hexosaminidase), proteoglicanos, proteases
mastdcito especificas e ndo-especificas e proteinas associadas a membrana dos granulos, que
possuem funcdes metabdlicas e reguladoras (Figura 1) (WERNERSSON; PEJLER, 2014).
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Figura 1 - Efeitos biologicos dos componentes dos granulos dos mastécitos. Uma vez ativados, os mastdcitos
sintetizam e/ou liberam importantes mediadores inflamatérios, como a histamina, que participa da
neurotransmissdo, da contragdo do musculo liso, da vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular; as
citocinas, que auxiliam na migrac&o celular e na ativagéo de fagocitos; e as proteases, que promovem a deposi¢do
de MEC e auxilia na protecdo contra os venenos através da degradacdo de seus componentes (Adaptado de
WERNERSSON; PEJLER, 2014).

1.2 Uma Visdo Geral dos Mastécitos

Os mastdcitos sdo células hematopoiéticas oriundas de precursores pluripotentes da
medula-0ssea, cuja caracteristica morfolégica mais distinguivel é o alto contetdo de granulos
secretores que ocupam a maior por¢do do seu citoplasma. Sdo consideradas células de vida
longa, capazes de sobreviver por meses ou até anos, podendo reagir em minutos e ao longo de
horas a uma variedade de estimulos fisicos, bioldgicos e quimicos com efeitos locais e
sisttmicos (ABRAHAM; JOHN, 2010; MEKORI; METCALFE, 2000; WERNERSSON;
PEJLER, 2014).

Os precursores de mastocitos circulam pelo sangue e linfa e migram para os tecidos,
onde ganham suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais de células maduras sob a influéncia
de fatores do microambiente local. De modo geral, 0s mastdcitos estdo presentes em todos 0s
tecidos vascularizados, onde residem em proximidade aos vasos sanguineos, nervos, células do
musculo esquelético, células epiteliais, glandulas produtoras de muco e foliculos capilares.
Estdo, particularmente, concentrados em sitios anatdmicos diretamente expostos ao ambiente
externo como pele, vias aéreas e trato gastrointestinal (GALLI; TSAI, 2008; MEKORI;
METCALFE, 2000; METCALFE et al., 1997).
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Embora os mastécitos compartilhem muitas caracteristicas, eles ndo formam uma
populacdo homogénea, podendo diferir tanto no fendtipo quanto a funcionalidade, de acordo
com a espécie animal e a sua localizacdo. A classificacdo dos subtipos de mastocitos de
roedores, por exemplo, é baseada em diferencas fenotipicas entre os mastécitos do tecido
conjuntivo (CTMC), particularmente da pele e da cavidade peritoneal, e 0s mastécitos das
mucosas (MMC), particularmente da lamina prépria do intestino. Além de diferir na morfologia
e em caracteristicas histologicas, os CTMC e MMC de ratos e camundongos ainda podem ser
diferentes em aspectos bioquimicos e funcionais, incluindo a responsividade a varios estimulos
de secrecdo e inibicdo por drogas, como o Cromoglicato de Sodio (ALDENBORG;
ENERBACK, 1985; BIENENSTOCK et al., 1982; METCALFE et al., 1997; MILLER et al.,
1989)

As informac6es obtidas ao longo de décadas quanto a origem, diferenciacéo e potencial
biolégico dos mastdcitos sugerem que essas células sdo mais centrais na imunidade inata e
adaptativa do que se acreditava anteriormente. Atualmente, sabe-se que 0s mastdcitos estdo
envolvidos em multiplos processos biologicos, como na fagocitose de particulas, no
processamento de antigenos, na producdo de citocinas, na liberacdo substancias vasoativas e
antimicrobicidas, no recrutamento e ativacdo de células inflamatérias e no reparo tecidual
(ABRAHAM; JOHN, 2010; ABRAHAM; MALAVIYA, 1997; MEKORI; METCALFE,
2000).

A ativacdo dos mastocitos pode ser FceRI dependente, ou seja, via o receptor de alta
afinidade de IgE, FceRI, que ocorre pela ligacdo cruzada de um antigeno multivalente
(alérgeno) com seu anticorpo IgE especifico ligado a membrana celular; ou FceRI néo-
dependente, que pode ocorrer por um estimulo ndo-imunogénico induzido por substancias
como neuropeptidios (ex.: substancia P), compostos basicos (ex.: composto 48/80), citocinas
(ex.: IL-1 e IL-3), componentes do complemento (C3a, C4a e Cbha) e certas drogas (ex.:
opioides), e através da ligacdo aos receptores de baixa afinidade de 1IgG (METCALFE et al.,
1997).

Seja por uma ou outra via, a ativacdo dos mastocitos pode resultar em trés tipos de
efeitos bioldgicos: 1) secrecdo regulada do conteddo de granulos pré-formados (histamina,
serotonina, proteoglicanos, proteases e citocinas) por exocitose; 2) sintese enzimatica de
mediadores lipidicos (metabolitos do acido araquiddnico); 3) inicio da transcricao, traducéo e
secrecdo de citocinas e expressdo de certas quimiocinas e fatores de crescimento (GALLI;
TSAI, 2008; MEKORI; METCALFE, 2000).
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Quando ativados, 0s mastdcitos podem desgranular seu contetdo citoplasmatico através
de duas vias: fragmentada ou anafilatica. A desgranulacdo fragmentada corresponde a uma
liberacdo seletiva de porgdes do contetido dos granulos, sem fusdo entre os granulos ou com a
membrana. Esse mecanismo foi observado desde no contexto de estresse psicossocial crénico
até em resposta a estradiol, estimulagdo por CCL2 ou TLR e interagdes com Tregs (FROSSI et
al., 2011; IWAMOTO et al., 2013; MCCURDY et al., 2003; VICARIO et al., 2010; YAN et
al., 2014). Ja na desgranulacdo anafilatica, ocorre a liberacdo explosiva do conteudo dos
granulos, ou mesmo dos granulos inteiros, apds estes se fundirem entre si e/ou com a membrana,
formando o canal de desgranulacio, sequido pela expulsdo do granulo. E o que ocorre, por
exemplo, na ligacdo cruzada antigeno-FceRI (DVORAK et al., 1991; MOON et al., 2014).

Uma das abordagens utilizadas para a compreensao do papel dos mastdcitos na saude e
na doenca é o emprego de drogas que podem efetivamente e seletivamente inibir a funcédo
dessas células in vivo. Uma vez que 0s mastdcitos possuem uma vasta gama de receptores tanto
estimuladores, como inibidores de sua acdo, compostos sintéticos tém sido manipulados para
atuar em enzimas especificas ou em receptores envolvidos no processo de desgranulacéo,
atuando, assim, como estabilizadores de mastécitos. Uma das drogas mais amplamente
utilizadas é o Cromoglicato de Sédio (CROM). Embora seu mecanismo de acdo ndo esteja
totalmente elucidado, CROM tem sido clinicamente usado como uma droga antiasmatica por
mais de 30 anos (OKA et al., 2012; ZHANG et al., 2016).

O que se tem proposto acerca do mecanismo de acdo de CROM ¢€ que ele previne
indiretamente o influxo de Ca?* por bloquear os canais de CI', estabilizando, assim, a membrana
dos mastdcitos e inibindo a sua desgranulacdo (LAW et al., 2011; NORRIS; ALTON, 1996).
Sabe-se que a ativacdo dos mastdcitos é intrinsecamente regulada pelo influxo e pela
concentracgdo intracelular de calcio (Ca®*) (RIVERA; OLIVERA, 2008). Além disso, 0s
mediadores liberados pelos mastocitos podem ser potencializados por concentracdes
extracelulares de potassio (K*) ou cloreto (CI") (DUFFY et al., 2004; QIAN; MCCLOSKEY,
1993). Assim, bloqueadores de canais de K" e/ou CI" podem ser capazes de reduzir
indiretamente o processo de desgranulacdo dos mastdcitos por essa via (NEMETH et al., 1990;
ROMANIN et al., 1991).

1.3 O Veneno da Serpente Bothrops jararaca

O envenenamento por mordida de cobra é um importante problema de satde publica em

varios paises do mundo, sobretudo em paises tropicais e subtropicais, onde ha uma grande



24

diversidade de serpentes convivendo com uma popula¢do humana rural de acesso limitado a
sistemas de saide (DOS SANTOS et al., 2011).

Dos quatro géneros de serpentes peconhentas consideradas de interesse médico no
Brasil: Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus, verifica-se o predominio do acidente
botrdpico, que corresponde a aproximadamente 75% dos casos de ofidismo notificados no pais.
A serpente Bothrops jararaca é a espécie mais comum da regido Sudeste e, uma vez que possuli
grande capacidade adaptativa, esta distribuida em areas silvestres, agricolas e nas imediacGes
das zonas urbanas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; 2014).

Os venenos ofidicos podem ser classificados de acordo com suas agdes fisiopatologicas,
cujos efeitos sdo observados em nivel local e sisttmico. A gravidade do acidente depende da
quantidade de veneno inoculada, da regido atingida e da espécie envolvida (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). A patogénese do envenenamento pela Bothrops envolve uma a¢do combinada
de metaloproteinases, fosfolipases e serinoproteases, bem como a liberacdo de varios
mediadores quimicos oriundos do plasma ou de células inflamatérias da vitima (BONAVITA
etal., 2006; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; TREBIEN; CALIXTO, 1989).

As metaloproteinases do veneno (SVMPs) sdo responsaveis pela hemorragia local.
Dentre elas, a que tem sido melhor caracterizada € a jararagina, que, além de sua potente acédo
hemorréagica, também é capaz de processar o precursor do fator de necrose tumoral-a (TNF-o)
— uma citocina correlacionada com o desenvolvimento de dermonecrose induzida pelo veneno
de Bothrops jararaca (VBj) —, bloquear a agregacdo plaquetaria induzida por colageno e
hidrolisar fibrinogénio (CLISSA etal., 2001; FOX; SERRANO, 2005; KAMIGUTI et al., 1994;
1996; MOURA-DA-SILVA, 1996).

A Fosfolipase A> (PLA?), constituinte das miotoxinas do veneno, podem induzir
diretamente o dano muscular através do rompimento da integridade da membrana de células
musculares esqueléticas, culminando em perda tecidual, ou indiretamente pelo processo de
isquemia resultante de distdrbios vasculares (GUTIERREZ, 1995; GUTIERREZ; OWNBY,
2003; MEBS; OWNBY, 1990).

A acdo das serinoproteases pode ser principalmente correlacionada a atividade
semelhante a trombina do veneno, que promove alteracdo nos processos de coagulacao
sanguinea, fibrinolise, agregacdo plaquetaria e na pressdo sanguinea (MATSUI et al., 2000;
SANTORO; SANO-MARTINS, 2003; SERRANO, 2013).

Dentre essas enzimas, as metaloproteinases sdao 0s componentes que mais contribuem
para a inflamacé&o local e as respostas nociceptivas induzidas pelo veneno. A ac¢do da PLA> se

limita aos efeitos nociceptivos, enquanto que as serinoproteinases, embora ndo contribuam
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significativamente para as reacOes inflamatdrias, participam ativamente dos distarbios
coagulativos desencadeados pelo VBj (ZICHAR et al., 2010).

Pode-se dizer, portanto, que o veneno da serpente Bothrops atua atraves de trés acoes
principais:

e Acao proteolitica, que determina a acdo inflamatdria na area de inoculagdo do veneno
por danificar a integridade vascular, induzir a necrose e estimular o recrutamento de
leucocitos;

e Acao coagulante, que promove o consumo dos fatores de coagulagédo e a geragéo de
produtos de degradacao de fibrina e fibrinogénio, causando incoagubilidade sanguinea;

e Acdo hemorragica, que atua no endotélio vascular, provocando lesGes na membrana
basal dos capilares e consequente extravasamento sanguineo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001; OLIVEIRA et al., 2010; SECRETARIA DA SAUDE, 2015).

1.4 Os Mastocitos na Resposta Antiveneno

Tem sido cada vez mais reconhecido que 0s mastécitos sdo capazes de induzir e regular
respostas inflamatérias em diversos cenarios experimentais. Como estdo estrategicamente
localizados nas fronteiras entre o hospedeiro e o ambiente externo e proximo aos vasos
sanguineos, podem rapidamente responder a uma variedade de estimulos (HEIB et al., 2008;
METCALFE, 1997; STASSEN et al., 2002).

Muitos componentes do veneno induzem a liberagdo dos mediadores dos mastocitos —
tais como as metaloproteinases e a PLA2, no caso do VBj —, produzindo o aumento da
permeabilidade vascular, inflamacéo local, dor, anormalidades dos sistemas de fibrinolise e de
coagulacdo e choque. Dentre esses mediadores, a histamina é o principal componente liberado
na resposta antiveneno, quer seja de serpentes, de insetos ou de anfibios (BONAVITA et al.;
METZetal., 2006; WEISEL-EICHLER; LIBERSAT, 2004; WERNERSSON; PEJLER, 2014).

A histamina é o mediador inflamatério estocado em maiores quantidades nos granulos
dos mastocitos e contribui para o efeito edematogénico de alguns venenos de serpentes
Bothrops sp. Esse mediador atua tambem nos neurénios sensoriais, produzindo prurido quando
em baixas concentracdes e dor quando em altas, esta Gltima sendo uma vantagem para o
predador quando o veneno é usado como defesa. Além disso, esta intimamente ligada com o
aumento da permeabilidade vascular, o que facilita o acesso do veneno a corrente sanguinea,
contribuindo para um quadro de hipotensédo e, assim, a imobilizacdo da presa. Com isso,

considera-se que a ativagdo dos mastocitos teciduais pode contribuir consistentemente para o
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dano tecidual local e a distribuicdo dos componentes do veneno (BARBOSA et al., 2003; DE
FARIA et al., 2001; DRAY, 1995; HOFSTRA et al., METZ et al., 2006).

Em contrapartida, experimentos tém demonstrado que outros mediadores liberados
pelos mastocitos, como as proteases, podem contribuir para a reducdo da morbidade e da
mortalidade associadas a certos venenos através da degradacdo de seus componentes
(GALLI;TSAI, 2008; METZ et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2010). Dentre essas proteases,
a Carboxipeptidase A e a quimase mMMCP-4 tém sido mais amplamente descritas na acdo contra
as toxinas. A Carboxipeptidase A3 (CPA3) tem um importante papel na protecdo contra a
endotelina-1 e as sarafotoxinas, substancias presentes no veneno de serpentes, inclusive da
Bothrops jararaca. J& a quimase mMCP-4 se mostrou crucial para a protecdo contra 0 veneno
de algumas espécies de escorpido, bem como contra os efeitos toxicos do peptideo vasoativo
intestinal, mostrando que a desgranulacdo dos mastdcitos é relevante em situacdes em que se
requer uma resposta protetora rapida a varias substancias nocivas (BORGHERESI et al., 2001;
WERNERSSON; PEJLER, 2014).

A desgranulacdo dos mastdcitos € importante para os efeitos inflamatoérios induzidos
pelo veneno da serpente Bothrops moojeni, produzindo os sinais iniciais para 0
desenvolvimento do edema, com o envolvimento da histamina e de prostaglandinas
(NASCIMENTO et al., 2010). A participacdo dos produtos da Ciclooxigenase (COX) na
formacdo do edema ja havia sido previamente demonstrada nos venenos de Bothrops asper
(OLIVO et al., 2007), Bothrops insularis (BARBOSA et al., 2003) e também da Bothrops
jararaca (OLIVO etal., 2007; TEIXEIRA et al., 1994; TREBIEN; CALIXTO, 1989), seja pela
acao das prostaglandinas ou, em menor escala, pela acdo dos leucotrienos.

Um estudo recente também demonstrou que os mastocitos, através da agdo da histamina
e, em menor escala, dos mediadores de COX, exercem um importante papel nos eventos
inflamatorios induzidos pelo veneno da arraia Potamotrygon motoro. A inibicdo da
desgranulagdo de mastocitos promoveu uma diminuicdo da formacdo do edema e do
recrutamento de neutrofilos desencadeados pelo veneno (KIMURA et al., 2015).

Além da potente acdo de seus granulos, os mastocitos podem promover um rapido
recrutamento de leucdécitos. Os neutréfilos sdo capazes de combater agentes nocivos usando
mecanismos oxidativos e ndo-oxidativos, enquanto que os macrofagos podem secretar matrizes
de metaloproteinases e seus inibidores teciduais que regulam a deposi¢do dos componentes de
MEC e o recrutamento de células para os sitios de injuria, promovendo o reparo tecidual
(DOENER et al., 2013; GALLLI et al., 2011). Estudos revelam que a inflamagéo tecidual e o

recrutamento de neutrofilos sdo severamente prejudicados em animais deficientes de mastécitos
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(DE FILIPPO etal., 2013; KNEILLING; ROCKEN, 2009). Por outro lado, modelos de doencas
inflamatorias autoimunes severas revelam que a infiltragdo de neutréfilos em sitios de
inflamacdo e destruicdo tecidual é também criticamente influenciada por mastdcitos
(BIEDERMANN et al., 2000).

O influxo de neutrofilos é dependente de mastdcitos e macrofagos residentes. Ambos
sintetizam os quimioatraentes de neutrofilos, CXCL1 e CXCL2 (ligantes 1 e 2 de quimiocinas
CXC), sendo que uma porcdo dessas quimiocinas ja esta pré-formada nos granulos dos
mastocitos. Assim, 0s mastdcitos, posicionados proximos a vasculatura, iniciam uma fase mais
imediata do recrutamento de neutréfilos, enquanto que os macréfagos ddo um maior alcance a
essas células até o local da inflamagdo (DE FILIPPO et al., 2013). Além dessas quimiocinas,
outros produtos dos mastdcitos como triptases e quimases (por sua acdo proteolitica) também
podem atuar como quimioatraentes de neutrofilos (TANI et al., 2000; THAKURDAS et al.,
2007).

O recrutamento de neutréfilos também pode ocorrer via linfécito T em reacdes de
hipersensibilidade tardia através da acdo do TNF e da quimiocina CXCL8 (IL-8), liberados
pelos mastdcitos, promovendo dois sinais qualitativamente diferentes, porém sinérgicos. O
TNF induz a producdo de moléculas de adesdo necessarias para a ligacdo dos neutrofilos as
células endoteliais (P-selectina, ICAM-1 e VCAM-1), enquanto a IL-8 estabelece o gradiente
quimiotatico necessario para a diapedese e a migracao direcionada de neutrdfilos
(KNEILLING; ROCKEN, 2009).

Uma vez que os neutréfilos chegam até o sitio inflamatdrio, eles podem promover o
recrutamento de mondcitos e linfocitos, regulando a mudanca de tipo de infiltragcdo leucocitéria
durante o curso da inflamacdo. Além disso, podem também contribuir para a resolucdo de
alteracOes tissulares causadas por varios agentes injuriantes, como venenos, atravées da remocao
de debris, reposi¢do ordenada de células, reparacdo tecidual e regeneracdo (TEIXEIRA et al.,
2003; TIDBALL, 1995).

1.5 Modelo Experimental

Para investigar a participagdo dos mastocitos nos processos inflamatorios
desencadeados pelo VBj, foram utilizadas linhagens de camundongos geneticamente
selecionados para maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) resposta inflamatdria aguda.

Essas linhagens de camundongos foram desenvolvidas pelo Laboratério de
Imunogenética do Instituto Butantan, através de uma selecdo genética bidirecional para forte
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ou fraca resposta inflamatéria aguda contra particulas de poliacrilamida (Biogel P-100), uma
substancia ndo-imunogénica, insolivel e quimicamente inerte. Esse processo seletivo foi
realizado a partir de uma populacdo inicial de camundongos altamente polimérfica (FO),
oriunda da mistura equilibrada de oito linhagens isogénicas diferentes (STIFELL et al., 1987;

1990), de acordo com o0 esquema a seguir:

Isogénicos A x DBA2 P x SWR SIL x CBA BALB/c x C57BL/6
- I - 1 - 1 - I
Hibridos F1 F1 F1 F1
T T
Segregantes F2 F2
T
Segregantes F3 = FO populagdo inicial

Os camundongos foram fenotipicamente selecionados baseado no influxo leucocitério
local e na concentragdo de proteinas nos exsudatos, 24 hs ap6s a inje¢do subcutanea de Biogel.
Os acasalamentos foram direcionados e repetidos nas geracfes sucessivas, escolhendo-se 0s
camundongos com alta ou baixa resposta inflamatoria, situados em cada um dos extremos da
curva de distribuicdo normal dos fen6tipos. A maxima separacdo fenotipica foi atingida com
uma diferenca entre as linhagens de 20 vezes do infiltrado leucocitério e 2,5 vezes da

concentragdo de proteinas no exsudato (IBANEZ et al., 1992), conforme ilustrado na Figura 2.

w

=3 10

=

_E s IRmax _ 3 |

S 3] E 5]

2 20K =

@ 7 oL 4

E o 2,5x
12 1 1 =] 2_

p )

'ﬂu |||l|||||||||||||||||||||“|ﬁlI|R|rr|“-I |:| — T — —T

=

- 6 FM2  H8 R4 FX FO /s F12  F18  F24  FX

Figura 2 — Divergéncia progressiva entre as linhagens de camundongos selecionados para maxima ou
minima resposta inflamatéria baseado no influxo leucocitario local e na concentracgéo de proteinas nos
exsudatos (IBANEZ et al., 1992).

Essa diferenca resultou da acumulacéo de alelos dotados com efeitos opostos na resposta
inflamatdria aguda em cada linhagem. Anélises desse processo seletivo indicam que a regulacéo

da intensidade dessa resposta envolve ao menos 11 loci de traco quantitativo (QTL) — regides
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do genoma que afetam uma caracteristica quantitativa (BIOZZI et al., 1998; IBANEZ et al.,
1992).

Foi recentemente demonstrado gque a divergéncia da resposta inflamatéria ao Biogel ndo
ocorre apenas na inflamacao aguda. Alguns dos genes mapeados na resposta inflamatoria aguda
também se apresentam diferencialmente expressos durante as rea¢Oes de inflamagdo cronica.
Aléem disso, diferencas no infiltrado celular e caracteristicas locais do tecido analisado indicam
que o processo seletivo para a resposta inflamatoria aguda também afetou a resposta
inflamatdria cronica, o que sugere a existéncia de um controle genético comum para ambas as
respostas (FERNANDES et al., 2016).

Além da diferenca na capacidade inflamat6ria em resposta ao Biogel, verificou-se que
estas linhagens divergem também em resposta a outros estimulos, como infec¢Bes bacterianas
(ARAUJO et al., 1998), doencas tumorais (BIOZZI et al., 1998), doencas autoimunes (VIGAR
et al., 2000) e regeneracéo tecidual (DE FRANCO et al., 2007), como representado na Tabela
1.

Tabela 1 - Divergéncia de resposta entre as linhagens estimuladas por diferentes fenotipos.

Fendtipo AIRmax AIRmin Ref.
. _ _ , ARAUJO et al.,
InfecgBes Bacterianas Resistente Suscetivel
1998
L . . , . VIGAR et al.,
Artrite induzida por Pristane Suscetivel Resistente
2000
A . , BIOZZl et al.,
Tumorigénese de pele Resistente Suscetivel
1998
Reparo tecidual Regeneracdo Cicatrizagao DE FRANCO et
P ¢ al,, 2007
Reacgdo local ao veneno de CARNEIRO et
+H++ +
B. jararaca al., 2002; 2008

Camundongos AIRmax e  AIRmin diferem  grandemente na sua
resisténcia/suscetibilidade inata a infecgdo por patdgenos. Araujo et al., (1998) mostraram
resultados de infeccdo experimental por Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes,
nos quais a dose letal (LDso) foi 100 vezes maior em camundongos AIRmax do que em AIRmin.

Avaliando-se os camundongos AIRmax e AIRmin para suscetibilidade a inducao

quimica de tumorigénese de pele, foi demonstrado que os camundongos AIRmax sdo mais
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resistentes a tumorigénese do que os camundongos AIRmin, apresentando uma diferenca de até
seis vezes na taxa inducdo de tumor. Com isso, evidenciou-se que uma intensa resposta
inflamatdria aguda (AIR) estaria associada a resisténcia, enquanto que uma baixa resposta, a
suscetibilidade a tumorigénese nos segregados F2 (AIRmax x AIRmin) escolhidos para
fendtipos extremos de AIR, 0 que sugere que, a0 menos alguns dos QTL para essa resposta,
contém genes que controlam a tumorigénese (BIOZZI et al., 1998).

Em relacdo a doencas autoimunes, a linhagem AIRmax mostrou ser extremamente
suscetivel a inducdo de artrite por pristane. Camundongos AIRmax tiveram 50% de incidéncia
de artrite 120 dias apds o tratamento. A linhagem AIRmin, no entanto, mostrou ser resistente
mesmo apds 360 dias, excluindo-se a possibilidade de sensibilidade tardia da linhagem (VIGAR
et al., 2000).

Ribeiro et al., (2003) observaram que o alto nimero de células inflamatdrias nos animais
AlRmax foi caracterizado por uma alta producdo de neutréfilos na medula éssea e no sangue,
alta concentracdo de agentes quimiotaticos em exsudatos colhidos apés a indugéo da inflamacao
e uma crescente resisténcia dos neutrofilos infiltrados a apoptose espontanea. Assim, a selecédo
genética levou a uma selecdo convergente de alelos, o que, consequentemente afetou a
homeostase dos neutrofilos.

Esse influxo de neutr6filos mostrou-se significativamente correlacionado com o reparo
tecidual, o que pode ser atribuido, a0 menos em parte, a aumento da atividade das
metaloproteinases de matriz e a formacdo de blastema (GOUREVITCH et al., 2003). Os
animais AIRmax, com uma maior producédo de neutréfilos, apresentaram regeneracéo tecidual,
enguanto que, nos animais AIRmin, ocorreu cicatrizagdo de borda (CANHAMERO et al., 2011;
2014; DE FRANCO et al., 2007).

E importante ressaltar que o processo seletivo ndo afetou as respostas imunes
especificas, uma vez que os camundongos AIRmax e AIRmin produzem quantidades similares
de anticorpos apds imunizagdo com doses Otimas de antigenos, como proteinas heterélogas e
antigenos bacterianos. Respostas imunes mediadas por células, como proliferacéo de células T
especificas e reacdes do tipo tardias mostraram-se igualmente similares nas duas linhagens
(ARAUJO et al.,1998; VIGAR et al., 2000).

Com relacdo ao VBj, em estudos anteriores realizados com as linhagens AIRmax e
AIRmin, observou-se que esses animais ndo apresentam alteracdo na dose letal (DLso) do
veneno, porém sao diferentes quanto a sensibilidade local, o que mostra que os fenbmenos
sistémicos e locais desencadeados pelo veneno sdo independentes. Além disso, a linhagem

AIRmax mostrou maior capacidade de resposta aguda frente ao veneno no que concerne a
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formagéo de edema, influxo celular, producgéo de citocinas e secre¢do de H.O> (CARNEIRO et
al., 2002).

Foram também investigados os mecanismos desencadeados pelo VBj que resultam na
acumulacdo leucocitaria, demonstrando uma diferenca entre as linhagens de camundongos na
geragdo de mediadores pro-inflamatdrios induzidos pelo veneno. Foi verificado que os animais
AIRmax secretam maiores concentragoes de PGE>, bem como de IL-1B e IL-6 (CARNEIRO et
al., 2008).

Pela capacidade das linhagens de camundongos AIRmax e AIRmin em produzir reacdes
inflamatorias divergentes desencadeadas por agentes variados, elas foram escolhidas para o
estudo da atuacdo dos mastocitos e dos mediadores quimicos presentes em seus granulos no

processo de inflamacao aguda desencadeado pelo VB;.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel do mastdcito nas reacdes inflamatdrias desencadeadas pelo veneno de
B. jararaca nos animais selecionados para alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) resposta

inflamatdria aguda.

2.2 Objetivos Especificos

Nos animais que receberam o veneno e/ou o tratamento para inibir a atividade dos

mastocitos, foram avaliados:

e O edema e a hiperalgesia;

e A migracdo e a ativagdo das células no foco inflamatério;

e A expressdo e liberacdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a;
e A expressdo das quimiocinas CCL2 e CXCL2.

A reatividade dos mastocitos dessas linhagens foi testada em uma reacdo anafilatica e o

efeito do Cromoglicato de Sodio na inibicdo dessa reacao.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Foram utilizados camundongos das linhagens selecionadas para maxima (AIRmax) e
minima (AIRmin) resposta inflamatdria aguda de ambos 0s sexos, entre 3 e 4 meses de idade,
pesando, em média, 25 g. Estes animais sdo criados e mantidos no biotério do Laboratério de
Imunogenética do Instituto Butantan (S&o Paulo, Brasil) em condi¢des padrdo com racéo e agua
ad libitum e em ciclo claro/escuro de 12 hs.

Foram também utilizados animais da linhagem BALB/c, machos, pesando 20 g,
provenientes do Biotério Central do Instituto Butantan (S&o Paulo, Brasil).

Os procedimentos em experimentacdo animal foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da USP (Protocolo n°10/14) e pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) (Protocolo n°® 1213/14).

3.2 Veneno e Tratamento Farmacoldgico
3.2.1 Veneno

Foi utilizado o veneno bruto liofilizado da serpente Bothrops jararaca, produzido e

cedido pelo Laboratdrio de Herpetologia, Instituto Butantan (Sdo Paulo, Brasil).

3.2.2 Cromoglicato de Sédio (CROM)

Os animais foram pré-tratados intraperitonealmente (i.p.) por 3 dias consecutivos com
100 mg/kg de Cromoglicato de Sédio (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA), dissolvido
em 500 pL de PBS (solugdes preparadas diariamente). Os experimentos foram realizados 24 hs

apos a ultima dose da droga.

3.3 Reacdo Inflamatdria na Cavidade Peritoneal
3.3.1 Inoculacéo do Veneno

Os animais foram inoculados i.p. com 500 uL de uma solucdo contendo 5 pg de

VBj/camundongo diluidos em PBS. Os animais controle receberam apenas o veiculo (500 pL).

3.3.2 Obtencao e Preparacéo das Células Peritoneais

Para a obtencédo das células peritoneais, os animais foram eutanasiados em cdmara de
CO2 ou por deslocamento cervical, sendo feita, em seguida, a lavagem da cavidade peritoneal

com 5 mL de PBS ou meio RPMI 1640 gelados. As células do lavado coletado foram
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centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 4 °C e submetidas a lise de hemacias com 1mL de
tampado de lise de hemacias [4,15 g de Cloreto de aménia, 0,84 g de Bicarbonato de Sodio e 1
mL de EDTA 0,5M pH 8,0 em 500 mL de H2O destilada] por 5 minutos em banho-maria a
37°C. As celulas foram novamente centrifugadas a 300 x g por 5 minutos, sendo, por fim,
ressuspendidas em 1 mL de PBS ou meio RPMI 1640 suplementado com 1 mM de Glutamina,
0,1 mM de Gentamicina e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) inativado a 56 °C.

3.4 Avaliacéo do Edema

Camundongos AIRmax e AIRmin foram inoculados no coxim plantar com 0,6 ou 1,0
ug de VBj/pata diluido em 30 uL de salina apirogénica estéril. Como controle, foi utilizada a
pata contralateral, na qual foi injetada apenas o veiculo (30 pL).

Antes da injecdo e apos 15 min., 30 min., 1, 3, 6 e 24 hs, a espessura das patas foi medida
com o auxilio de um micrémetro analdgico (L.S. Starrett Co.; Athol, Massachussetts, EUA).
Os resultados foram calculados como a diferenca entre ambas as patas e expressos como a

porcentagem do aumento da espessura das patas (NASCIMENTO et al., 2010).

3.5 Avaliacéo da Nocicepgao

Animais AIRmax, AIRmin e BALB/c foram inoculados no coxim plantar com 1,0 ug
de VBj/pata diluido em 30 uL de salina apirogénica esteril. Nos animais controle, foi inoculado
apenas o veiculo (30 pL).

Para avaliacdo da sensibilidade mecénica foi utilizado o teste com filamentos de von
Frey antes e ap6s 30 min, 1, 3, 6, 24, 48, 72 e 96 hs ap6s a inoculacdo do veneno. Foi utilizado
um conjunto de vinte filamentos de nailon para medir limiares nociceptivos mecanicos (em
gramas), relativos a variacdo progressiva de pressdo. A sensibilidade tatil foi avaliada através
da aplicacdo de um estimulo de presséo leve e constante na regido central da pata, necessario
para determinar a retirada, ou flinch, da pata traseira.

Os camundongos foram colocados sobre uma plataforma metalica perfurada (célula de
0,8 x 0,8 cm.), elevada 30 cm. da superficie, sobre a qual foi adaptada uma caixa acrilica
transparente (8 x 8 x 18 cm.) dividida em doze compartimentos iguais. Antes do teste, foi
permitido que 0s animais permanecessem nestas caixas por aproximadamente 20 minutos, até
cessar a atividade exploratoria.

O teste iniciou-se com um filamento de valor intermediario (0,16 g). Se o animal

apresentou a resposta positiva ao estimulo, o proximo filamento de menor didmetro foi testado;
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se 0 animal apresentou uma resposta negativa, o filamento de maior forca foi testado. Este
procedimento foi repetido até que o limiar fosse determinado. Cada filamento foi aplicado cinco
vezes consecutivamente. O limiar nociceptivo mecanico foi definido como o filamento de
menor didmetro que provocou uma rapida retirada da pata, em pelo menos uma das cinco
tentativas (TAL; BENNETT, 1994).

3.6 Avaliacéo da Ac¢ado Local do Cromoglicato de Sodio

A comprovacéo da eficacia do CROM para estabiliza¢do dos mastécitos em nivel local
em nosso modelo experimental se deu através da analise histoldgica da desgranulacdo de
mastocitos mesentéricos.

Camundongos AIRmax e AIRmin foram tratados i.p. com 100 mg/kg Cromoglicato de
Sodio por 3 dias consecutivos. Apds 24 hs do Ultimo tratamento, os animais foram injetados
i.p. com 1 pg/g do Composto 48/80 (Sigma), uma substancia com propriedade de desgranular
mastacitos e, apds 30 minutos, foram eutanasiados. Semelhantemente, outro grupo de animais
recebeu 5 pg de VB;j i.p. e, apds 10 minutos, foram eutanasiados. Como controle, animais de
ambas as linhagens receberam apenas o veiculo (500 uL) durante 3 dias e a mesma dose do
Composto 48/80 e do VB;.

O abddmen foi aberto e 0 mesentério foi cuidadosamente removido do animal e fixado
em lamina com formaldeido por 30 minutos. As laminas foram coradas com o azul de toluidina
por 3 minutos, sendo, entdo, levadas ao microscopio para analise. Os mastocitos foram
quantificados e classificados de acordo com a sua integridade morfol6gica (integros ou
desgranulados). A analise foi expressa como a proporcao (%) de mastécitos desgranulados
relativa ao nimero de mastocitos totais presentes no mesentério (MOTA, 1964) por cm?,

3.7 Avaliacéo da Migracao Celular

Em camundongos AIRmax e AIR min, as células peritoneais foram coletadas 1, 3 e 24
hs apos a injecéo i.p. do VB;j.
3.7.1 Contagem Total das Células

Uma aliquota contendo 10 pL da suspensdo celular obtida do lavado peritoneal foi
adicionada a 180 uL de PBS e 10 uL de azul de tripan. As células foram contadas na camara

hemocitométrica de Malassez. Foram contadas, no minimo, 100 células.
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3.7.2 Contagem Diferencial das Células

Suspensdes contendo 5 x 10* células obtidas da coleta de lavado peritoneal foram
completadas com PBS para o volume final de 300 pL sendo, a seguir, centrifugadas em uma
“citospin” (Eppendorf) a 10 x g por 3 minutos duas vezes. As laminas de microscopia utilizadas
foram previamente preparadas com 300 uL de BSA a 4%.

Ap0s a centrifugacdo, as laminas foram coradas por um conjunto para coloracao rapida
em hematologia (kit composto por trés solucdes: metanol (solucdo fixadora), eosina e
hematoxilina) (BAXTER), e a contagem diferencial foi realizada baseada nas diferencgas
morfoldgicas e de coloracdo das células. Os tipos celulares considerados foram: neutrofilos,
mastocitos e células mononucleares (compreendendo macréfagos e linfocitos). Foram contadas,
no minimo, 200 células por lamina.

As amostras também foram coradas com azul de toluidina por 3 minutos. As laminas
foram levadas ao microscopio e os mastécitos foram quantificados e classificados de acordo
com a sua integridade morfoldgica. A analise foi expressa como a proporc¢éo (%) dos mastocitos
desgranulados relativa ao nimero de mastocitos totais presentes no lavado peritoneal (MOTA,
1964).

3.7.3 Avaliacdo das subpopulacdes de células no peritdnio ap6s a inoculacdo do veneno

Para a andlise do perfil das células presentes no peritonio ap6s 3 e 24 hs da inoculacao
do veneno, foi realizada uma citometria de fluxo.

Células do lavado peritoneal foram centrifugadas, ressuspendidas em tampao de FACS
(PBS 1% SFB) e contadas. Aliquotas contendo 1 x 108 células foram transferidas para tubos de
polipropileno de 12 x 75 mm (BD Biosciences) e incubadas por 30 minutos a 4 °C com 0s
anticorpos monoclonais especificos para CD3, CDI11b, CD19, cKIT, F4/80, FceRI, GR-1 e
MHC-I1 (BD Biosciences e Biolegend), conjugados com os fluorocromos PE, BV510, APC,
APC-Cy7, PB, PE-Cy7, FITC e PerCP Cy5.5, respectivamente, e em dilui¢cGes apropriadas.
Apos lavagem, as amostras foram adquiridas no citdmetro FACS Canto Il, do Servigo de
Citometria do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da USP.

A andlise dos resultados foi realizada através do software FlowJo® versdo 10.1 (Becton-

Dickinson).
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3.8 Avaliacéo da Ativacao Celular

As células do periténio dos animais AIRmax e AIRmin, coletadas apds 3 e 24 hs da
inoculacdo do veneno, foram avaliadas quanto a sua ativacdo através da quantificacdo da
producdo de ROS por um ensaio de quimiluminescéncia dependente de luminol (HATANAKA
et al., 2006).

A técnica baseia-se na reacdo do luminol com as ROS geradas pelos fagocitos,
produzindo uma substancia que emite luz quando retorna ao seu estado basal (FREITAS et al.,
2009). Os resultados foram obtidos como unidades relativas de luz (URL) e a analise foi
expressa por area sob a curva.

Em uma placa branca opaca de 96 pocos de fundo chato (Costar), foram acrescentados
nos pogos: PBS Ca**/Mg** [CaCl.. 2 H20 (0,90 mM); MgCl. (0,49 mM); NaCl (137 mM); KCI
(2,68 mM); Na;HPO4 (8,1 mM); KH2PO4 (1,21 mM)] g.s.p. completar o volume final de 300
UL por poco; 1 x 10° células totais do lavado peritoneal; 30 pL do substrato luminol [DMSO;
PBS Ca™/Mg"™; luminol liofilizado (100 pM)] e 2,7 puL de PMA (90 nM) (Sigma).
Imediatamente apos a adicdo do PMA, a placa foi lida em um luminémetro de microplacas
(EG&G Berthold LB96V, Bad Wildbad, Alemanha) em temperatura ambiente, com tempo de
leitura total de 3600 s, gerando, aproximadamente, 130 ciclos. Os resultados foram obtidos
como unidades relativas de Iluz (URL) utilizando-se o0 programa MicroWin
(Mikrotek Laborsysteme, Alemanha) e a analise foi expressa como area sob a curva, utilizando-

se 0 programa GraphPad Prism® versdo 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.9 Avaliacéo da Producao de Citocinas

A liberacdo das citocinas IL-1f, IL-6, IL-10 e TNF-a na cavidade peritoneal, apds
inoculacdo i.p. de VBJ, foi dosada através do método ELISA, usando-se o kit BD OptEIA (BD
Biosciences), segundo as instru¢des do fabricante para cada citocina. Foram utilizados como
amostras 0s sobrenadantes dos lavados peritoneais.

Resumidamente, em uma placa transparente de 96 pogos fundo chato (NUNC-
Maxisorp) foi adicionado o anticorpo de captura diluido conforme recomendacéo do lote em
tampéo carbonato ou fosfato, dependendo da citocina, para sensibilizagdo da placa, sendo esta
incubada a 4 °C overnight. Apos lavagem com PBS-Tween 0,05% (Merk), a placa foi bloqueada
com PBS 20% SFB e incubada por 2h em T.A. A placa foi lavada com PBS-Tween e as
amostras individuais e dos recombinantes foram adicionadas e incubadas por 2 hs em T.A. Apds
esse periodo, a placa foi mais uma vez lavada com PBS-Tween e foi adicionado o anticorpo de
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deteccdo biotinilado e a avidina (SAv-HRP). A reacdo foi revelada com a solugdo do substrato
e bloqueada com &cido sulfurico (H2SO04).

A placa foi lida em um leitor de ELISA automatico (Labsystems Multiscan EIA),
utilizando-se um filtro de 450 nm, com correcéo pelo filtro de 570 nm. Os valores de densidade
Optica (D.O.) obtidos foram transformados em pg/mL mediante equacao de regresséo ndo-linear
com base em uma curva padrdo feita com concentragdes conhecidas de cada citocina, utilizando

o0 programa GraphPad Prism versdo 5.01.

3.10 Analise de Citocinas e Quimiocinas por Expressdo Génica
3.10.1 Extracdo de RNA Total das Células

A extracdo de RNA das células peritoneais foi realizada através do uso do kit RNAspin
Mini RNA Isolation (GE Healthcare), de acordo com as instrugdes do fabricante.

As células obtidas do lavado peritoneal foram acertadas para 5x10° células e lisadas
através do uso de 350 pL do tampdo RAL e 3,5 uL de B-mercaptoetanol, sendo submetidas ao
vortex por 10 segundos. O lisado foi transferido para um mini filtro RNAspin e centrifugado a
11.000 x g por 1 minuto para ser filtrado.

Para ajuste das condicdes de ligacdo do RNA, foi adicionado ao filtrado 350 ul de etanol
70%, submetendo as amostras ao vortex por 5 segundos duas vezes. O conteudo foi
homogeneizado trés vezes e transferido para uma coluna de RNAspin e centrifugado a 8.000 x
g por 30 segundos, a fim de permitir a ligacdo do RNA.

A remocdo do sal promove uma melhor digestdo pela DNase I. Assim, para dessalinizar
amembrana de silica, foi adicionado 350 pL do tampéo de MDB (Membrane Desalting Buffer).
As amostras foram centrifugadas a 11.000 x g por 1 minuto para a secagem da membrana. A
digestdo do DNA se deu pela adicdo de 95 pl de um preparado de 10 pL de DNase |
reconstituido + 90 pL de tampdo de reacdo de DNase no centro da membrana de silica. As
amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos.

Ap0s a incubagdo, a DNase | foi inativada com 200 pl do tampédo RA2, seguida de uma
centrifugacdo a 11.000 x g por 1 minuto. A membrana de silica foi, entdo, lavada com 600 pL
do tampéo RAS3, sendo centrifugada a 11.000 x g por 1 minuto e, a seguir, com mais 250 uL do
tampéo RAS3, centrifugando a 11.000 x g por 2 minutos para secar a membrana completamente.
O RNA foi eluido em 50 pL de H2O livre de RNase, sendo centrifugado a 11.000 x g por 1
minuto.

A concentracdo dos RNASs extraidos das amostras foi mensurada por espectrofotometria
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em comprimento de onda 260 nm no aparelho Nanovue Plus (GE, USA) e expressa em unidades
de densidade éptica (D.O.). Nesta etapa de quantificacdo, foi observada a relagdo em torno de
2.0 para a razdo RNA/Proteinas (260 nm/280 nm). A integridade dos RNAs foi analisada no
aparelho Bioanalyser (Agilent Technologies, Alemanha). Somente os RNAs com RIN (RNA

Integrity Number) superior a 8.0 foram selecionados para a obtencéo de cDNA.

3.10.2 Sintese de DNA Complementar (cDNA)

A sintese da fita complementar de DNA foi realizada por transcricao reversa a partir do
RNA total purificado.

Para tanto, 10 pL contendo 0,5 ug de RNA foram adicionados a 1 pL de oligo (dT) (50
mM), 1 uL de dNTP (10 mM) (Desoxirribonucleotideos trifosfatados) e 2 pL de H2O livre de
RNase. As amostras foram homogeneizadas e incubadas em um termociclador (MJ Research
PTC-200) a 65 °C por 5 minutos e a 4 °C por 1 minuto.

A sequir, foi adicionado as amostras 4 pL de tampéo especifico 5x concentrado [250
mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCl e 15 mM MgCl;], 1 uL de DTT (0,1 M) (dithiothreiotol)
e 1 puL da enzima SuperScript (200 U/uL) (Invitrogen). As amostras foram incubadas a 50 °C

por 50 minutos. A reacdo da enzima foi bloqueada por uma incubacéo a 70 °C por 15 minutos.

3.10.3 Reacdo de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR)

A fim de analisar a expressao génica de IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a, CCL2 ¢ CXCL2,
foi realizada a reacdo de PCR em tempo real.

Em uma placa de 96 pocos de 0,1 mL para ciclagem rapida (Applied Biosystems - Life
Technologies), foi adicionado uma solugdo contendo sequéncias sintéticas especificas ou
primers (2,5 uM) (0,5 pL de cada primer), 6,25 uL do Platinum SYBR Green supermix para
PCR UDG com ROX (Invitrogen) e H2O livre de RNase para ajustar o volume final de 10,5 pl
por pogo. Por fim, foi adicionado a essa solugédo 2 pL da amostra de cDNA sintetizado (diluicdo
1:4).

As reagdes foram realizadas pelo termociclador Step One Plus (Applied Biosystems).
As amostras foram submetidas, inicialmente, a uma fase de ativagao da enzima polimerase a 95
°C por 10 minutos (“hot start”). A amplificacdo das sequéncias alvo ocorreu em 40 ciclos
constituidos de etapas sucessivas de desnaturacédo (95 °C por 15 segundos) e extenséo (60 °C
por 1 minuto). A fluorescéncia do SYBR Green incorporada ao material dupla fita amplificado

a cada ciclo foi detectada na etapa da extensdo pelo termociclador.
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Os resultados foram analisados através do programa Step One versdo 2.3 e a cada
amostra foi atribuido um valor de cT (Cycle Threshold) referente ao nimero de ciclos
necessarios para que a fluorescéncia incorporada as duplas fitas amplificadas ultrapassasse a
fluorescéncia de fundo das reacbes, ou seja, no inicio da fase Log de amplificacdo das
sequéncias alvo.

As sequéncias dos primers utilizados foram desenhadas com o programa Primer Blast,
disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi >, estando

representadas nas Tabelas 2 e 3:

Tabela 2 - Sequéncia dos primers dos genes constitutivos.

PRIMER FORWARD REVERSE
Ppia  AGCGTTTTGGGTCCAGGAAT AAATGCCCGCAAGTCAAAAG
B2m  CCCCACTGAGACTGATACATACG CGATCCCAGTAGACGGTCTTG
HPRT  CACAGGACTAGAACACCTGC GCTGGTGAAAAGGACCTCT

Rps 29  TCTACTGGAGTCACCCACGGAAGT GTCAGTCGAATCCATTCAAGGTCGC

Tabela 3 - Sequéncia dos primers dos genes alvo.

PRIMER = FORWARD REVERSE
IL-1B AGATGAAGGGCTGCTTCCAAACC TTGTTGATGTGCTGCTGCGAGA
IL-6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA TGTACTCCAGGTAGCTATGG
IL-10 GCTGGACAACATACTGCTAACC CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTG
TNF-a  TCTCATCAGTTCTATGGCCC GGGAGTAGACAAGGTACAAC
CCL2  GCCTGCTGTTCACAGTTGC TCATTGGGATCATCTTGCTG
CXCL2  CCTGGTTCAGAAAATCATCCA CTTTGGTTCTTCCGTTGAGG

3.10.4 Calculo da expressao relativa

A expresséo dos genes estudados foi estimada por meio do método comparativo do cT.
Pequenas variagdes relativas as diferencas na quantidade do RNA total dos genes alvo
foram corrigidas por normalizacdo. Para tanto, foram testados quatro primers de genes
constitutivos, sendo eles: Ciclofilina (Ppia), Beta-2- microglobulina (f2m), Hipoxantina

ribosil-transferase (HPRT) e Proteina Ribossomal S 29 (Rps29). Através de calculos
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algoritmicos realizados pela ferramenta GeNorm - Excel, foi determinado o fator de
normalizacdo de expressdo dos genes, indicando como genes mais estaveis para a analise das
células peritoneais os genes Ppia e HPRT.

Pelos valores do cT, foi calculado o Delta cT (AcT) para cada amostra de cDNA, que
consiste na diferenca entre o cT do gene de interesse e do gene constitutivo (AcT = cT <gene
alvo> — cT <gene constitutivo>). A expressao dos genes entre 0s vVarios grupos experimentais
foi determinada pela comparacdo entre o AcT das amostras em diferentes condi¢des
experimentais ¢ o AcT do grupo controle (calibrador) (AAcT = AcT <teste> — AcT
<calibrador>). O valor da expressdo relativa foi considerado, portanto, o resultado da formula
2°4CT (LIVAK ; SCHMITTGEN, 2001).

3.11 Reacdo de Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA)

Camundongos das linhagens AIRmax, AIRmin e BALB/c de, aproximadamente, 4
semanas de idade foram injetados i.d. na regido dorsal, sob sedacdo (100 mg/kg Quetamina e
10 mg/kg de Xilazina), com diferentes concentracdes de soro de animais imunizados com
Ovalbumina (1:80, 1:160, 1:320 e 1:640), tendo como controle a injecdo do soro de um animal
ndo imunizado. Apds o periodo de sensibilizacdo de 2 hs, os animais foram desafiados
intravenosamente com 500 pL de uma solugdo composta pelo corante azul de Evans (Sigma) a
0,25% e Ovalbumina (2 mg/mL). Passados 30 minutos do desafio, os camundongos foram
eutanasiados em camara de CO; e a leitura da reagéo foi analisada na pele invertida dos animais.
Foram consideradas reacfes positivas as que obtiveram, no minimo, 5 mm de diametro
(OVARY, 1958).

3.12 Analise Estatistica

As diferengas entre 0s grupos experimentais foram analisadas estatisticamente por
analise de variancia (One-Way ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Foram considerados

significativos os valores de p < 0,05, empregando-se o programa GraphPad Prism versao 5.01.



4 RESULTADOS
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4.1 Avaliacédo da Formacdo do Edema

Para avaliar o papel dos mastocitos na formacdo do edema promovido pelo VBj,
camundongos pré-tratados com diferentes doses de CROM foram inoculados com o VBj no
coxim plantar e a espessura das patas foi medida. Os resultados foram calculados como a
diferenga entre a pata inoculada com o veneno e a pata controle, e expressos como a
porcentagem do aumento da espessura das patas (NASCIMENTO et al., 2010).

A injecdo de 1 pg de VBj na pata dos animais de ambas as linhagens promoveu um
aumento de espessura superior a 40%. Nos animais da linhagem AIRmax, a espessura da pata
inoculada aumentou até a 12 hora apds o veneno, retornando a sua espessura inicial nas horas
subsequentes. Ja nos animais AIRmin, a espessura da pata aumentou até a 32 hora, retornando
ao nivel basal. Ndo houve diferenca significativa entre as linhagens (Figura 3A).

O pré-tratamento dos animais com as doses de 20 e 30 mg/kg de CROM ndo inibiu a
formagéo do edema desencadeado pelo VBj em nenhuma das linhagens. Foram, entéo, testadas
as doses de 50 e 100 mg/kg de CROM, porém estas também ndo foram capazes de inibir o
edema (Figura 3B-C).

Uma vez que nao foi possivel modular a formagéo do edema com o pré-tratamento com
CROM, foi diminuida a dose do veneno de 1 ug para 0,6 pug/pata.

A injegdo de 0,6 pg de VBj na pata dos animais promoveu um aumento da espessura
das patas superior a 30% em ambas as linhagens. A espessura da pata aumentou até 3 hs apds
a inoculacdo o veneno em AlIRmax e até 6 hs em AIRmin, diminuindo nas horas seguintes.
Mais uma vez, ndo houve diferenca significativa entre as linhagens (Figura 4A). O pré-
tratamento com 100 mg/kg de CROM né&o foi capaz de modular a formacdo do edema

promovida por essa dose de VBj em nenhuma das linhagens (Figura 4B-C).
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Figura 3 - Avaliacio do edema desencadeado por 1 pg de VVBj. Animais de ambas as linhagens (n=6)
foram inoculados no coxim plantar com VBj e 0 aumento da espessura da pata foi medido (A). Foi
também mensurado o edema nos animais AIRmax (B) e AIRmin (C) tratados com as diferentes doses
de CROM (n=3-6). Os resultados representam a média + e.p.m.

46



Aumento da espessura da pata (%)

Z

5

B

SS%:,

=

-
=

47

Edema de pata - 0,6 .g VB]j

Aumente da espessura da pata (%)

B AIRmax
-~ & & N
& o 5

Tempo

- A|Rm=
-& AlRmin

R R
c ARmin

-8 Conirole

] CROM+VB]

Aumento da espessura da pata (%)
1 4

Figura 4 - Avaliacdo do edema desencadeado por 0,6 pug de VBj. Animais de ambas as linhagens
(n=10) foram inoculados no coxim plantar com VBJ e 0 aumento da espessura da pata medido (A).
Foi também mensurado o edema nos animais AIRmax (B) e AIRmin (C) tratados com 100 mg/kg
de CROM (n=8). Os resultados representam a média + e.p.m.
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4.2 Avaliacdo da Nocicepcado

Para avaliar o papel dos mastocitos na nocicepcao sob o estimulo do VBj, testamos a
sensibilidade dos animais através do teste com filamentos de von Frey. Foi utilizado um
conjunto de filamentos de nailon para medir limiares nociceptivos mecanicos relativos a
variacdo progressiva de pressao. A sensibilidade tatil foi avaliada através da aplicacdo de um
estimulo de presséo leve e constante na regido central da pata, necessario para determinar a
retirada, ou flinch, da pata traseira. Quanto menor o limiar nociceptivo, maior a dor dos animais.

A medicdo dos animais controle apds a administracdo do veiculo revelou que os animais
AIRmax ja possuem um limiar nociceptivo menor do os animais AIRmin (Figura 5).

A injecdo do VBj na pata (1 pg) promoveu uma diminui¢do significativa do limiar
nociceptivo nas duas linhagens, sendo essa diminuigdo maior em AIRmax do que em AIRmin.
O menor limiar ocorreu entre 3 e 6 hs a partir da inoculacdo do veneno em AIRmax e as 6 hs
em AIRmin. O pré-tratamento com CROM (100 mg/kg) inibiu parcialmente o limiar
nociceptivo dos 15 minutos as 24 hs nos animais AIRmax e a 1 h nos AIRmin (Figura 6).

Uma vez que ndo héa dados na literatura de avaliagdo de nocicep¢do nos camundongos
das linhagens AIRmax e AIRmin, utilizamos a linhagem BALB/c como referéncia para o
experimento. Para verificar também se alguma interferéncia hormonal pode ter participado no
resultado do experimento anterior pela utilizacdo de camundongos fémeas, utilizamos
camundongos machos.

Nestes animais, a injecdo de VBj na pata (1 ug) também promoveu a diminui¢do do
limiar nociceptivo nas trés linhagens, sendo essa diminuicdo maior em AIRmax do que em
AIRmin a partir das 3 hs e maior que BALB/c a partir das 24 hs. Os animais BALB/c atingiram
um limiar nociceptivo semelhante aos AIRmax ao longo do tempo, porém retornaram ao seu
nivel basal mais rapidamente. Os animais AIRmax e BALB/c atingiram seu menor limiar as 3
hs, enquanto que os AIRmin, aos 30 minutos e 1 h. O pré-tratamento com CROM (100 mg/kg)
inibiu parcialmente a diminuicdo do limiar nociceptivo entre 1 e 6 hs em AIRmax, a 1 h em
AIRmiIn e dos 30 minutos a 1 h em BALB/c. Nas trés linhagens, os grupos controles sem
tratamento e os tratados apenas com CROM permaneceram em seus niveis basais de dor, sem

diferencas significativas entre eles (Figura 7).
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Figura 6 - Avaliacio da nocicepcéo dos animais AIRmax e AIRmin apds a administracéo de salina.
Animais AIRmax e AIRmin (n=4) foram inoculados no coxim plantar com 30 pl de solugdo salina
apirogénica estéril e testados com os filamentos de von Frey.
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Figura 5 - Avaliacdo da nocicepg¢éo sob estimulo de VBj (fémeas). Animais AIRmax (A) e AIRmin (B)
(n=4), pré-tratados com 100 mg/kg de CROM, foram inoculados no coxim plantar com 1 ug de VBj/pata e
testados com os filamentos de von Frey.

* - VBj vs. CROM+VBj (** p <0.01; *s= p <0.001). Os resultados representam a média + e.p.m.
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Figura 7 - Avaliacao da nocicepcao sob estimulo de VBj (machos). Camundongos AIRmax, AIRmin e
BALB/c (n=4) pré-tratados com 100 mg/kg de CROM, foram inoculados no coxim plantar com 1 pg de
VBj/pata e testados com os filamentos de von Frey.

¢ - VBj vs. CROM+VBj (*p < 0.05; **p < 0.01; *+*p < 0,001). Os resultados representam a média + e.p.m.
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4.3 Avaliacdo da Ac¢do Local do Cromoglicato de Sodio

Para avaliar a capacidade do CROM em estabilizar os mastdcitos dos animais AIRmax
e AIRmin, foi feita uma andlise histologica da desgranulacdo dos mastdcitos mesentéricos. Os
animais foram pré-tratados por 3 dias com CROM (100 mg/kg) e injetados i.p. com 1 pg/g do
Composto 48/80, uma substancia com potencial de desgranular os mastécitos, ou com 5 g do
VBj. Apos 30 minutos, o mesentério foi coletado.

A avaliacdo da atuacdo do CROM sobre a desgranulacdo dos mastdcitos se deu através
da quantificacdo e classificacdo dos mastdcitos quanto a sua integridade morfolégica, conforme
ilustrado na Figura 8. A andlise foi expressa como a propor¢do (%) dos mastdcitos
desgranulados relativa ao numero de mastocitos presentes no mesentério (MOTA, 1964) por
cm?, sendo apresentada na Tabela 2.

Animais de ambas as linhagens que ndo receberam nenhum tratamento possuem no
mesentério cerca de 25% dos mastocitos desgranulados (dados ndo apresentados). A
administracdo do veiculo i.p. aumentou essa porcentagem em 10% nos animais AIRmax e 25%
nos AIRmin (animais controle).

A administracdo do Composto 48/80 aumentou o nimero de mastocitos desgranulados
em aproximadamente 10% em relagdo aos animais controle na linhagem AIRmax e 20% nos
AIRmin. Nos animais pré-tratados com CROM, porém, houve uma inibicdo do aumento dessa
desgranulacdo em ambas as linhagens de quase 100% em AIRmax e de 85% em AIRmin.

Da mesma forma, a injecdo do VBj aumentou quase 15% do nimero de mastdcitos
desgranulados em relagdo ao controle nos animais AIRmax e cerca de 25% nos AIRmin. O pré-
tratamento com CROM inibiu esse aumento em 80% em AIRmax e em cerca de 95% em
AIRmin.

O experimento demonstrou que 0s mastdcitos desgranulam em resposta ao Composto
48/80 e ao VB, e que o pré-tratamento com CROM é capaz de inibir essa resposta a ambos 0s
estimulos, de modo que o nivel de desgranulacdo dos mastocitos seja semelhante ao nivel de
desgranulagdo nos animais controle, indicando a eficicia do tratamento com a droga em

estabilizar os mastdcitos.
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Figura 8 - Histologia de mastdcitos mesentéricos. Mastdcitos integros (A) e desgranulados (B) do mesentério
dos camundongos, corados com azul de toluidina e fotografados em aumento de 20 x.

Tabela 4 - Porcentagem de desgranula¢do dos mastocitos mesentéricos

Controle C 48/80 CROM VBj CROM

+C48/80 + VB;j
AIRmax 35% 47% 36% 48% 44%
AIRmin 50% 70% 59% 76% 52%

Animais pré-tratados i.p. com PBS ou com CROM (100 mg/kg) por 3 dias consecutivos e injetados com o
Composto 48/80 ou VBj no 4° dia (n=3-8). Controle: animais que receberam apenas o veiculo (PBS) i.p.

4.4 Avaliacdo da Migracao Celular

A migracdo celular dos leucdcitos ao peritdnio sob estimulo do VBj foi avaliada por

contagem total e diferencial das células e por citometria de fluxo.

4.4.1 Contagem Total de Células

As células coletadas do lavado peritoneal foram quantificadas em uma camara
hemocitométrica de Malassez para determinacdo do numero de leucocitos. A coleta foi
realizada 1, 3 e 24 hs ap6s a inoculagéo i.p. do VBj (5 pg).

Os animais AIRmax apresentaram maior nimero de leucocitos do que os animais
AIRmin 3 hs apos a injecdo do veneno. N&o houve, porém, diferencas significativas entre 0s

demais grupos de animais ou entre 0s mesmos grupos nos diferentes horéarios (Figura 9).
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Figura 9 - Contagem total de células. Nimero de leucécitos peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=
5) ap6s 1, 3 e 24 hs da inje¢do i.p. de 5 pg de VB;.
* - AIRmax vs. AIRmin (**p < 0.01). Os resultados representam a média * e.p.m.
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4.4.2 Contagem Diferencial de Células

As células coletadas ap6s 1, 3 e 24 hs da injecdo do veneno foram classificadas e
quantificadas de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas (Figura 10).

O numero de mastdcitos e linfocitos do peritdbnio ndo apresentou diferengas
significativas entre as linhagens e ndo foi afetado pelo tratamento.

O numero de macrofagos dos animais tratados com CROM, no entanto, foi diferente
entre as linhagens ap6s 1 h da inoculacdo do veneno, sendo maior em AIRmax do que em
AIRmin. Ja as 3 hs, o nimero de macréfagos dos animais tratados com o veneno foi maior em
AIRmax do que em AIRmin. N&o houve diferenca significativa entre os grupos da mesma
linhagem nesses horarios. As 24 hs, o nimero de macrdfagos dos animais tratados com CROM
foi maior do que dos animais controle e dos tratados apenas com o0 veneno.

O numero de neutréfilos apresentou diferencas apenas as 24 hs da injecdo do veneno,
sendo maior nos animais AIRmax tratados com o veneno do que nos AIRmin do mesmo grupo
e nos animais controle na linhagem AIRmax (Figura 11).

As células foram também coradas com azul de toluidina para evidenciar 0s mastdcitos,
sendo classificadas e quantificadas de acordo com a sua integridade, conforme ilustrado na
Figura 12.

A injecdo i.p. do VBj aumentou o nimero de mastocitos desgranulados em ambas as
linhagens a 1 e 3 hs, e as 24 hs apenas em AIRmax. O tratamento com CROM, no entanto, ndo
alterou significativamente o nimero de mastocitos desgranulados em nenhum grupo (Tabela
3).
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Figura 10 - Contagem diferencial de células. Nimero de mastécitos, neutréfilos, macréfagos e linfécitos
peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3) apds 1, 3 e 24 hs da injecéo de 5 pg de VB;j.
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Figura 11 - Contagem de neutroéfilos. Namero de neutréfilos peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3)
apos 24 hs da injecdo i.p. de 5 pg de VB;j.

* - AIRmax vs. AIRmin (***p < 0.001). # Controle vs. VBj (### p < 0.001). « — VBj vs. CROM+VBj (* p <0.01).
Os resultados representam a média £ e.p.m.
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Figura 12 - Microscopia de mastdcitos peritoneais corados com azul de toluidina. Células peritoneais coradas

com o corante azul de toluidina para evidenciar mastocitos. Mastocitos integros (setas pretas) e desgranulados
(setas vermelhas). Resolugdo 10 x.
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Tabela 5 - Efeito do tratamento do CROM sob a desgranulacdo dos mastocitos peritoneais apds a injegéo
do veneno

PBS PBS+VBj CROM+VB;j
AIRmax 1h 30% 75% 93%
3hs 70% 84% 81%
24 hs 70% 91% 78%
AIRMIN 1h 58% 88% 86%
3hs 46% 95% 78%
24 hs 73% 42% 86%

Porcentagem de mastdcitos peritoneais desgranulados em animais pré-tratados com 100 mg/kg de CROM ou PBS
e injetados com 5 pg de VBj ou PBS (n=3).
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4.4.3 Avaliacdo das subpopulacdes de células no peritonio apos a inoculacéo do veneno

Para analisar o perfil de células presentes no peritdnio apos a inoculagdo do veneno, foi
realizado um ensaio para identificar o fendtipo das células coletadas 3 e 24 hs ap6s a inoculagéo
i.p. do veneno. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais especificos para CD3,
CDI11b, CD19, cKIT, F4/80, FceRI, GR-1 e MHC-II, e estas marcacdes foram avaliadas no
citdbmetro de fluxo.

Primeiramente, foi analisada a populagdo FceRI*/cKIT", correspondente aos mastdcitos
(Figura 13). A injecéo de VBj levou a diminuic&o dessa populacédo em ambas as linhagens ap6s
3 e 24 hs da inoculacdo. O pré-tratamento com CROM, no entanto, inibiu parcialmente essa
diminuicdo de células nos animais AIRmax apés 3 hs do veneno (Figura 14). Este resultado
indica que a diminuicdo observada é devido a desgranulacdo induzida pelo veneno que foi
parcialmente inibida pelo tratamento com CROM.

A sequir, foram analisadas as populacdes de células marcadas para CD3 e CD19, sendo
o fen6tipo CD3*/CD19 correspondente aos linfocitos T e o fendtipo CD3/CD19*, aos
linfocitos B. N&o houve diferencas significativas entre as linhagens ou entre os grupos de
tratamento dessas populag¢des (dados néo apresentados).

A partir da populacdo CD19", foram analisadas as populagdes CD11b*/ F4/80/GR-
1M9MHC-1I",  correspondente aos neutr6filos, e CD11b*/F4/80*/GR-1"%/MHC-II",
correspondente aos macrofagos (Figura 15). Foram observadas diferencas nessas populacdes
somente ap6s 24 hs do veneno. O numero de macréfagos dos animais AIRmax aumentou na
presenca do veneno, sendo esse aumento maior do que nos animais AIRmin. O aumento dessa
populacdo foi inibido na presenca de CROM. Apesar de ndo haver diferencas significativas no

namero de neutrofilos, o perfil parece ser semelhante (Figura 16).
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Figura 13 - Citograma representativo das populacdes de células do peritonio marcadas para FceRI e
cKIT.
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Figura 14 - NUmero absoluto de células peritoneais com o fenétipo FceRI*/cKIT*, Células de animais de
ambas as linhagens (n=3) pré-tratados com 100 mg/kg de CROM, coletadas 3 e 24 hs apés a injecdo i.p. de VB,
foram marcadas com anticorpos especificos para FceRI e cKIT e quantificadas por FACS.

# Controle vs. VBj (# p < 0.05). Os resultados representam a média + e.p.m.
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Figura 15 - Citograma representativo das populagdes de células do peritdnio marcadas para CD3,
CD11b, CD19, F4/80, GR-1 e MHC-I1.
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Figura 16 - Nimero absoluto de células peritoneais com os fenétipos CD11b*/ F4/80° /GR-1 "9"/MHC-
II" (macrofagos) e CD11b*/ F4/80*/GR-1"/MHC-II* (neutrdfilos). Células de animais de ambas as
linhagens (n=3) pré-tratados com 100 mg/kg de CROM, coletadas 3 e 24 hs ap06s a inje¢do i.p. de VVBj foram
marcadas com anticorpos especificos para CD11b, GR-1, F4/80 e MHC-II, e quantificadas por FACS.

*- AIRmax vs. AIRmin (* p <0.05). * VBj vs. CROM+VBj (* p < 0.05). Os resultados representam a média
te.p.m.
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4.5 Avaliacdo da Ativacao Celular

A ativacdo celular foi avaliada pela quantificacéo da producdo de ROS através de ensaio
de quimiluminescéncia dependente de luminol em células do lavado peritoneal estimuladas com
PMA. Os resultados foram obtidos como unidades relativas de luz (URL) e a andlise foi
expressa por area sob a curva.

Para avaliar os efeitos mais imediatos dos mastocitos na ativagdo dos fagocitos
produtores de ROS, foi realizada a quantificacdo das espécies reativas ap6s 3 hs da injecdo do
VBj. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos de tratamento ou entre as linhagens
(Figura 17).

Apobs 24 hs da injecdo do VBj, no entanto, houve um aumento da producdo de ROS
pelos fagocitos em ambas as linhagens, sendo essa producdo maior em AIRmax do que em
AIRmin. O pré-tratamento com CROM (100 mg/kg) inibiu essa producdo nos animais AIRmax
(Figura 18).
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Figura 17 - Producéo de ROS induzida pelo VBj ap6s 3 hs. Quantificagdo da producdo de ROS sob estimulo
de PMA por células peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=2-6) pré-tratados com 100 mg/kg de CROM,
coletadas 3 hs ap6s a inoculagdo i.p. de VBj. Os resultados representam a média + e.p.m.
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Figura 18 - Producao de ROS induzida por VBj ap6s 24 hs. Quantificagdo da producéo de ROS sob estimulo
de PMA por células peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=4-6) pré-tratados com 100 mg/kg de CROM,
coletadas 24 hs ap06s a inoculagéo i.p. de VB;j.

* - AIRmax vs. AIRmin (** p < 0.005) # - Controle vs. VBj (# p < 0.5). » - VBj vs. CROM+VB;j (* p <0.5). Os
resultados representam a média + e.p.m.



64

4.6 Avaliacéo da Producao de Citocinas

Para avaliar a liberacdo de citocinas na cavidade peritoneal ap6s a inoculacdo do VB,
foi realizado um ensaio imunoenzimaético (ELISA) com anticorpos especificos para as citocinas
IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a no sobrenadante de células peritoneais.

A analise da liberacdo de IL-1P apds 3 hs da injecdo do veneno ndo revelou diferencas
significativas. A tendéncia do gréafico parece indicar que o veneno diminuiu essa liberacdo em
ambas as linhagens e que o CROM modulou essa diminuigdo nos animais AIRmax. Apds 24
hs do veneno, houve uma diminuicdo da liberacdo da citocina comparado as 3 hs e o pré-
tratamento com CROM inibiu essa liberacdo nos animais AIRmin (Figura 19).

A liberacdo da citocina IL-6 somente foi detectada 3 hs ap6s a injecdo do veneno. Nao
houve diferencas estatisticas entre as linhagens ou entre os grupos de tratamento (Figura 20).

A citocina IL-10 também ndo apresentou diferencas estatisticas entre as linhagens ou
entre 0s grupos de tratamento 3 ou 24 hs apo6s a injecdo de VBj (Figura 21).

A liberacdo de TNF-o nao foi detectada em nenhum dos horarios ou grupos de

tratamento.
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Figura 19 - Liberacao de IL-1p induzida pelo veneno. Dosagem da liberagéo de IL-1B no sobrenadante
de células peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3), pré-tratados com 100 mg/kg de CROM,
coletadas 3 e 24 hs ap06s a inoculacéo i.p. de VB;j.

* - VBj vs. CROM+VBj (¢ p < 0.05). Os resultados expressam média + e.p.m.

IL-6
25004 3 Controle
Bl VB

20001 £ CROM+VE
E 1500- -|- '|'
o
2 1000 I T

500-

0 T

AlRmax AIRmin

Figura 20 - Liberagéo de IL-6 induzida pelo veneno. Dosagem da liberagdo de IL-6 no sobrenadante de células

peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3), pré-tratados com 100 mgkg de CROM, coletadas 3 hs apds a
inoculacéo i.p. de VVBj. Os resultados expressam média * e.p.m.
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Figura 21 - Liberacéo de IL-10 induzida pelo veneno. Dosagem da liberagdo de IL-10 no sobrenadante de
células peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3), pré-tratados com 100 mg/kg de CROM, coletadas 3 e

24 hs apds a inoculagdo i.p. de VBj. Os resultados expressam média + e.p.m
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4.7 Analise de Citocinas e Quimiocinas por Expressdo Génica

A fim de analisarmos a expressdo génica das citocinas IL-1pB, IL-6, IL-10 e TNF-a, e
das quimiocinas CCL2 e CXCL2, realizamos RT-PCR em amostras de cDNA sintetizadas a
partir do RNA extraido de células peritoneais ap6s 3 e 24 hs da injecéo do VB;j.

A expressdo dos genes estudados foi estimada por meio do método comparativo do cT
através da analise da expressdo relativa, usando-se como calibrador a média dos animais
AIRmin controle 24 hs.

A anélise da expressdo de IL-1B indicou que ha uma maior expressdo da citocina nos
animais AIRmax 3 hs apés a injecdo de PBS do que as 24 hs, bem como nos animais AIRmin
pré-tratados com CROM 3 hs ap6s 0 VBj em relacdo as 24 hs e em relacdo aos animais AIRmax
(Figura 22A).

A andlise da IL-6 revelou que os animais controle de ambas as linhagens apresentam
maior expressdo relativa da citocina as 3 hs do que as 24 hs e do que os animais tratados com o
veneno e pré-tratados com CROM do mesmo horério (Figura 22B).

Ja a analise da citocina TNF-a mostrou diferenca significativa apenas no grupo de
animais controle de ambas as linhagens, apresentando uma expressao maior da citocina 3 hs
apos a injecdo do PBS em relagdo as 24 hs (Figura 23A).

A citocina anti-inflamatoria 1L-10 ndo teve diferenca de expressdo entre nenhum grupo
de tratamento, linhagens ou tempo de inoculacdo do veneno (Figura 23A).

Uma vez que 0s mastocitos estdo relacionados com o recrutamento de leucdcitos,
avaliamos também a expressao das quimiocinas CCL2 e CXCL2.

A anélise da expressdo relativa de CCL2 e CXCL2 revelou que os animais controle de
ambas as linhagens expressam mais a quimiocinas as 3 hs do que as 24 hs. Nos animais AIRmin,
ainda foi observado que o grupo controle também expressa mais CCL2 do que 0S grupos

tratados com veneno ou com CROM as 24 hs (Figura 24).
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Figura 22 - Expressao relativa das citocinas IL-1p e IL-6. Quantificacdo da expressdo relativa de IL-18 (A) e
IL-6 (B) em células peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3), pré-tratados com 100 mg/kg de CROM,
coletadas 3 e 24 hs apo6s a inoculagéo i.p. de VB;.

B-3hsvs.24hs (Bp<0.05; BpP p< 0,0001). *- AIRmax vs. AIRmin (* p < 0.05). a— Controle vs. CROM+VBj
(o p < 0.001; aca p < 0.0001). # - Controle vs. VBj (## p < 0.001; ### p < 0.0001). Os resultados expressam
média £ e.p.m
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Figura 23 - Expressédo relativa das citocinas de TNF-a IL-10. Quantificacdo da expresséo relativa de TNF-a
(A) e IL-10 (B) em células peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3), pré-tratados com 100 mg/kg de
CROM, coletadas 3 e 24 hs ap6s a inoculagdo i.p. de VB;.

B-3hsvs. 24 hs (B p<0.05). Os resultados expressam média = e.p.m
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Figura 24 - Expressdo relativa de quimiocinas. Quantificacdo da expressdo relativa de CCL2 e CXCL2 em
células peritoneais de animais de ambas as linhagens (n=3), pré-tratados com 100 mg/kg de CROM, coletadas 3 e
24 hs ap6s a inoculagdo i.p. de VB;.
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resultados expressam média + e.p.m
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4.8 Reacado de Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA)

Para avaliar a funcionalidade dos mastocitos nas duas linhagens e a eficacia do CROM
como estabilizador de mastdcitos, testamos a dose de 100 mg/kg do farmaco nas reacdes de
Anafilaxia Cuténea Passiva em animais AIRmax, AIRmin e, como controle, nos animais
BALBI/c.

Ap0s o pré-tratamento com 0 CROM, os animais foram sensibilizados com diferentes
concentracdes de soro de animais imunizados com ovalbumina (1:80, 1:160 e 1:320) e, a seguir,
desafiados com uma solucdo composta pelo corante Azul de Evans e ovalbumina. A leitura da
reacao foi analisada na pele invertida dos animais, sendo consideradas rea¢des positivas as que
obtiveram, no minimo, 5 mm de didametro (OVARY, 1958).

A sensibilizacdo levou a desgranulacdo dos mastocitos nas trés linhagens, de modo a
promover o0 extravasamento plasmatico detectavel pela coloracdo do Azul de Evans (Figura
25). Nas trés linhagens, o efeito foi detectavel até a diluigdo de 1:320 do soro. Diferentemente
dos animais AIRmin (Figura 25C) e BALB/c (Figura 25E), os halos dos animais AIRmax
(Figura 25A) nédo ficaram bem delimitados, o que indica que uma diluicdo ainda maior do soro
seria capaz de promover a reacao.

O tratamento com 100 mg/kg de CROM ndo foi capaz de inibir a reagdo nos AIRmax
nem nos BALB/c, porém inibiu a reagdo em duas dilui¢des dos animais AIRmin (Figura 25B,
DeF).
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Figura 25 — Reacéo de Anafilaxia Cutanea Passiva. A reacdo foi testada em animais AIRmax (A e B), AIRmin
(C e D) e BALB/c (E e F) (n=3-4). Tanto os animais AIRmax controle (A) como os tratados com CROM (B)
apresentaram uma reacdo superior a 1:320. Os AIRmin controle (C) tiveram uma reacdo igual a 1:320, enquanto
que os AIRmin tratados com CROM (D) tiveram uma reacao igual a 1:80. Os animais BALB/c controle (E) e
tratados com CROM (F) tiveram uma reagdo igual a 1:320.
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5 DISCUSSAO

O processo inflamatorio é essencial para o combate de infecgdes e o reparo de injdrias
no organismo. O estudo da inflamacéo nos animais selecionados para alta ou baixa reatividade
inflamatoria aguda (AIRmax e AIRmin) tem trazido importantes dados para a compreensdo
desse fendmeno.

O veneno da Bothrops jararaca (VBj) € um potente agente inflamatorio. A patogénese
do envenenamento por essa serpente envolve uma acdo combinada de metaloproteinases,
fosfolipases e serinoproteases, bem como da liberacdo de varios mediadores quimicos oriundos
do plasma ou de células inflamatorias da vitima (BONAVITA et al., 2006; GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; TREBIEN; CALIXTO, 1989).

Tem sido cada vez mais evidenciada a participacdo dos mastdcitos na inflamagdo em
diversos cenarios, uma vez que seus mediadores atuam em varias etapas desse processo (HEIB
et al., 2008; STASSEN et al., 2002). Para avaliarmos o papel dos mastécitos na inflamacao
desencadeada pelo VBj nas linhagens selecionadas para diferentes capacidades de resposta
inflamatdria, utilizamos um farmaco estabilizador de mastocitos (Cromoglicato de Sédio -
CROM), mensurando diferentes aspectos da inflamacao sob a acdo do veneno.

Os resultados onde avaliamos o efeito da droga sob os mastécitos mesentéricos dos
animais selecionados para a inflamacdo revelaram que CROM estabilizou parcialmente a
desgranulacdo dos mastocitos sob o estimulo de um potente desgranulador, o Composto 48/80,
e do VBj, o que demonstrou que o tratamento possui efeito estabilizador em nivel local. E
importante ressaltar, no entanto, que a injecdo de PBS no periténio dos animais ja foi capaz de
causar desgranulacdo dos mastdcitos mesentéricos em ambas as linhagens.

Trabalhos recentes demonstraram a participacao dos mastécitos na formacédo de edema
e dor desencadeados por toxinas de animais, tanto de espécies de serpentes (NASCIMENTO et
al., 2010), como de outros animais (KIMURA et al., 2015), através da atuacdo de CROM. No
nosso modelo animal, no entanto, o edema desencadeado pelo VBj, ndo foi modulado com a
utilizagdo do CROM em nenhuma das linhagens, mesmo quando este foi administrado em
maiores doses ou quando a dose do veneno foi diminuida. Ja na dor, pudemos observar uma
modulac&o significativa.

Pela primeira vez, foi avaliada a dor nas linhagens selecionadas para a inflamacéo,
revelando que os animais AIRmax apresentam menor limiar nociceptivo (maior dor) do que 0s
AIRmin, fato que pode estar associado ao maior nivel de prostaglandina E> (PGE>) observado
em AIRmax apds 2 e 4 hs de acdo do veneno (CARNEIRO et al., 2002). Esse evento mostrou-
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se relacionado com a acdo dos mastocitos, uma vez que o tratamento com CROM foi capaz de
inibir parcialmente a dor, o0 que ocorreu por mais tempo em camundongos AIRmax do que em
AIRmin. Esses resultados foram comparados com os resultados obtidos nos animais BALB/c,
uma linhagem isogénica de referéncia, evidenciando que o limiar de dor destes animais é
semelhante ao dos AIRmax, porém com menor inibigdo sob a acdo do CROM.

A prostaglandina é um mediador lipidico produzido pelas cicloxigenases a partir do
acido aracdonico em resposta a diversos estimulos, sejam eles patogénicos (PAMPS) ou por
lesbes estéreis (DAMPs). A PGE», um subtipo das prostaglandinas é capaz de ativar varias
células, como os mastocitos, causando inflamacdo e dor (KAWAHARA et al., 2015). Esse
efeito pode explicar a maior hiperalgesia observada nos animais AIRmax com relagdo aos
AIRmin, bem como o fato do CROM ter sido capaz de inibir parcialmente a dor desencadeada
pelo veneno.

Apesar de 0 edema e a dor ocorrerem concomitantemente na inflamacéo, a dor mostrou
ser parcialmente dependente dos mediadores inflamatérios dos mastocitos, evento que ja havia
sido observado em ratos sob o estimulo de VBj (BONAVITA et al., 2006), enquanto que a
formacdo do edema, ndo. Zichar et al., (2010) demonstraram que o edema desencadeado pelo
VBj tratado com um inibidor de metaloproteinases é consideravelmente menor do que pelo
veneno bruto, o que indica que apenas a acdo das metaloproteinases ja seria suficiente para
ocasionar o edema, independente da agdo dos mastdcitos. Além disso, uma vez que o VBj induz
uma resposta multimediada, outras células podem estar envolvidas no efeito edematogénico,
como visto em macréfagos e neutrofilos em resposta a venenos, inclusive ao veneno botropico
(FURTADO et al., 2014; MOREIRA et al., 2009).

O veneno foi, entdo, inoculado no peritdnio, onde avaliamos a migracao celular no local
dainjecdo. Apos 3 hs, os animais AIRmax apresentaram um numero maior de células totais que
os AIRmin. A contagem diferencial indicou que os leucdcitos responsaveis por esse aumento
foram, principalmente, os macrofagos. N&o foi observada nenhuma modulagdo na migracéo das
células peritoneais com o uso de CROM apdés 1 e 3 hs do veneno. Apos 24 hs, no entanto, o
tratamento como CROM aumentou o nimero de macrofagos no periténio sob a agdo do veneno.
O numero de neutrofilos, porém, mostrou-se maior nos animais AIRmax do que nos AIRmin
apos 24 hs do veneno, efeito parcialmente inibido sob acdo do CROM. Esses resultados estdo
de acordo com um estudo de Kimura et al., (2015), em que foi utilizado o veneno da arraia
Potamotrygon motoro em patas de camundongos, onde o tratamento com CROM também
aumentou o recrutamento de macréfagos e diminuiu o nimero de neutrofilos apés 4 hs da

injecdo local do veneno. Os dados nos indicam, portanto que, nos animais AIRmax, a migracéo
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de neutrofilos para o foco inflamatoério em resposta ao veneno depende de mediadores liberados
pelos mastocitos.

A andlise das subpopulacdes de células do peritbnio mostrou que, apés 3 e 24 hs do
veneno, 0 nimero de mastocitos, diminui. Apds 3 hs, somente, o pré-tratamento com CROM
inibe esse efeito, indicando que o veneno pode estar desgranulando os mastocitos locais,
desintegrando sua membrana e impedindo a sua marca¢do com os anticorpos monoclonais e
que, 3 hs apos a injecdo do veneno, 0 CROM ainda atua nas células, inibindo esse fenémeno.
A analise também evidenciou que as populagdes correspondentes a macrofagos e neutréfilos,
apos 24 hs do veneno, também sdo alteradas sob a a¢do do veneno e do CROM, e que 0s animais
AlIRmax apresentam maior nimero dessas células sob a acdo do veneno do que os animais
AIRmin.

Embora os resultados da contagem diferencial de células pela técnica da citospin e da
citometria de fluxo ndo tenham sido semelhantes, é importante ressaltar a diferenca entre as
técnicas. A citospin € uma técnica mais rapida, no entanto, varios fatores podem interferir na
contagem, como o processo de centrifugacéo e coloracdo e a diferenca de interpretacdo dos
elementos celulares ao microscopio. A citometria de fluxo, por sua vez, utiliza marcadores
especificos e sua andlise é capaz de restringir com maior precisdo as populacdes celulares.
Ambas as técnicas, no entanto, ofereceram informagdes importantes para o presente estudo,
apontando que o veneno e 0 CROM alteram o perfil celular local.

Avaliando o estado de ativacdo das células que migraram através da quantificacdo da
producdo de ROS sob o estimulo de PMA, detectamos que, 24 hs apds a injecdo do veneno, 0s
animais AIRmax produzem mais ROS do que os AIRmin. O pré-tratamento com CROM ¢é
capaz de inibir essa producdo na linhagem AIRmax no mesmo periodo. Esse resultado pode
estar relacionado com o aumento de neutréfilos e macréfagos 24 hs apds o veneno, uma vez
gue essas células sdo as principais produtoras de ROS.

Uma vez que os mastadcitos liberam uma variedade de citocinas e que elas desempenham
um papel importante na fisiopatologia do envenenamento ofidico (AVILA-AGUERO et al.,
2001; BARRAVIERA et al., 1995), analisamos a producédo e a expressdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1p, IL-6 e TNF-a da citocina anti-inflamatoria IL-10.

A andlise da producéo e liberacdo de citocinas ndo apontou diferencas significativas
entre os grupos de tratamento ou entre as linhagens. A expressao génica das citocinas pro-
inflamatorias, porém, mostrou-se mais intensa 3 hs ap6s a inoculagdo de PBS do que 24 hs
depois, indicando um tipo de resposta mais imediata. Surpreendentemente, porém, a inoculagao

do veneno ndo alterou o perfil de expressdo dessas citocinas em nenhum dos dois horarios
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analisados e em nenhuma das linhagens, exceto no caso da expressdo de IL-6, em que o veneno
suprimiu a expressdo dessa citocina. O tratamento com CROM modulou apenas a expresséo de
IL-1B nos animais AIRmin 3 hs apds o veneno, aumentando a expressao dessa citocina com
relacdo aos animais AIRmax e as 24 hs. A expressao da citocina anti-inflamatoria 1L-10 n&o foi
modulada com os diferentes tratamentos, nem mostrou diferenca entre as linhagens sob essas
condigdes.

Estudos experimentais demonstraram que, em alguns cenarios, o veneno botrépico é
capaz de aumentar os niveis de citocinas em camundongos. E o caso do veneno da serpente
Bothrops asper, injetado na pata, em que o nivel sérico de IL-6 aumenta ap6s 3 e 6 hs
(LOMONTE et al., 1993); do veneno de Bothrops atrox, injetado no peritonio, que aumenta o
nivel sérico de IL-6, IL-10 e TNF-a (BARROS et al., 1998); e mesmo do veneno bruto da
Bothrops jararaca, injetado no peritbnio com a dose letal mediana (LDso), em que ocorre 0
aumento de IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a no soro (PETRICEVICHA et al., 2000).
Semelhantemente, a jararagina, uma metaloproteinase isolada do VBj, injetada i.p., também
aumenta o nivel de TNF-a e IL-1p em cultura de células aderentes 4 e 24 hs, respectivamente
(CLISSA et al., 2001).

No nosso modelo animal, Carneiro et al., (2002; 2008) demonstraram que a injegao i.p
do VBj aumentou o nivel de IL-6 no sobrenadante de células peritoneais apés 4 e 8 hs em ambas
as linhagens. O nivel de TNF-a, medido pelo ensaio biolégico de citotoxicidade, aumentou nos
animais AIRmax em relacdo aos AIRmin apds 8 hs. Quando analisado o sobrenadante do
macerado de patas injetadas com o VBj, foi observado que os animais AIRmax apresentam um
aumento da liberacdo de IL-1B e IL-6 ap6s 1, 3 e 6 hs, enquanto que os AIRmin apenas 3 e 6
hs da injecdo do veneno.

Foram analisadas também a expressao de duas quimiocinas, uma com agdo quimiotatica
para mastdcitos (CCL2), e outra liberada por mastocitos, com acdo quimiotatica para
neutrofilos, (CXCL2). A analise revelou que ambas as quimiocinas tém maior expressdo 3 hs
apos a injecdo de PBS do que apos 24 hs nos animais AIRmax, indicando um efeito mais
imediato para a quimiotaxia dessas células. Nos animais AIRmin, ha uma maior expressao de
CCL2 apds 24 hs da injecdo de PBS do que da injecdo do veneno, mesmo em animais pré-
tratados com CROM. Esse resultado parece indicar que o sinal quimiotatico para mastocitos
ocorre concomitantemente com o sinal quimiotatico para os neutréfilos liberados por essas
células para o local da injecdo de VB;.

Tomados em conjunto esses dados nos mostraram que os animais AIRmax e AIRmin

diferiam quanto a ativacdo dos mastocitos e quanto a eficacia do CROM na inibicdo dessa
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ativacdo. Em um teste classico de anafilaxia, o PCA, cujo resultado é dependente da
desgranulagdo dos mastocitos, pudemos observar um extravasamento mais intenso nos animais
AIRmax comparado com os AIRmin, embora ambos tenham tido reacdo sob a mesma diluicdo
do soro utilizado, confirmando a diferenca de AIRmax e AIRmin quanto a liberacdo dos
mediadores inflamatérios do mastocito. O tratamento com 0 CROM, no entanto, foi eficaz para
inibicdo parcial dessa reagdo apenas em AIRmin.

A eficacia de CROM em camundongos foi questionada em um trabalho de Oka et al.,
(2012), onde mesmo com altas doses da droga ndo houve a inibicdo da desgranulacdo dos
mastdcitos. Estudos anteriores haviam demonstrado que o CROM teria efeitos inibitdrios em
algumas funcGes dos mastocitos, mas ndo em outras (KOBAYASHI et al.,, 1993;
MARQUARDT et al., 1986). Somado a isso, existem diferentes subtipos de mastdcitos
encontrados em camundongos que possuem sensibilidade diferenciada a droga (METCALFE
etal., 1997). Esses fatos podem explicar a divergéncia das respostas encontradas nos sucessivos
experimentos, onde CROM atuou com diferentes intensidades ou mesmo foi ineficaz.

Nossos resultados mostraram que 0s mastocitos desempenham um papel importante na
migracdo celular, na ativacdo para a producdo de reativos do oxigénio e no controle da dor
desencadeado pelo veneno.

Os animais AIRmax possuem mastdcitos mais sensiveis para desgranulagcdo do que 0s
AIRmin, e o tratamento com 0 CROM atuou de forma significativa com relacdo a modulagéo
da dor, inibicdo da migracdo de neutrofilos e producdo de ROS, sugerindo que a selecdo
genética para obtencdo dos animais AIRmax e AIRmin baseada na intensidade da resposta

inflamatoria, interferiu na reatividade dos mastocitos.
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6 CONCLUSAO

v O efeito edematogénico ocasionado pelo VBj nao foi diferente entre AIRmax e AIRmin;
0s mastdcitos ndo modularam essa reacéo.

v" Animais AIRmax sdo mais nociceptivos que os animais AIRmin; a hiperalgesia
ocasionada pelo VBj é maior em AIRmax do que em AIRmin; os mastdcitos participam
dos eventos mais imediatos da dor em ambas as linhagens.

v" O namero de neutrofilos e macréfagos recrutados sob o estimulo do VBj é maior em
AIRmax do que em AIRmin; os mastocitos tém participacdo nesse recrutamento nos
animais AIRmax.

v A ativacao dos leucdcitos sob a acdo do VBj é maior em AIRmax do que em AIRmin;
0s mastacitos participam dessa ativagao nos animais AIRmax.

v' Os mastécitos dos animais AIRmax sdo sensiveis para desgranulacdo que os dos
AIRmin em reacdes anafilaticas.
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