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Zychar BC. Interacdo leucécito-endotélio induzida pelo veneno de Bothrops jararaca: papel
de proteases, media¢ao farmacoldgica e soroneutraliza¢do [Dissertagdo] - Sao Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, 2007.

Toxinas classificadas como serinoproteases, metaloproteases e fosfolipases A,, isoladas de
venenos botropicos, podem induzir reagdes inflamatdrias que contribuem na gravidade dos
sintomas locais observados nestes envenenamentos. Entretanto, a contribuicdo efetiva de
cada uma destas toxinas no efeito inflamatério induzido pelo veneno ndo ¢é bem
compreendida. Neste estudo, o veneno de Bothrops jararaca (VB;j) foi tratado com Fluoreto
de fenil-metil-sulfonila (PMSF), 1,10- fenantrolina (OF) ou Brometo de p-bromafenacila (p-
BPB) para inibi¢do destas enzimas. Observou-se parametros de leucocitos em rolling,
aderidos e migrados na interacdo leucécito-endotélio, apds a inje¢do de lug dos veneno
tratados no subcutaneo da bolsa escrotal de camundongos. Os resultados foram comparados
aos obtidos com o veneno bruto, sem tratamento. Os animais injetados com VBj bruto
apresentaram um aumento marcante de adesdo celular em todos os tempos estudados, sendo o
pico dessa interacdo entre a 2* e 4* hora ap0ds a inje¢do. Os grupos injetados com VBj também
apresentaram o maior niumero de células migradas na 4* h, permanecendo esse niimero alto na
24 hora e diminuindo significativamente na 48%h apos a inje¢do do VBj. Baseando-se nesta
cinética, todos os outros estudos foram verificados na 2% e 24* hora. Os resultados mostraram
que o tratamento do VBj com OF resultou diferencas significantes nas alteragdes da interagao
leucécito-endotélio. Nos venenos tratados para inibigdo de serinoproteases e FLA, verificou-
se que o tratamento ndo resultou em diferengas nos parametros de interacdo leucdcito-
endotélio, quando comparados ao grupo injetado com o veneno bruto, nos dois tempos
estudados. Tratamentos farmacoldgicos indicam que os eicosandides originados da via da
ciclooxigenase, TNF-a ¢ NO participam da mediacdo da interacdo leucocito endotélio
induzidos pelo VBj. Mas aparentemente ndo os eicosanodides originados pela via das
lipoxigenase, histamina ou serotonina,. O efeito do soro antibotropico (SAB) na interagao
leucocito-endotélio induzido por VBj também foi avaliado. O SAB induziu, per se, uma
interacdo leucocito-endotélio semelhante ao observado em animais injetados com VBj, efeito
este aparentemente devido ao fenol utilizado como conservante no antiveneno. Utilizando-se
um soro antibotropico sem fenol, estas reacdes nao foram observadas e verificou-se que o
soro sem fenol evita as alteragdes na interagdo leucdcito-endotélio induzidas pelo VBj. Em

conclusdo, conjuntamente nossos dados indicam que: 1) as metaloproteases tem maior



importancia, e que as fosfolipases e serinoproteases tem um papel secundario nas alteragdes
na interagdo leucocito-endotélio induzida pelo VBj; 2) que os eicosandides sdo os principais
mediadores nestes parametros inflamatérios e 3) que o SAB possui anticorpos contra as
toxinas do veneno que induzem alteragdes na interacdo, mas o fenol presente no soro ¢
responsavel pelas reacdes pro-inflamatorios indesejadas. Finalmente, os resultados sugerem
que a associagdo de antiinflamatérios a soroterapia para o tratamento das reagdes

inflamatérias locais induzidas pelo VBj deve ser considerada e estudada mais

aprofundadamente.

Palavras-chave: Bothrops jararaca, inflamagao, microcirculagdo, cremaster, interacao

leucocito-endotélio, proteases, mediagdo farmacolodgica, soro antibotropico.



Zychar BC. Leukocyte-endothelium interaction induced by Bothrops jararaca venom: role of
proteases, pharmacological mediation and serum neutralization [Dissertagdo]- Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, 2007.

Toxins classified as serineproteases, metalloproteases or phospholipases A,, isolated from
venoms of Bothrops snakes can induce inflammatory reactions that contribute to the severity
of local symptoms observed in envenomation. Nevertheless, the real contribution of each one
of these classes of toxins to the inflammatory effect of whole venom is poorly understood. In
this study, Bothrops jararaca venom (BjV) was treated with phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride
(PMSF), 1,10-phenantroline (0Phe) or p-bromophenacyl bromide (pBPB), to inhibit those
classes of enzymes. Inflammatory parameters of leukocyte-endothelial interaction (LEI),
namely leukocytes rolling, adhesion or migration, observed after injecting of 1ug of treated
venoms into the subcutaneous tissue of the scrotal bag of mice, were evaluated and compared
to those observed after the injection of non-treated venom. Animals injected with BjV
presented an a marked expressive increase in cellular adhesion in all periods of time studied,
but peaking between 2 and 4h after BjV injection. The venom-injected groups also presented
the highest number of migrated cells hour 4, wich remained up to hour 24, and decreasing
significantly 48h after the BjV injection. Based on this kinetics, all other studied were
performed evaluating LEI parameters on 2nd and 24th hour after venom injection. Results
showed that oPhe -treated venom presented significant differences in LEI. LEI parameters
induced by pBPB- and PMSF-treated venom were similar to those observed with non-treated
venom. Pharmacological treatments indicate that eicosanoids from the cyclooxygenase
pathway, TNF-a and NO participate on the mediation of the alterations of leukocyte-
endothelium interaction induced by venom. Eicosanoids from the lipoxygenase pathway,
histamine and serotonin apparently do not mediate these alterations. The effect of the
Bothrops antivenom in blocking the disturbances of leukocyte-endothelial interaction induced
by BjV was also evaluated. Surprisingly, the antivenom per se induced alterations in LEI
similar to those induced by the venom. Conversely, a phenol-free antivenom did not induce
LEI alterations and avoid those induced by the BjV. In conclusion, our findings indicated
that: 1) the major importance of metalloproteases, and a secondary role for phospholipases
and serineproteases in alterations of leukocyte-endothelial interactions induced by Bothrops

Jjararaca venom; 2) eicosanoids are the main mediators of these alterations; 3) the Bothrops



antivenom has antibodies against toxins that induce LEI alteration, but the phenol used in
antivenom as a preservative can cause some undesired pro-inflammatory reactions. Finally,
present results indicate that the use of anti-inflammatory drugs associated with serum therapy
for the treatment of local inflammatory reactions induced by Bothrops snake venoms should

be considered and further studied.

Key words: Bothrops jararaca, inflammation, microcirculation, cremaster, leukocyte-

endothelium interaction, proteases, pharmacological mediation, Bothrops antivenom.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os acidentes ofidicos representam um problema de Saude Publica, devido a
sua gravidade e freqiiéncia — cerca de 25.000 casos notificados ao ano. Destes, cerca de 90%
sdo causadas por serpentes do género Bothrops (Ministério da Saude, 2001). Esse género
compreende mais de 30 espécies e subespécies que estido distribuidas do Sul do México até a
Argentina ¢ em algumas ilhas do Caribe. Em nosso pais, esse género compreende varias
espécies, dentre as quais estdo as serpentes popularmente conhecidas como jararaca
(Bothrops jararaca) (Figura 1), jararacussu (Bothrops jararacussu), urutu cruzeiro (Bothrops
alternatus), jararaca pintada (Bothrops neuwiedi), caissaca (Bothrops moojeni) (Melgarejo,

2003).

Figura 1. Serpente Bothrops jararaca

Nos envenenamentos botropicos ocorrem sérios disturbios hemostaticos e intensa
reacdo inflamatdria no local da picada, com a presenca de edema e dor, além de hemorragia,
podendo haver necrose, resultando em graves perdas teciduais com seqiielas que podem
desabilitar o individuo ao trabalho (Rosenfeld, 1971; Cardoso et al., 1993; Franca e Malaque,
2003).

O veneno de Bothrops jararaca afeta a coagulacdo sangiiinea atuando diretamente
sobre o fibrinogénio, sobre outros fatores da coagulacdo e sobre a agregagdo plaquetaria. As
toxinas que atuam sobre o fibrinogénio, chamadas de “tipo-trombina”, sdo serinoproteases

que hidrolisam somente a regido N-terminal da cadeia Aa do fibrinogénio, liberando apenas o
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fibrinopeptideo A (Hessell e Blomback, 1971), diferentemente do que ocorre com a trombina
endogena que atua também na cadeia B3 do fibrinogénio, liberando o fibrinopeptideo B. Este
veneno também possui toxinas pro-coagulantes, classificadas como metaloproteases, que
atuam sobre os fatores Il e X da coagulacdo, levando a formag¢dao de trombina endogena
(Denson e Rousseau, 1970; Furukawa e Hayashi, 1977). Metaloproteases hemorragicas
também podem contribuir para os distarbios de coagulacdo, por possuirem uma agdo
fibrinogenolitica (Maruyama et al., 1992; Kamiguti et al., 1994) e por inibirem a agregacao
plaquetaria (Kamiguti et al., 1996). Além destas toxinas proteoliticas, os venenos botropicos
possuem fosfolipases A, que podem apresentar atividade anticoagulante (Alvarado e

Gutiérrez, 1988) e lectinas com atividade antitrombina (Zingali et al., 1993).

Toxinas responsaveis por reagdes locais especificas, tais como hemorragia e
miotoxicidade, também sdo bem caracterizadas. As hemorragias locais sao causadas por
metaloproteases dependentes de zinco, agrupadas na familia das SVMP (snake venom
metalloproteases) (Bjarnason e Fox, 1994). De acordo com sua estrutura molecular, estes
fatores hemorragicos sdo divididos em 4 classes. A classe P1 possui apenas um pro-dominio e
um dominio catalitico; a P2 apresenta um pré-dominio, um dominio catalitico € um dominio
disintegrina. A classe P3 apresenta, além destes, um dominio rico em cisteina e, finalmente, a
classe P4 apresenta ainda um dominio tipo lectina (Fox e Serrano, 2005; Ramos e Selistre

Aratijo, 2006).

Nove destas metaloproteases hemorragicas foram isoladas do veneno de B. jararaca
(Mandelbaum et al., 1976; 1982; Paine et al., 1992; Maruyama et al., 1992; 1993). Destas, a
melhor caracterizada até o momento ¢ a jararagina (Paine et al., 1992), uma metaloprotease
que contém um dominio ECD-disintegrina ¢ um dominio rico em cisteina, sendo, portanto
classificada como uma P3. Essa toxina apresenta homologia com enzimas proteoliticas da
familia ADAM (a disintegrin and metalloproteinase), dentre as quais se encontra a TACE
(TNF-converting enzyme). Estudos demonstram que a jararagina pode processar o precursor
do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (Moura da Silva et al., 1996). Além disso, essa toxina
pode inibir a agregacao plaquetaria induzida por colageno (Kamiguti et al., 1996) e hidrolisar

o fibrinogénio (Kamiguti et al., 1994).

A morfologia da lesdo hemorragica ¢ variada podendo se observar hemorragia per
rhexis, quando ocorre ruptura de células endoteliais com saida de eritrocitos (Ownby et al.,
1978; Moreira et al., 1994), ou hemorragia per diapedesis, quando os eritrocitos saem dos

vasos por entre as jungdes interendoteliais, sem lesdo aparente de células endoteliais
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(Gongalves e Mariano, 2000). Em ambos os casos, a agdo hemorragica local ¢ extremamente
réapida e existem evidéncias de que a hemorragia local induzida pelo veneno de Bothrops
Jjararaca seja parcialmente mediada por serotonina e por mediadores de origem neurogénica

(Gongalves e Mariano, 2000).

A hemorragia é um evento que ocorre rapidamente apos o contato do veneno com o
tecido. Um minuto apds a inje¢ao subcutanea de uma dose baixa de veneno de Bothrops
jararaca na bolsa escrotal de ratos, j& se observam alteracdes importantes no tecido
conjuntivo, tais como desestruturacdo de fibras colagenas proximas a vasos e feixes nervosos,
desgranulacdo de mastocitos e hemorragia (Gongalves e Mariano, 2000). Estudos de
microscopia intravital demonstram que o veneno botropico atua na microcirculagao,
inicialmente induzindo alteragdes de calibre e permeabilidade de vénulas, seguindo-se pelo
aparecimento de microcodgulos, aumento da interagdo leucocito-endotélio e aparecimento de
focos hemorragicos, preferencialmente em vénulas pds-capilares, mas também presentes em
capilares (Farsky et al., 1999).

Lesdes musculares podem ser causadas diretamente, pela acdo de miotoxinas, ou
indiretamente, como conseqiiéncia da isquemia resultante de disturbios vasculares. As
miotoxinas isoladas até o momento possuem estrutura de fosfolipases A,, podendo ou nao
apresentar atividade enzimadtica (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995). Nem todas as fosfolipases A, de
venenos possuem atividade miotoxica. O veneno de Bothrops jararaca possui fosfolipases
(Serrano et al., 1999), porém ndo possui quantidade significativa de miotoxinas (Moura da

Silva et al., 1991).

Diferentemente dos efeitos descritos acima, a reag¢ao inflamatoria local observada em
envenenamentos botrdpicos ndo ¢ causada apenas por uma toxina isolada, e sim por um efeito
somatdrio ou sinérgico de diferentes toxinas e enzimas presente nestes venenos. Gutiérrez e
Lomonte (1989) relacionaram componentes de venenos botropicos que poderiam contribuir
para a resposta inflamatoria, particularmente para o edema. Sao eles: 1) toxinas hemorragicas
que, rompendo vasos da microcirculagdo, induzem extravasamento; 2) toxinas que atuam
diretamente sobre células endoteliais de capilares e vénulas, aumentando sua permeabilidade;
3) componentes que induzem liberagdo de histamina de mastécitos; 4) fosfolipases A, que
liberam acido araquidonico a partir dos fosfolipideos de membrana, levando a producdo de
prostaglandinas e leucotrienos; 5) proteases que atuam no cininogénio plasmatico liberando
cininas (bradicinina) e 6) toxinas que atuam sobre componentes da cascata do complemento,

particularmente Cs,e Cs, que participam da reacao inflamatoria.
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Os venenos botropicos desencadeiam uma reacdo inflamatéria aguda. Estudos
demonstraram que apds o envenenamento, os derivados do &cido araquidonico sdo os
principais componentes mediadores da formag¢do do edema induzido pelo veneno da serpente
Bothrops jararaca (Trebien e Calixto, 1989; Perales et al., 1992, Gongalves e Mariano, 2000).
Em ratos, aminas vasoativas e adrenoceptores 0; ¢ O, também participam desse processo e,
aparentemente, a bradicinina ndo ¢ um dos mediadores responsaveis pelo edema induzindo
por esse veneno (Trebien e Calixto, 1989). Diferentemente do observado em ratos, histamina
ndo participa da mediacdo do edema induzido pelo veneno de B. jararaca em camundongos

(Perales et al., 1992; Gongalves e Mariano, 2000).

Quanto ao infiltrado celular inflamatdrio, Burigo et al. (1996) demonstraram que este
veneno induz reacdo inflamatoria de longa dura¢ao quando injetados na cavidade pleural de
ratos. Estes autores verificaram que o veneno induz um aumento de fluido e de migragao
celular para esta cavidade, e que varios mediadores, tais como histamina, serotonina e
produtos do 4cido araquidonico, participam desse efeito (Burigo et al.,1996). Farsky et al.
(1997) demonstraram que o veneno de B. jararaca induz aumento das concentragdes de
leucotrieno B, e tromboxano A,, correlacionando o aumento destes mediadores ao acumulo de
células inflamatdrias. Os mesmos autores observaram em estudos in vitro, que o veneno per
se ndo ¢ capaz de induzir a migragdo orientada de neutr6filos, porém € capaz de induzir a
geracdo de fatores quimiotaticos séricos, derivados do sistema complemento (Farsky et al.,

1997).

Outros mediadores enddgenos participam do processo inflamatorio induzido por
veneno botropico. Dentre eles, podemos citar componentes do sistema complemento (Farsky
et al., 2000), 6xido nitrico (Guzzo et al., 2000; Zamuner et al., 2001) e citocinas, como o
TNF-q, interleucina (IL)-1B ¢ IL-6 (Lomonte et al., 1993; Moura-da-Silva et al., 1996;
Petricevich et al., 2000; Rucavado et al., 2002).

1.1 Inflamacgao

A palavra inflamacao, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo, area em
chamas. Descrigdes das caracteristicas clinicas da inflamagao foram encontradas em papiros
egipcios, datados de aproximadamente 3000 a.C., mas o primeiro autor a listar os quatro
sinais cardinais da inflamagdo foi Celsius, no século I d.C., que relatou o aumento do fluxo

sanguineo ¢ a dilatacdo dos pequenos vasos: rubor, a permeabilidade vascular aumentada:
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tumor; que levaria a um aumento na temperatura local: calor, a passagem de células do
sangue circulante e dor local: dor (Rocha e Silva e Garcia Leme, 1972). A perda de funcao,
quinto sinal clinico, foi adicionada posteriormente por Virchow.

Em 1793 John Hunter, observou que a inflamacao ndo ¢ uma doenga, mas uma resposta
inespecifica que tem um efeito salutar sobre seu hospedeiro. No século XX, Thomas Lewis
estabeleceu o conceito de que substancias quimicas, como a histamina, induzidas localmente
pela lesdo, medeiam as alteragdes vasculares da inflamacdo. A inflamagdo ¢ uma resposta
protetora cujo objetivo ¢ livrar o organismo da causa inicial da lesdo (Kumar et al., 2005). A
inflamacao por defini¢do é uma reacdo do tecido vivo vascularizado a uma lesdo local, podendo
ser aguda ou cronica, dependendo do tipo e persisténcia do agente lesivo. Esta lesdo pode ser
ocasionada por estimulos mecanicos, quimicos, por invasao de microorganismos ou devido a
reacdes de hipersensibilidade (Kumar et al., 2005). Ao contrario da resposta imune, a
inflamacdo ¢ uma resposta inespecifica e ndo possui memoria (Rankin, 2004), compreendendo

eventos vasculares, celulares e linfaticos (Osborn, 1990).

1.1.1 Mediadores inflamatorios

E caracteristico da resposta inflamatoria aguda, o aumento de fluxo sanguineo com
vasoconstricdo no primeiro momento, seguida de uma vasodilatacdo, causando calor e
vermelhiddo no local da injuria. Essas alteragdes levam ao aumento da permeabilidade
vascular e conseqiiente extravasamento de proteinas plasmaticas, ocasionando a formacao do

edema e também migracao de células inflamatorias para o local da lesdo (Kumar et al., 2005).

Estes eventos ocorrem principalmente devido a liberacdo substancias endogenas
liberadas apds o estimulo lesivo, denominadas de mediadores inflamatérios (Saadi et al.,
2002). Varios s3o os mediadores inflamatorios envolvidos nesse processo. Dentre eles,
citamos os metabolitos lipidicos derivados do acido araquiddnico, como as prostaglandinas,
os leucotrienos e as lipoxinas, gerados a partir de fosfolipideos de membrana. Além destes,
outros mediadores tais como aminas vasoativas, citocinas, entre outros, atuam como

importantes moduladores da resposta inflamatoria (Cabral et al., 2005).

As aminas vasoativas, histamina e serotonina sdo os primeiros mediadores a serem
liberados no processo inflamatorio. A histamina pré-formada est4 presente em mastdcitos e ¢
liberada pela degranulacao dessas células em resposta a varios estimulos, causando dilatagao

das arteriolas e aumento na permeabilidade das vénulas. Na microcirculagdo ela age por meio
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de sua ligag¢do aos receptores H; nas células endoteliais. A serotonina (5-hidroxitriptamina) ¢
um mediador semelhante a histamina, sendo liberada por plaquetas quando ocorre agregagao
plaquetaria apds contato com colageno, trombina, difosfato de adenosina (ADP) e complexo
antigeno-anticorpo (Kumar et al., 2005). Majno et al (1961), demonstrou que a serotonina
atua da mesma forma que a histamina na microcirculagdo musculo cremaster de ratos, onde
foi observado aumento de permeabilidade sanguinea e separacdo das juncdes intercelulares

das células endoteliais.

Os mediadores lipidicos sdo produzidos pela a acdo da enzima fosfolipase A, sobre
fosfolipideos de membrana. Principalmente degradando acido araquidénico liberando seus
derivados, os eicosandides, que sdao mediadores de diversas condigcdes patoldgicas

especialmente nos processos inflamatdrios (Cabral et al., 2005).

O 4cido araquidonico pode ser metabolizado pela via da lipoxigenase, que o converte
em derivados hidroperdxidos (5-HPETE-acido hidroperoxieicosatetraendico) nos leucocitos,
dando origem aos leucotrienos (Majno e Joris, 2004). O leucotrieno B4 ¢ um potente agente
quimiotatico e ativador das respostas dos neutrofilos, tais como adesdao ao endotélio vascular,
geracdo de radicais livres e liberagdo de enzimas lisossomais e os leucotrienos Ci, Ds € Ey4
causam vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular (Kumar et al.,
2005). Ainda, o acido araquidonico pode ser metabolizado pela via das ciclooxigenases,
mediada por enzimas que catalisam a biosintese das prostaglandinas. As ciclooxigenases
(COX) possuem duas isoformas distintas, a COX-1 e a COX-2 (Majno e Joris, 2004). A
COX-1 ¢ expressa constitutivamente em varios tecidos, e possui um papel citoprotetor
importante do estomago, e¢ também esta envolvida na sinalizagdo entre células e na
homeostase tecidual. A COX-2, por sua vez, ndo ¢ expressa constitutivamente, ndo sendo
detectada em tecidos ndo lesados, mas ¢ induzida por células inflamatorias, dando origem a
diversos prostanoides, como por exemplo, as prostaglandinas envolvidas nas reacdes

inflamatdrias, que sao importantes na vasodilatacao (Kumar et al., 2005).

As prostaglandinas também estdo envolvidas nos processos da dor na inflamacao.
Estao divididas em séries, com base nas caracteristicas estruturais, e identificadas por letras e
um numero subscrito que indica o numero de ligagdes duplas no composto, algumas dessas
enzimas apresentam restricao na distribuicao tecidual (Kumar et al., 2005). A prostaglandina
E, (PGE,), produzida por macrdéfagos, estimulados, possui efeito vasodilatador que,
combinado com outros agentes, causa extravasamento de fluidos para tecidos adjacentes,

promovendo o edema. Também participa da mediacdo da hiperalgesia e da febre. Outro
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derivado, a prostaciclina (PGI,) encontrada na parede dos vasos, além de ser um inibidor de
agregacao plaquetaria, possui efeito vasodilatador e causa aumento do fluxo em vénulas pos-
capilares (Majno e Joris, 2004). A PGD, ¢ o principal metabdlito da via da ciclooxigenase nos
mastocitos e causa vasodilatagdo e aumento da permeabilidade das vénulas pos-capilares,

potencializando o edema (Kumar et al., 2005).

Os mediadores podem agir em um ou em alguns tipos de cé€lulas, terem varios alvos ou
mesmo apresentar efeitos em diferentes tipos celulares, sendo uma vez ativados e liberados

pelas células, a maioria desses mediadores t€m uma meia-vida curta (Kumar et al., 2005).

FOSFOLIPIDIOS DA MEMBRANA CELULAR

Fosfolipase A, W Corticosterdides

ACIDO ARACDONICO C Ciclooxigenase

5—Lipoxigenase)
- T .

\

5-HPETE —=5HETE  Quimiotaxia [0+ PGH, =+—PGG,

LTA, —— LTB, Quimiotaxia { *
Glutationa Prostaciclina PGI, Tromboxano A,
\ Agregacdo plaquetéria Vasoconstricéo :
—— Vasodilatagdo Agregacéo plaquetdria
LTC4 I vasoconstrido Potencializa 0 edema
LTD, [~ Broncoconstrigio { *
PGE PGD; PGF,« HHT
Vasodilatagdo Quimiotaxia

LTEs |~ } Permeabilidade vascular - Potencializa o edema

Figura 2. Mediadores quimicos derivados de fosfolipideos (Cotran et al., 1999).



INTRODUCAO 31

A secrecdo de citocinas e quimiocinas amplifica a resposta inflamatoria. As citocinas
sdo proteinas produzidas por varios tipos celulares, principalmente linfécitos e macrofagos
ativados, mas também por células do endotélio, epitélio e tecido conjuntivo. A IL-1 e o TNF-
a sdo as duas principais citocinas que participam do processo inflamatério. No endotélio elas
induzem sintese de moléculas de adesdo, mediadores quimicos, incluindo outras citocinas e
quimiocinas, fatores de crescimento, eicosandides e 6xido nitrico (NO), além de produzirem
enzimas associadas ao remodelamento da matriz. O TNF também induz o priming dos

neutrofilos, levando a um aumento das respostas dessas células a outros mediadores (Kumar

et al., 2005).

O oxido nitrico (NO), um mediador pleitrépico da inflamagdo, ¢ um gas soluvel
produzido pelas células endoteliais, pelos macréfagos e por células nervosas, incluindo
neurdnios e células da glias. O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina pela enzima 6xido
nitrico sintase (NOS). Existem duas isoformas de NOS: a constitutiva (cNOS), dependente de
ions célcio e de calmodulina, que estd envolvida na sinalizacao celular, e a induzivel (iNOS,
tipo II), ndo expressa em condigdes normais. Essa isoforma ¢ induzida por citocinas e/ou
endotoxinas em uma variedade de células, incluindo macrofagos, linfocitos, células
endoteliais, neutréfilos e plaquetas (Moncada, et al., 1988). As isoformas constitutivas
compreendem a NOS neuronal (nNOS, tipo I), presente em neurdnios, € a NOS endotelial
(eNOS, tipo III), presente em células endoteliais e plaquetas (Moncada, et al., 1988;
Radomnski et al., 1990).

O NO produzido pela eNOS tem papel essencial no processo de relaxamento vascular,
que em condigdes fisioldgicas ocorre quando receptores da membrana das células endoteliais
sdo ativados por estimulos soluveis (acetilcolina, bradicinina, serotonina, entre outros) ou
quando ha um aumento do atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada endotelial
(Busconi e Michel, 1993). Por outro lado, a ativacdo da iNOS possui acdo citostatica e
citotoxica, resultante da agdo direta ou indireta de outros compostos liberados durante o
processo inflamatorio. Durante o processo inflamatorio ou infeccioso, macréfagos, neutréfilos
e células endoteliais ativadas secretam simultaneamente NO e intermedidrios reativos de
oxigénio. Uma agdo toxica cooperativa de NO e anion superdxido resulta com esses
intermedidrios na formacgao de peroxinitrito, um poderoso oxidante de proteinas, aumentando

efetivamente a acdo toxica do NO (Dusse et al., 2003).

Adicionalmente, as lipoxinas, mediadores endogenos gerados pela via das

lipoxigenases, possuem atividade antiinflamatéria. A lipoxina A inibe a migra¢do de
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neutrofilos, a liberagdo de interleucina-1p (IL-1B) por essas células (Moncada, 1992), e ainda
estimula a fagocitose de neutrofilos apoptoticos por macrofagos (Godson et al, 2000). As
lipoxinas A4 e B, sdo geradas pela a¢do das enzimas 12-lipoxigenase de plaquetas ou da 15-
lipoxigenase de macrofagos sobre o leucotrieno A, liberado pelos neutrofilos (Serhan e
Sheppard, 1990; Levy et al., 1993; Bonnans et al., 2002). As principais agoes das lipoxinas sdo
inibir o recrutamento leucocitario e os componentes celulares da inflamagdo, retardando a
entrada de novos leucécitos nos locais inflamados. Inibindo a quimiotaxia dos neutréfilos e sua
adesdo ao endotélio (Kumar et. al., 2005; Serhan e Savill, 2005).

Ainda nos eventos vasculares, deve ser destacada a participagdo dos seguintes
mediadores: os fragmentos C3a e C5a do sistema complemento; os fibrinopeptideos, oriundos
da degradacao da fibrina; a bradicinina, proveniente do sistema das cininas, além do fator de

ativagdo plaquetéria (PAF) (Kumar et al., 2005).

1.2 Interacao leucocito-endotélio

A microscopia intravital vem sendo amplamente utilizada para a caracterizacdo de
agentes inflamatdrios e para pesquisa de novas drogas antiinflamatérias, onde € possivel obter
informacdes dos eventos dindmicos na microvasculatura in vivo. Com esta técnica ¢ possivel
estudar as interagdes leucocito-endotélio durante o processo inflamatorio, observando os
eventos celulares de rolling, adesdo e migra¢do, em uma determinada vénula pos-capilar

(Gavim e Chatterjee, 2004).

O processo inflamatorio depende da migracao de células inflamatorias do interior de
vénulas para o local da injuria, fendmeno denominado de diapedese. Estas sao mediadas por
quimiocinas e algumas citocinas, como IL-13 ¢ TNF-q, e a saida destas cé¢lulas em vénulas
pos-capilares ¢ mediada por moléculas de adesdo (Ptzalis et al., 2002). Antes da saida, os
leucdceitos passam por processos distintos: aumento do nimero destas células, marginagdo e
diminui¢do da velocidade com que os leucocitos se deslocam sobre as células endoteliais,
processo chamado de rolling; firme adesdo de leucoécitos em células endoteliais; e
subseqiiente migracdo destas células para o tecido extravascular, através das jungdes de uma

unica camada de células endoteliais presentes em vénulas pos-capilares (Ebnet e Vestweber,

1999).
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1.2.1 Rolling

Ap6és um estimulo inflamatério, vénulas pds-capilares sofrem uma répida
vasoconstricdo seguida de uma vasodilatacdo. Neste periodo aumenta a expressdo de
selectinas, moléculas transmembranicas dependentes de calcio, expressas na superficie de
leucéceitos (L-selectina ou CD62L), em granulos secretores de plaquetas (P-selectinas ou
CD62P) ou em células endoteliais (E-selectinas ou CD62E). Estas familias de moléculas de
adesdo sdo responsaveis predominantemente pelo contato inicial dos leucdcitos com o
endotélio vascular ao longo da margem da vénula (Butcher, 1991, Springer, 1994, Rankin,
2004).

As selectinas possuem dominios que interagem com ligantes de glicoproteina, esta
ligacdo ¢ de baixa afinidade e apresenta uma velocidade de ligagdo e degradagdo rapida; essa
propriedade permite que as selectinas sejam intermediarias da ligag¢@o inicial e subseqiientes
rolamento dos leucocitos no endotélio rolamento dos leucdcitos no endotélio frente ao sangue
que flui (Kumar et al., 2005). A E-selectina interage com os ligantes ESL-1 (E-selectin
ligand-1), que contém dominios sialomucina e ndo sdo expressos constitutivamente. Ja a P-
selectina € expressa constitutivamente em granulos secretorios, a-granulos de plaquetas e em
corpos de Weibel-Palade em células endoteliais (Modur et al., 1997; Woltmann et al., 2000).
A PSGL-1 (P-selectina glycoprotein ligand-1) ou CD24 ¢ o ligante da P-selectina. A L-
selectina interage com os ligantes GlyCAM-1 (Glycosylation dependent cell adhesion
molecule-1); CD34 ¢ MadCAM (Mucosal addressin cellular adhesion molecule-1) (Ebnet e
Vestweber, 1999) A estrutura basica de todos estes ligantes ¢ modificada pelos carboidratos
especificos que sdo reconhecidos pelas selectinas.

As selectinas comecam, mas ndo mantém as interagdes. Varios estimulos sdo
necessarios para ativar os leucocitos e a superficie endotelial., com conseqiiente adesao
celular e subseqiiente migracao pela barreira endotelial.

Em experimentos com animais foi demonstrado que, com a expressao de E-selectina
em cé¢lulas endoteliais, as integrinas CD18, expressas em leucdcitos, induzem a diminuicao da
velocidade do rolling. Essa diminuig¢do ou lentiddo no rolamento contribui para o processo de

contato do leucocito ao endotélio, necessario para ocorrer a firme adesao (Rankin, 2004).
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1.2.2 Firme adesao

A expressdo de integrinas resulta em uma maior interagdo leucocito-endotélio,
primeiro passo antes do processo de diapedese de células inflamatdrias. A expressao destas
moléculas se inicia por estimulos de quimiocinas ¢ mediadores inflamatorios (Rampart,
1994). As integrinas coordenam os sinais dos ligantes extracelulares com as respostas das
células dependentes do citoesqueleto, ou seja, motilidade, mudanca de formato e fagocitose
(Kumar et al., 2005).

As integrinas representam a familia transmembranica heterodimérica de
glicoproteinas, compostas pela subunidade a, também conhecida como CD11, e subunidade
B, como CDI8, unidas por ligagdes ndo covalentes. Estas subunidades possuem um longo
dominio transmembranico ¢ um dominio citoplasmatico curto associado a proteinas do
citoesqueleto (Hynes, 1992). O complexo CD11/CD18 ¢ responsavel pela firme adesdo do
leucéceito ao endotélio (Rankin, 2004). Este complexo se liga aos seus respectivos ligantes
denominados familias das imunoglobulinas, representadas por: ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule-1), ICAM-2 ou VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1).

A ICAM-1 (CD54) ¢ uma proteina expressa em baixos niveis por células endoteliais
vasculares, tendo sua expressdao aumentada nestas células, pela acdo da IL-1, TNF-a e do
interferon-y (INF- y). J& a ICAM-2 (CD102) ¢ expressa constitutivamente em células
endoteliais. A VCAM-1 ¢ expressa em neutrofilos e interage com seu ligante VLA-4,
expresso nas células endoteliais. A VCAM-1 também participa da adesdo de linfocitos,
monocitos, eosinofilos e basodfilos (Dansky et al., 2001). A expressdo destas moléculas sao

esséncias para a conversao de rolling em adesao.
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Figura 3. Cascata de multiplas interagdes de moléculas de adesdo (modificado de Ebnet e Vestweber, 1999).

1.2.3 Migracao celular

Apos a adesdo celular, os leucocitos emitem pseudopodes entre as juncdes das células
endoteliais, atravessam a membrana basal e finalmente migram para o tecido extravascular
em dire¢do ao foco inflamatorio (Oda et al., 1995). Essa migrag¢ao direcionada ¢ um processo
chamado de quimiotaxia, que envolve a interacdo de agentes quimiotaticos com receptores
especificos, presentes nas membranas de leucocitos (Kumar et al., 2005).

As quimiocinas possuem papel fundamental para a migragdo através de vénulas pos-
capilares, elas estdo envolvidas em varios processos fisiopatologicos, tais como estimulo da
angiogénese, dissemina¢do de tumores, choque séptico, interacdo leucocito-endotélio, agindo
nos leucocitos aderidos e estimulando as células a migrarem através dos espagos endoteliais
na dire¢ao do gradiente quimiotatico (Kumar et al., 2005).

A 1L-8 ¢ descrita como uma citocina estimulante de células endoteliais e de matriz
sub-endotelial, formando um gradiente para a migracdo de neutréfilos (Huber et al., 1991).
Similarmente, a IL-1 estimula células endoteliais na forma de MCP-1 (monocyte

chemoattractant protein-1) solivel que promove a migra¢do de monoécitos (Randolph e
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Furier, 1995). Dentre as moléculas de adesdao, a PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion
molecule-1 ou CD31), ¢ a principal envolvida na migragdo dos leucdcitos, pois esta presente
na junc¢ao intercelular do endotélio (Kumar et al., 2005).

A diapedese dos leucocitos, semelhantes a permeabilidade vascular, ocorre
predominantemente nas vénulas pds-capilares, exceto nos pulmdes, onde ocorre nos capilares.
As células direcionadas ao local da injiria sdo principalmente os neutrdfilos e células
mononucleares, cuja intengdo ¢ eliminar o agente lesivo ou debris celulares, no sentido de

efetuar a resolug@o do processo inflamatorio (Majno e Joris, 2004).

1.3 Resolucio da inflamacio

A resposta inflamatoria ¢ um processo fisiologico, que inclui a liberacdo de substancias
proé - e antiinflamatdrias pelo organismo afetado, na tentativa de regular o processo, retornando
a homeostasia. (Cabral et al., 2005). A resolu¢ao completa do processo inflamatério ocorre com
a neutralizagdo ou degradacdo de mediadores, com o retorno da permeabilidade vascular a
condig¢des fisioldgicas, com o término da infiltragdo leucocitaria e da apoptose de neutrdfilos e
com a remog¢do de liquido e proteinas do edema, de leucdcitos, de agentes estranhos e de
fragmentos necroticos do local.

Alguns mediadores gerados a partir do acido araquidonico podem estar envolvidos
nesta resolugdo, como as lipoxinas, que possuem uma relacdo inversa entre a quantidade de
leucotrienos formados, sugerindo que as lipoxinas possam ser reguladores negativos da acao
dos leucotrienos, um potente agente quimiotatico (Serhan e Savill, 2005). As resolvins, uma
nova classe de mediadores derivados do acido araquiddnico, também estdo envolvidas neste
processo de resolucdo. Elas inibem o recrutamento e ativacdo dos leucocitos, em parte através
da inibigdo das citocinas (Kumar et. al., 2005; Serhan e Savill, 2005).

Os vasos linfaticos e as células fagocitarias participam desses eventos, tendo como

conseqiiéncia reparo e substituicao do tecido lesado (Kumar et al., 2005).

No entanto, estes eventos podem causar danos ao organismo quando a resolu¢do do
processo inflamatorio ndo ¢ satisfatoria. Pode ocorrer substituicdo de tecido por fibrose,
formacao de abscesso ou progressao dessa resposta para uma inflamagdo cronica (Cabral et

al., 2005).
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1.4 Farmacos antiinflamatorios

A homeostasia tecidual € restabelecida quando a inflamagdo ¢ limitada por respostas
antiinflamatorias, intrinsecas ao organismo, que sdo rapidas, reversiveis, localizadas,
adaptativas a mudangas na origem e integradas ao sistema nervoso (Tracey et al., 2002;
Nathan et al., 2002). Quando as for¢as de conten¢ao intrinsecas falham ou nao sao suficientes
faz-se uso de auxiliares extrinsecos, substdncias que quando administradas ao organismo
possuem a¢do antiinflamatdria e atuam na recuperagdo da homeostasia corporea (Rang et al.,
2004).

Os principais farmacos antiinflamatérios sdo os glicocorticoides (esteroides) que
inibem tanto manifestagdes iniciais quanto tardias da inflamacgdo, e os fadrmacos ndo-
esterdidais, que estdo entre os mais utilizados no mundo atualmente (Rang et al., 2004).

Os farmacos antiinflamatodrios esteroidais, como a dexametasona, apds penetrarem nas
c€lulas, ligam-se a receptores especificos de alta afinidade Apds esta interagdo, o receptor
ativado migra para o nticleo e liga-se a elementos de resposta aos esterdides no DNA. O efeito
consiste em repressdo ou inducdo da transcricdo génica. A repressdo ¢ obtida através da
inibicdo da acdo de fatores de transcrigdo como AP-1 (activator protein-1) e NF-xB (nuclear
factor-kappa B), que inibem os genes da COX-2, de varias citocinas e fatores de moléculas de
adesdo, bem como a iINOS (Rang et al.,2004). J4 o efeito indutivel promove o aumento da
sintese de uma proteina, a lipocortina-1 ou anexina-1, que tem efeito inibitdrio sobre a
expressao da fosfolipase A,, como conseqiiéncia ha uma diminui¢do na producdo de produtos
derivados do acido araquidonico, tanto os gerados pela via ciclooxigenase, como os da via

lipoxigenase (Czock et al., 2005).

Os farmacos antiinflamatérios ndo esterdidais (AINEs) vem sendo utilizados
amplamente, a fim de inibir seletivamente a a¢do de determinados mediadores quimicos
inflamatodrios, assim existem uma lista de mais de 50 AINEs diferentes no mercado para
controlar ou modificar os sinais ¢ sintomas da inflamacao.

A indometacina ¢ um exemplo de AINEs , que inibe as enzimas COX-1 e COX-2
impedindo dessa forma a sintese de prostandides e tromboxanos (Rang et al., 2004). O
celecoxib ¢ outro antiinflamatorio que possui efeito seletivo, inibindo especificamente a
COX-2, que impede conseqiientemente a sintese de prostaglandinas, evitando assim, reagdes
adversas que afetam particularmente o trato gastrointestinal como a observada com o uso de

um antiinflamatorio ndo seletivo para ciclooxigenase (Rang et al., 2004). Além disso, existem
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farmacos derivados da planta Larrea divaricata que atuam inibindo a via da 5-lipoxigenase e
possuem uma potente agdo antioxidante, como ¢ o caso do acido nordiidroguaiarético
(NDGA- Nordihydroguaiaretic acid) (Werz, 2007).

Outros farmacos podem influenciar a acdo de receptores de mediadores quimicos
especificos, por exemplo, a metissergida, que atua como um antagonista especifico dos
receptores de serotonina (5-HT,), e a prometazina, que atua como um antagonista dos
receptores do tipo H; da histamina, reduzindo o aumento de permeabilidade vascular e
reacdes alérgicas (Rang et al., 2004).

Ainda, outros fArmacos podem atuar como inibidores de citocinas, como ¢é o caso da
pentoxifelina, um derivado da metilxantina que atua na modulacdo da produgdo de TNF-a no
nivel pré-transcricional (Edwards et al., 1992). O L-N®-nitro arginine methyl ester (L-NAME)
¢ um farmaco antiinflamatoério nao seletivo que inibe a sintese das enzimas 6xido nitrico
sintetase (eNOS, iINOS, nNOS). Consistem em analogos da arginina, competindo com a
arginina da NOS e, em alguns casos competem também pelo carregador que transporta a
arginina nas células endoteliais (Rang et al.,2004). Além destes inibidores, a aminoguanidina

também inibe a NOS e apresenta uma seletividade relativa para a isoforma iNOS.

1.5 Soroterapia

A eficécia da soroterapia no tratamento dos envenenamentos ofidicos é inquestionavel
(Warrel, 1992; Fan, 2003). Desde a introducao do tratamento com antivenenos, observou-se
uma reducao significativa do numero de obitos causados por acidentes ofidicos (Ministério da

Saude, 2001).

A soroterapia especifica tem se mostrado altamente eficaz contra a letalidade e no
tratamento das alteracdes sist€émicas induzidas por esses venenos, tanto € que a eficiéncia do
tratamento pode ser monitorada pela reversdo do quadro de incoagulabilidade sangiiinea
(Rosenfeld, 1971; Cardoso et al., 1993; Sano-Martins et al., 1994). A dose de soro empregada
no tratamento ¢ determinada de acordo com a sintomatologia do envenenamento, classificada
em leve, grave ou moderada (Ministério da Saude, 2001).

Apesar da eficiéncia da soroterapia em neutralizar os sintomas sistémicos, as reagoes
locais induzidas pelos venenos botropicos nem sempre respondem satisfatoriamente a esse
tratamento. Tal fato se deve a rapida manifestagdo destas reacdes locais e pelo fato de que os
antivenenos nao sao capazes de reverter as lesdes ja estabelecidas ou desencadeadas, e nem de

neutralizar os mediadores enddgenos que participam do processo (Rosenfeld, 1971). O fato de
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a soroterapia ser pouco eficaz no tratamento das reagdes locais induzidas pelos venenos
botrdpicos estimula a procura de tratamentos complementares que possibilitem a melhora
desse quadro.

A resisténcia de serpentes e de alguns animais ofidfagos aos efeitos toxicos dos
venenos de algumas serpentes ¢ bastante conhecida (Domont et al., 1991). Vérios fatores
presentes no sangue de animais tém sido isolados, sendo descritos como fatores anti-
hemorragicos (Domont et al., 1991; Bjarnason e Fox, 1994; Thwin e Gopalakrishnakone,
1998; Gongalves e Chudzinski-Tavassi, 2004). No plasma de serpentes Bothrops jararaca
foram descritos alguns desses fatores (Tanizaki et al., 1991; Valente et al., 2001; Gongalves e
Chudzinski-Tavassi, 2004). Um deles apresenta homologia com o cininogénio de alta massa
molecular encontrado no plasma de mamiferos e, baseado nessa informacao, verificou-se que
essa proteina do plasma humano também apresenta atividade inibitdria sobre metaloproteases

hemorragicas do veneno de B. jararaca (Gongalves e Chudzinski-Tavassi, 2004).

Alguns estudos sugerem a utilizacdo destes fatores no tratamento de envenenamentos
ofidicos (Perez e Sanchez, 1999), ou ainda a utilizacdo de outros inibidores de proteases
administrados localmente no tratamento de reagdes locais induzidas por veneno botrdpicos,
associados a soroterapia convencional (Gutierrez et al., 1998; Leon et al., 1998). Entretanto,
outros trabalhos demonstram que esses inibidores sdo eficientes somente quando injetados até
poucos minutos apds o veneno (Escalante et al., 2000) ou quando pré-incubados com o

veneno (Rucavado et al., 2004).

A literatura demonstra que o pré-tratamento de animais com antiinflamatorios,
principalmente inibidores de fosfolipase A, e da via da COX, resulta numa reducao
significante no edema de pata induzido por venenos botropicos (Trebien e Calixto, 1989;
Perales et al.,1992; Gongalves ¢ Mariano, 2000; De Faria et al.,2001; Barbosa et al., 2003;
Guimaraes et al., 2004; Aragjo et al., 2007).

Apesar das evidéncias da participacdo de mediadores enddgenos, liberados do tecido
no local da inoculacio do veneno, a utilizacdo de antiinflamatérios ou outras drogas

associadas a soroterapia nao ¢ uma pratica comum no Brasil (Ministério da Satde, 2001).
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Em conjunto, os dados apresentados evidenciam que o veneno de Bothrops jararaca ¢é
uma mistura complexa de proteinas, peptideos e toxinas classificadas como serinoproteases,
metaloproteases e fosfolipases A,, fatores que podem induzir as reagdes inflamatdrias,
contribuindo para a gravidade dos sintomas locais observados nesse envenenamento.
Entretanto, a contribuicao efetiva de cada uma destas classes de toxinas no efeito inflamatorio
induzido pelo veneno total ndo ¢ bem compreendida. Ainda, este veneno possui um efeito
rapido e de grande magnitude, devido a liberagdo de mediadores quimicos, que potencializam
o efeito inflamatoério deste veneno. Desta forma, além de verificar o efeito das trés classes de
toxinas existente no veneno sobre a interacdo leucocito-endotélio no processo inflamatoério,
também foi verificada mediagdo farmacologica envolvida nesta interacdo também ¢ de grande
relevancia. Este estudo permite o entendimento do desencadeamento do processo inflamatorio
induzido por este veneno, na tentativa de associagdo de farmacos especificos ao soro
antibotropico, como terapia complementar, uma vez que a soroterapia ¢ pouco eficaz em

reverter os efeitos locais causados no envenenamento.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a contribuicdo de serinoproteases,
metaloproteases e fosfolipases A, presentes no veneno total de serpentes Bothrops jararaca
na interacao leucécito-endotélio induzida por este veneno. E a mediagdo farmacoldgica desta
interacao. Foi também objetivo deste trabalho verificar a eficacia da soroterapia, associada ou

ndo a farmacos antiinflamatdrios e soroterapia na reversdo deste efeito
Para tanto, os seguintes parametros foram investigados:

v Avaliacdo do efeito do veneno de Bothrops jararaca sobre a interacdo leucdcito-

endotélio, em ensaio de microscopia intravital no musculo cremaster de camundongos;

v" Caracterizagdo do envolvimento de serinoproteases, metaloproteases e fosfolipases A,

presentes nesse veneno durante a interagdo leucécito-endotélio;

v" Determina¢do dos mediadores inflamatorios envolvidos nessa interagdo celular apds o

envenenamento;

v Avaliacdo da interagdo de antiinflamatdrios e soro antibotrdpico no tratamento das reacdes

inflamatorias locais induzidas pelo veneno de Bothrops jararaca
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos, pesando entre 23 e 27g,
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Os animais foram mantidos no biotério
do laboratério, com livre acesso a dgua filtrada e ragdo peletizada, por um periodo minimo de
dois dias antes de serem utilizados nos experimentos. A utilizagdo dos animais seguiu as
recomendacgdes €ticas da Sociedade Internacional de Toxinologia e do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdao de

Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (Protocolo 199/2005).
3.2 Veneno

Foi utilizado um veneno liofilizado extraido de varios exemplares adultos de serpentes
Bothrops jararaca (VBj), fornecido pelo Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan.
O veneno foi mantido a —20 °C e as solugdes foram preparadas com salina (NaCl 0.15 M)

estéril, no momento do uso.
3.3 Soro antibotropico

Foi utilizado o soro antibotropico (SAB) produzido pelo Instituto Butantan. O SAB ¢
obtido pela imunizagdo de cavalos com uma mistura de venenos de serpentes Bothrops
jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops neuwiedii e Bothrops
alternatus. Durante o processo de produgdo, o antiveneno sofre varios tratamentos para a
obtencdo da fragdo F(ab’), do IgG. O SAB ¢ condicionado em ampolas de 10 mL. Cada mL
de SAB neutraliza 5 mg do veneno de referéncia de serpentes Bothrops jararaca, em testes de
soroneutralizacao realizados em camundongos. O SAB foi mantido a 4 °C até o momento da
utilizagao. Também foi utilizado um soro antibotropico sem o conservante fenol (SAB sem

fenol), mantido nas mesmas condi¢des € com poténcia semelhante ao SAB.
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3.4 Inibicao das proteases e da fosfolipase A, do VBj

3.4.1 Inibicao das proteases

As metaloproteases do VBj foram inibidas pelo tratamento com 1,10-fenantrolina (OF;
1,10-Phenanthroline monohydrate, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), conforme a
metodologia descrita por Borkow et al. (1997). Para inibi¢do de serinoproteases foi utilizado
fluoreto de fenil-metil-sulfonila (PMSF; Phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride, Sigma), conforme a
metodologia descrita por Radvanyi ¢ Bon (1982). Amostras de 3 mg de veneno/mL de salina
(NaCl, 0,15 M) foram incubadas com OF ou com PMSF na concentragdo final de 2 mM, por
1 hora a 37 °C, e dialisados durante toda a noite contra uma solu¢do de NaCl 0,03M. Apos a
didlise, as amostras tratadas foram aliquotadas e congeladas a -80 °C. Como controle, foram
utilizadas solugdes de veneno submetidas aos mesmos procedimentos, porém, sem a adi¢do de

inibidores. As amostras permaneceram congeladas até o momento do uso.

3.4.2 Inibicao da fosfolipase A,

Para inibi¢ao de fosfolipase A, foi utilizado 3 mg/mL de VBj dissolvido em 1 mL de
Tris/HCI 0,IM pH 8.0, e 125 pL do inibidor Brometo de p-bromafenacila (p-BPB; 4-
Bromophenacyl bromide, Sigma) em solucao 1,5 mg/mL de etanol. Esta mistura foi incubada
24 horas a temperatura ambiente e ndo foi necessario fazer dialise da solu¢do (Diaz-Oreiro e
Gutierrez, 1996). Como controle também foi utilizada uma solu¢do de veneno submetido aos
mesmos procedimentos, porém sem a adicdo do inibidor. As amostras permaneceram

congeladas até o momento do uso.
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3.5.1 Atividade de metaloproteases

A atividade de metaloproteinases foi avaliada pela agdo hemorrégica local do veneno,
segundo método descrito por Kondo et al. (1960), adaptado para camundongos por Gutiérrez
et al. (1985). Uma dose de 2,5 ug (0,05 mL) de veneno (bruto ou tratado) foi injetado pela via
intradérmica em camundongos previamente tricotomizados. Apds 3 horas, os animais foram
sacrificados, a pele retirada e a area hemorragica, medida na face interna da pele, contra uma

fonte de luz.

3.5.2 Atividade de serinoproteinases

A atividade de serinoproteinases foi avaliada pelo substrato cromogénico BAPNA
(N-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide). Quando hidrolisado o substrato libera p-nitroanilide,
que possui coloragdo amarelada, podendo ser estimada colorimetricamente. Uma mistura
contendo 400 pL Tris/HCI 0,05M pH 8.0, ¢ 1000 pL de BAPNA 1 mM, recebeu 1 Ug veneno
(normal ou tratado), mantendo-se a 37 °C por 15 minutos. A reagao foi bloqueada com 500

ML de 4cido acético e, em seguida, efetuou-se a leitura em espectrofotdometro a 405 nm

(Erlanger et al., 1961).

3.5.3 Atividade enzimatica da fosfolipase A,

A atividade enzimatica da fosfolipase A, (FLA,) foi determinada de acordo com o
método proposto por Seibert et al. (2006). O veneno tratado e seus respectivos controles
foram diluidos serialmente ¢ cada amostra foi avaliada em triplicata. Cinco microlitros dessas

amostras foram adicionados a 150 PL de reagente (100 mM NaCl; 10 mM CaCl,; 7 mM

Triton X 100 lecitina de soja 0,27%; fenol vermelho 98,8 puM, pH 7,6) nos pocos de uma
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placa a 37 °C. O registro da reacdo foi realizado no aparelho Spectramax 190 acoplado a um
computador, e as leituras forma realizadas no programa SoftMax Pro 4.8. A diminui¢do na
absorbancia (AAsss nm) foi registrada por 3 minutos para calcular a velocidade maxima
(U/min) da reagdo. Uma unidade da atividade FLA, foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para determinar a AAsss.m = 1/min a 558 nm (Seibert et al., 2006).

3.6 Avaliacao da interacio leucocito-endotélio

Essa interacao foi avaliada por ensaios de microscopia intravital. O VBj (1 pg/ 100

ML) e salina (100 puL) foram injetados no subcutidneo da bolsa escrotal, e o leito vascular do
musculo cremaster foi preparado. Diferentes tratamentos foram associados como descrito

posteriormente.

Na hora do ensaio, ap6s 2 ou 24 h do ultimo tratamento, os camundongos foram
anestesiados com uma associagdo de Cloridrato de Quetamina e Xilazina (8,3mg e
3,3mg/100g de peso corporeo, respectivamente) e com auxilio de uma tesoura de ponta fina
foi realizada a exposicdo do musculo cremaster ¢ a sec¢do do epididimo para o
desprendimento do musculo cremaster. Apds esse procedimento, a preparacdo foi mantida
sobre uma placa com temperatura controlada (37 °C), dotada de uma darea transparente,
através da qual o leito microvascular ¢ visualizado (Baez et al., 1973). A preparagdo foi
mantida iimida e aquecida por irrigacdo com solucao tampao de Ringer-Locke a 37 °C. A
preparagao foi analisada em um microscopio de luz (Zeiss Axioskop) com objetiva 10x e
acoplado a uma camera para captacdo de imagens (JVC TK-C600). As imagens foram
transmitidas a um aparelho de televisao ligado a um video cassete; ¢ a um computador
provido de uma placa de captura de video, permitindo a captagdo de imagens estaticas e
dinamicas, e posterior gravacdo em DVD. As medi¢des foram feitas com auxilio do programa

de analise de imagens KONTRON, KS 300 (Carl Zeiss).
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Uma a trés vénulas pos-capilares (20 e 40 pm), com cumprimento de 100 um, foram
selecionadas em cada animal, sendo analisados os leucdcitos em rolling, aderentes e
migrados. O rolling foi contado durante um periodo de 1 min, apds 10 min da exposi¢do da
microcirculagdo. Foram considerados leucécitos aderidos os que estavam estacionados por
um tempo > 30 seg. E a migragdo celular foi avaliada pela contagem das células presentes em

uma distancia de até¢ 50 um de cada lado do segmento vascular.

3.7 Tratamentos farmacologicos e soroterapia

v Prometazina (Promethazine hydrochloride, Sigma): inibidor de receptor H;, 10 mg/kg,
dissolvida em salina estéril ¢ administrada por via i.p. 30 min antes da injecdo veneno

(Gongalves e Mariano, 2000);

v Metissergida (Methysergide maleate salt, Sigma): antagonista de receptor serotoninérico
SHT, 0,8 mg/kg, dissolvida em salina estéril ¢ administrada por via subcutanea (s.c.) 30

min antes da inje¢do do veneno (Gongalves e Mariano, 2000);

v Dexametasona (Decadron® Promade, Brasil): inibidor de fosfolipase A,, 1,0 mg/kg,
dissolvida em salina estéril e administrada por via intraperitoneal (i.p.) 1 h antes ou 1 h

apos a inje¢ao veneno (Gongalves e Mariano, 2000);

v Indometacina (Indomethacin, Sigma): inibidor de ciclooxigenase, 3mg/kg, dissolvida em
tampao TRIS 1M, pH 8, a 37 °C e solugdo salina estéril (1:10). O composto foi

administrado por via i.p. 30 min antes da inje¢do do veneno (Araujo et al., 2007);

v Celecoxib (Celebra®™ Pfizer, Brasil): inibidor de ciclooxigenase-2 administrado por via oral
30 min antes da inje¢cdo do veneno. Para cada comprimido contendo 200mg adiciona-se
2,5 mL uma solugdo de carboximetil (CMC) 1%, desta solugdo foi utilizada uma dose de

30mg/kg (Wallace et al., 1999);
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v' Acido nordiidroguaiarético (Nordihydroguaiaretic acid - NDGA, Sigma): inibidor 5-
lipoxygenase administrado por via i.p. 30min antes da injecdo do veneno. Para cada 30
mg/kg do composto, adicionou-se 2 mL de solucdo contendo etanol-salina (1:9), sendo o

pH ajustado pra 7,5 com NaOH 0,1 N;

v Pentoxifilina (Pentoxifylline, Sigma): inibidor de fofodiesterase que reduz seletivamente a
concentracido de mRNA para TNF-a, 100mg/kg, dissolvida em salina estéril e

administrada por via i.p., 30min antes da inje¢do do veneno (Edwards et al., 1992);

v L-NAME (L-NC-nitro arginina metil ester, Sigma): inibidor inespecifico da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS), 100 mg/kg, dissolvida em salina estéril e administrada por via s.c.

30min antes da injecdo do veneno (Dal Secco et al., 2003);

v" Aminoguanidina (Aminoguanidine hydrochloride, Sigma): inibidor seletivo da enzima
oxido nitrico induzivel (iNOS), 50mg/kg dissolvida em salina estéril e administrada por

via i.p. 30min antes da injecdo do veneno (Dal Secco et al., 2003);

v" Soro antibotropico (SAB) e SAB sem fenol (Instituto Butantan, Brasil): foi administrado
200 PL por via endovenosa (i.v.) 30min antes ou lh apos a injecdo do veneno.
v Fenol : foi administrado 200 pL de uma solugdo a 0.25% por via endovenosa (i.v.)

Os resultados foram comparados aos obtidos em grupos de animais tratados com NaCl
0,15 M. A prometazina foi associada tanto ao SAB com fenol como ao fenol, ¢ a

dexametasona também foi utilizada associada ao SAB pelas mesmas vias especificadas.

3.8 Analise Estatistica
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Os resultados foram expressos como média = erro padrio da média (e.p.m.) e
analisados estatisticamente pelo ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. As andlises
estatisticas foram determinadas com o programa GraphPad Instat e os resultados foram
representados graficamente com a utilizagdo do programa GraphPad Prism software (versao

4.0). Foram considerados significantes os resultados com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Cinética dos eventos de interagio leucdcito-endotélio induzidos pelo VBj

Quando comparado ao grupo controle, animais injetados com salina, os camundongos
injetados com VBj apresentaram diminuicdo significativa de leucdcitos em rolling nos
tempos de 30min, 1 e 2h, e um aumento significativo de leucocitos com essa interacao 24h
apos a injecdo do veneno (Figura 4A). Os animais injetados com VBj apresentaram um
aumento marcante de adesdo celular em quase todos os tempos estudados, sendo o pico de
adesdo observado entre a 2* e 4* horas ap6s a inje¢do do veneno (Figura 4B). Os grupos
injetados com VBj apresentaram o maior nimero de células migradas na 4* hora,
permanecendo esse niimero alto até a 24 hora e diminuindo significativamente 48h apds a

inje¢do do veneno (Figura 4C).

4.2 Atividade inibitoria de proteases e da fosfolipase A, do VBj

Nos testes especificos de avaliagdo de atividades verificamos que o veneno tratado com
OF, inibidor de metaloproteases, apresentou atividade hemorragica completamente inibida.
Os venenos tratados com PMSF, inibidor de serinoproteases, ¢ p-BPB, inibidor da
fosfolipases A,, apresentaram atividade hemorragica semelhante ao veneno bruto, indicando

que apenas o tratamento com OF inibiu a atividade de metaloproteases do VBj (Tabela 1).

Apenas o veneno tratado com PMSF apresentou inibi¢do aproximadamente a 90%,
quando testado sobre o substrato BAPNA. Os venenos submetidos aos outros dois
tratamentos apresentaram atividade semelhante ao veneno sem tratamento, indicando uma
inibicdo especifica de serinoproteases (Tabela 1). O tratamento com p-BPB resultou em 87%
de inibi¢do de atividade fosfolipésica, enquanto os outros tratamentos ndo alteraram essa
atividade quando comparada ao veneno bruto, mostrando uma inibicdo especifica de
fosfolipases do VBj (Tabela 1). Também foram feitos controles com a concentragdo final de
alcoois metilico, isopropilico e etilico, diluentes de OF, PMSF e p-BPB, respectivamente.
Estes tratamentos nao alteraram as atividades dos venenos em relacdo ao veneno bruto, em

nenhum dos ensaios avaliados.
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Figura 4 Cinética da interacio leucécito-endotélio em vénulas pés-capilares na microcirculacao
do misculo cremaster de camundongos induzida pelo veneno de Bothrops jararaca
(VBj).

Os animais foram injetados com VBj (1pg/100 pL) ou salina no subcutineo da bolsa
escrotal. Leucocitos em rolling (A), aderidos (B) e migrados (C) foram analisados em
diferentes intervalos de tempo (1/2, 1, 2, 4, 24 ou 48h) apoés a inje¢do do veneno. Resultados
correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por comparagdo ao grupo
salina.
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Tabela 1. Avaliagdo do efeito inibitorio de metaloproteases, serinoproteases ¢ de fosfolipase A,
(FLA,) em ensaios biologicos de atividade hemorragica, hidrolise com BAPNA e

atividade enzimatica da FLA,, respectivamente, apds tratamento do VBj com OF, PMSF e

p-BPB.
Grupos Atividade hemorragica Hidrolise com Atividade de FLA,
(%) BAPNA (%) (%)
OF 0 100 100
PMSF 100 12 100
p-BPB 100 100 13

OF (1,10-fenantrolina) — inibidor de metaloproteases

PMSF (fluoreto de fenil-metil-sulfonila) — inibidor de serinoproteases

p-BPB (p-bromafenacila) — inibidor de fosfolipase A,
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4.3 Interacoes leucdcito-endotélio induzidas por VBj com proteases ou FLA, inibidas

Utilizando venenos tratados para inibicao de proteases ou FLA, verificou-se que os
tratamentos com PMSF ou com p-BPB ndo induziram diferengas nos pardmetros de interagdo
leucocito-endotélio, quando comparados ao grupo injetado com o veneno bruto, apds 2 ou 24

h do tratamento (Figuras 6 e 7, respectivamente).

Ja a inje¢do do veneno tratado com OF resultou em uma diminuicao significativa de
células aderidas e de células migradas na 2% e na 24* hora, quando comparado com os eventos
de interacdo leucdcito-endotélio observados apds a inje¢do do veneno bruto (Figuras 6 e 7,

respectivamente).

4.4 Mediacao farmacologica da interacio leucdcito-endotélio induzida por VBj
4.4.1 Participacio da histamina na interacio leucdcito-endotélio induzida por VBj

Para se verificar a possivel participacdo da histamina nos eventos de interagdo
leucéceito-endotélio induzidos pela injecdo de VBj, os animais foram pré-tratados com

prometazina, antagonista de receptor H; de histamina, 30min antes da inje¢do do veneno.

Os eventos de adesdo e migracdo ndo apresentaram diferencas estatisticas quando
comparado ao grupo injetado com VBj, nos dois tempos estudados (Figura 8A e 8B). Ja o
numero de células em rolling apds 2h da inje¢ao do veneno pré-tratado com prometazina nao
apresentou diferencas significantes em relagdo ao grupo salina, ocorrendo um aumento do
namero de células em rolling quando comparado com o veneno bruto sem tratamento (Figura
8A). Nao foi observada alteracdo no rolling leucocitario 24h apds a injecdo de prometazina
mais veneno, quando comparado com o grupo injetado com veneno nao tratado e o grupo

controle (Figura 8B).
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Figura 6. Interacio leucdcito-endotélio induzida pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj) tratado
quimicamente com inibidores de proteases e de fosfolipase A..

O VB;j foi previamente tratado com OF, PMSF ou p-BPB (inibidores de metaloproteases,
serinoproteases ¢ fosfolipase A,, respectivamente). Apos 2h da injecdo do VBj tratado ou
ndo tratado (1pg/100 pL, s.c.) ou da salina (Sal), o cremaster foi exposto e leucocitos em
rolling (A), aderidos (B) e migrados (C) foram analisados em vénulas pos-capilares na
microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos. Resultados correspondem a média
* e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 em comparacdo ao grupo salina; #p<0.05 em
comparagio aos outros grupos.
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Figura 7. Interacao leucocito-endotélio induzida pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj) tratado
quimicamente com inibidores de proteases e de fosfolipase A,.

O VB;j foi previamente tratado com OF, PMSF ou p-BPB (inibidores de metaloproteases,
serinoproteases e fosfolipase A,, respectivamente). Apds 24h da inje¢do do VB;j tratado ou
ndo tratado (1pg/100 pL, s.c.) ou da salina (Sal), o cremaster foi exposto e leucocitos em
rolling (A), aderidos (B) e migrados (C) foram analisados em vénulas pos-capilares na
microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos. Resultados correspondem a média
* e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por comparacdao ao grupo salina; #p<0.05 em
comparagdo aos outros grupos.
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento com prometazina (Pro) na interacio leucocito-endotélio em
vénulas pos-capilares na microcirculacio do misculo cremaster de camundongos
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).

Os animais receberam tratamento com prometazina (Pro, 10 mg/kg) ou salina (Sal), 30min
antes da injecdo de VBj (1ug/100 pL) ou salina no subcutaneo da bolsa escrotal. Apds 2h
(A) ou 24h (B) da injecdo do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos celulares
(rolling, adesdo e migragdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados
correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por comparagao ao grupo
controle (Sal+Sal).
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4.4.2 Participacio da serotonina na interacio leucdcito-endotélio induzida por VBj

A possivel participagdo da serotonina nos eventos de interagdo leucocito-endotélio
induzidos pela inje¢do de VBj foi analisada a partir do pré-tratamento com metissergida,

inibidor do receptor de serotonina (5-HT,), 30min antes da inje¢do do veneno.

Os parametros analisados de adesdo e migragdo celular ndo foram alterados nos
animais tratados quando comparados com o grupo injetado com VBj bruto, nos dois tempos
estudados (Figura 9). Em relagdo ao nimero de células em rolling o grupo tratado com
metissergida mais veneno apenas na 2* hora avaliada ndo apresentou diferenga quando
comparado grupo salina (Figura 9A), entretanto na 24" hora apresentou uma diminuicao
significante quando comparado ao grupo injetado com salina ou com VBj sem tratamento

(Figura 9B).

4.4.3 Participacao dos metaboélitos da degradacio do acido araquidénico na interacio

leucdcito-endotélio induzida por VBj

4.4.3.1 Pré-tratamento com dexametasona

Foi realizado o pré-tratamento com dexametasona (Dx) 1h antes da injecao do veneno,
para verificacdo da participacdo dos metabolitos da degradagcdo do acido araquidonico nos

eventos de interagdo leucécito-endotélio induzidos pela injecdo de VB;.

O grupo tratado com Dx apresentou um aumento bastante significativo do numero de
células em rolling ap6s 2h da injecdo do veneno, quando comparado ao grupo controle e ao
grupo injetado com veneno sem tratamento (Figura 10A). Ja apos 24h o grupo submetido ao
tratamento apresentou uma diminui¢do bastante consideravel, tanto em relagdo aos animais

controle como para o grupo de VBj sem tratamento (Figura 10B).

Em relacdo a adesdo celular o grupo tratado com Dx apresentou uma diminui¢do
significante quando comparado ao grupo injetado com veneno sem tratamento € nao
apresentou diferenca estatistica do grupo controle, nos dois tempos analisados (Figura 10).
Esta mesma diminuicao foi observada no evento de migracao celular em relacdo ao grupo de

veneno sem tratamento (Figura 10).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com metissergida (Met) na interacao leucocito-endotélio em
vénulas pés-capilares na microcirculacio do musculo cremaster de camundongos
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VB}).

Os animais receberam tratamento com metissergida (Met, 0,8mg/Kg) ou salina (Sal), 30
min antes da injecdo de VBj (1ug/100 uL) ou salina no subcutaneo da bolsa escrotal. Apds
2h (A) ou 24h (B) da inje¢do do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos
celulares (rolling, adesdo e migracdo) foram avaliados por microscopia intravital.
Resultados correspondem & média * e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por

comparagao ao grupo controle (Sal+Sal).
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento com dexametasona (Dx) na interacfo leucdcito-endotélio em
vénulas pos-capilares na microcirculacio do misculo cremaster de camundongos
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).

Os animais receberam tratamento com dexametasona (Dx, 1,0 mg/kg) ou salina (Sal), 1h
antes da injecdo de VBj (1ug/100 pL) ou salina no subcutaneo da bolsa escrotal. Apds 2h
(A) ou 24h (B) da inje¢do do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos celulares
(rolling, adesdo e migragdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados
correspondem a média * e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 em comparagdo ao
grupo controle (Sal+Sal); #p<0,05 em comparagdo aos outros grupos.
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4.4.3.2 Pos-tratamento com dexametasona

Para verificar se a dexametasona reverte o efeito inflamatorio induzido pelo
envenenamento de Bj, foi feito um pds-tratamento com este farmaco 1h depois da injecdo do

VBj no subcutaneo da bolsa escrotal dos camundongos.

Apo6s 2h da injecdo do veneno o grupo tratado com Dx apresentou uma significante
diminui¢do de células em estado rolling € um aumento no tempo de 24h, quando comparado

aos outros grupos experimentais (Figura 11).

O grupo experimental tratado com Dx apresentou uma significante diminui¢do de
células aderidas nos dois tempos estudados, quando comparado ao grupo injetado com veneno
e nao apresentou diferencas estatisticas em relacdo ao grupo controle (Figura 11). Esta
diminui¢do também foi observada no evento de migragdo celular, quando comparado ao

grupo envenenado (Figura 11).

4.4.4 Participacdo dos produtos originados pela via das ciclooxigenases na interacao

leucocito-endotélio induzida por VBj

Para verificar a participagdo das enzimas ciclooxigenases (COX) nos eventos celulares
da microcirculacao, foi utilizado o inibidor seletivo de COX, indometacina, pré-tratando os

animais 30min antes da injecdo de VBj no subcutineo da bolsa escrotal de camundongos.

Nos grupos tratados com indometacina observou-se um aumento de células em estado
de rolling e uma diminui¢ao significativa de células aderidas e migradas na 2% hora apds a
injecao, quando comparado ao grupo injetado com o veneno sem tratamento (Figura 12A). Na
24 hora observou-se uma significativa diminui¢@o nos trés eventos analisados em relacdo aos

animais injetados com veneno (Figura 12B).



RESULTADOS 61

células/100um

células/100um

200 A —rolling
I adeséo
15+ migracao
104
5_
0
30- B
25{ __ L]
20-
154
104
#
0 *Fm e 2
Sal+Sal VBj+Sal VBj+Dx

Tratamento

Figura 11. Efeito do pés-tratamento com dexametasona (Dx) na interacio leucdcito-endotélio em
vénulas pés-capilares na microcirculacio do misculo cremaster de camundongos
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).

Os animais receberam tratamento com dexametasona (Dx, 1,0 mg/kg) ou salina (Sal), 1h
apods a injecdo de VBj (1pg/100 pL) ou salina no subcutaneo da bolsa escrotal. Apds 2h
(A) ou 24h (B) do envenenamento, o misculo cremaster foi exposto e os eventos celulares
(rolling, adesdo e migragdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados
correspondem a média = e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 em comparagdo ao
grupo controle (Sal+Sal); #p<0,05 em comparagdo aos outros grupos.
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com indometacina (Indo) na interacdo leucdcito-endotélio

em vénulas pos-capilares na microcirculacio do misculo cremaster de camundongos
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).
Os animais receberam tratamento com indometacina (Indo) ou salina (Sal), 30min antes
da inje¢do de VBj (1ug/100 uL) ou salina no subcutineo da bolsa escrotal. Apds 2h (A)
ou 24h (B) da injecdo do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos celulares
(rolling, adesdo e migracdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados
correspondem a média * e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por comparagdo ao
grupo controle (Sal+Sal). #p<0,05 em comparagdo ao grupo controle ¢ ao grupo injetado
com VB;j.
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4.4.5 Participacao dos produtos originados pela via da ciclooxigenase-2 na interacio

leucdcito-endotélio induzido por VBj

Para analisar a possivel participagdo dos produtos originados pela via ciclooxigenase-2
(COX-2) nos eventos celulares da microcirculagdo, foi feito com o pré-tratamento com o
inibidor seletivo celecoxib, 30min antes da injecdo de VBj no subcutaneo da bolsa escrotal de

camundongos.

O celecoxib mostrou-se eficiente em aumentar o nimero de células em rolling e inibir
os leucécitos aderidos na 2* hora apo6s a injecdo do veneno, quando comparado ao grupo
injetado com o veneno sem tratamento (Figura 13A). Entretanto, o celecoxibe inibiu o rolling
leucocitario na 24* hora ap6s da injecdo do veneno e inibiu os eventos de adesdo e migracao
apoOs 24h do tratamento com o VBj, apresentando diferencas significantes, principalmente em

relacdo ao evento de migracdo celular (Figura 13B).

4.4.6 Participacdo dos produtos originados pela via da lipoxigenase na interacio

leucocito-endotélio induzida por VBj

A verificacao da participacao da lipoxigenase foi observada com o pré-tratamento com
o inibidor acido nordiidroguaiarético (NDGA), 30min antes da inje¢cdo de VBj no subcutaneo

da bolsa escrotal de camundongos.

Nao foi observado efeito inibitorio das alteragdes da interagdo leucocito-endotélio nos
animais tratados com NDGA (Figura 14). O nimero de células aderidas nao diferiu
estatisticamente dos animais injetado com veneno sem tratamento, nos dois tempos
analisados. Em relagdo ao evento de rolling celular, o pré-tratamento com NDGA induziu um
discreto aumento no tempo de 2h e uma diminui¢do bastante consideravel no tempo de 24h,
com relagdo ao grupo injetado com veneno nao tratado (Figura 14). Ainda, o grupo tratado
com NDGA antes da inje¢cdo de VBj aumentou o nimero de células migradas apos 2h da
injecdo, quando comparado com o grupo controle como com o grupo de animais injetados

com veneno sem tratamento (Figura 14).
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento com celecoxib intera¢ao leucécito-endotélio em vénulas pos-

capilares na microcirculacio do misculo cremaster de camundongos induzido pelo
veneno de Bothrops jararaca (VBj).
Os animais receberam tratamento com celecoxibe ou carboximetil (CMC), 30min antes da
inje¢do de VBj (1ug/100 uL) ou salina (Sal) no subcutaneo da bolsa escrotal. Apos 2h (A)
ou 24h (B) da inje¢do do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos celulares
(rolling, adesdo e migracdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados
correspondem a média *+ e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por comparagdo ao
grupo controle (Sal+Sal). #p<0,05 em comparagdo ao grupo controle € ao grupo injetado
com VB;.
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento com acido nordiidroguaiarético (NDGA) na interacio

leucocito-endotélio em vénulas pos-capilares na microcirculagio do muisculo
cremaster de camundongos induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).
Os animais receberam tratamento com acido nordiidroguaiarético (NDGA) ou salina (Sal),
30min antes da injecdo de VBj (1ug/100 pL) ou salina no subcutidneo da bolsa escrotal.
Apo6s 2h (A) ou 24h (B) da injecdo do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos
celulares (rolling, adesdo e migracdo) foram avaliados por microscopia intravital.
Resultados correspondem a média = e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por
comparacdo ao grupo controle (Sal+Sal). #p<0,05 em comparacdo ao grupo controle e ao
grupo injetado com VB;.
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4.4.7 Participacdo do fator de necrose tumoral-o na interacdo leucdcito-endotélio
induzido por VBj

Foi feito um pré-tratamento com pentoxifilina, um inibidor especifico do fator de
necrose tumoral-o. (TNF-a)), 30min antes da injecdo de VBj no subcutidneo da bolsa escrotal

de camundongos para verificar sua participagdo neste envenenamento.

Nos grupos tratados com pentoxifilina observou-se uma diminuicdo significativa de
células aderidas na 2* hora apos a inje¢ao do veneno, quando comparado ao grupo injetado
com o veneno (Figura 15A), no entanto, ndo houve diferengas estatisticas em relacdo ao
evento de rolling e migragdo celular. Na 24® hora observou-se uma significativa diminui¢ao
nos eventos celulares de rolling, adesdo e migragdo em relagdo ao grupo injetado com veneno

(Figura 15B).

4.4.8 Participacio do oxido nitrico sintase na interacio leucocito-endotélio induzido por

VBj

Foi realizado o pré-tratamento com L-N%mnitro arginina metil ester (L-NAME),
inibidor inespecifico do 6xido nitrico sintase (NOS), 30mim da inje¢do de VBj no subcutaneo

da bolsa escrotal de camundongos para verificar sua participagdo nestas alteracdes.

O pré-tratamento dos animais com L-NAME induziu uma significativa diminui¢do do
nimero de células aderidas e migradas na 2* hora apds a injecdo do veneno, quando
comparado ao grupo injetado com o veneno ndo tratado (Figura 16A). Ainda, o L-NAME foi
capaz de inibir todos os eventos de interacao leucocito-endotélio avaliados na 24 hora apds a
injecao do veneno, também quando comparado ao grupo injetado com o veneno nao tratado

(Figura 16B).
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com pentoxifilina (PTX) na interacio leucdcito-endotélio em

vénulas pés-capilares na microcirculacio do misculo cremaster de camundongos
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).
Os animais receberam tratamento com pentoxifilina (PTX) ou salina (Sal), 30min antes da
injecdo de VBj (1pg/100 pL) ou salina no subcutdneo da bolsa escrotal. Apos 2h (A) ou
24h (B) da injecdo do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos celulares
(rolling, adesdo e migragdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados
correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por comparagdo ao
grupo controle (Sal+Sal). #p<0,05 em comparagdo ao grupo controle € ao grupo injetado
com VB;j.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com L-N®-nitro arginina metil ester (L-NAME) na

interacdo leucocito-endotélio em vénulas pés-capilares na microcirculacio do
misculo cremaster de camundongos induzido pelo veneno de Bothrops jararaca
(VBj).
Os animais receberam tratamento com L-NAME ou salina (Sal), 30min antes da injecao
de VB;j (1png/100 pL) ou salina no subcutaneo da bolsa escrotal. Apos 2h (A) ou 24h (B)
da injecdo do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os eventos celulares (rolling,
adesdo e migracdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados
correspondem a média *+ e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por comparagido ao
grupo controle (Sal+Sal). #p<0,05 em comparacdo ao grupo controle e ao grupo
injetado com VB;j.
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4.4.9 Participacdo do oxido nitrico sintase indizivel na interacdo leucdcito-endotélio

induzido por VBj

Foi feito pré-tratamento com aminoguanidina, inibidor seletivo do o6xido nitrico
sintase indizivel (iNOS), 30mim da injecdo de VBj no subcutineo da bolsa escrotal de
camundongos para verificar sua participa¢ao nestas alteracoes.

Duas horas apos a inje¢ao do VBj, o pré-tratamento com aminoguanidina induziu uma
diminui¢do significante em relagdo ao evento de adesdo e migracdo celular, quando
comparado ao grupo de veneno sem tratamento (Figura 17A). O numero de rolling ndo
mostrou diferenca estatistica do grupo controle, porém houve um aumento com relagao ao
grupo com veneno ndo tratado (Figura 17A). Em relacdo ao tempo de 24h houve uma grande
diminui¢do de células migradas, quando comparado ao grupo injetado com veneno, e o0s

eventos de rolling e adesdao nao se mostraram diferentes do grupo controle (Figura 17B).

Os resultados obtidos com diversos tratamentos farmacoldgicos estao apresentados, de
forma resumida, na Tabela 2. Cabe ressaltar que todos os farmacos utilizados per se nao
causaram alteracdes significativas dos padrdes de interagdo leucocito-endotélio (dados nao

mostrados).
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com Aminoguanidina (Amino) na intera¢do leucécito-

endotélio em vénulas pos-capilares na microcirculacio do misculo cremaster de
camundongos induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).
Os animais receberam tratamento com Aminoguanidina (Amino) ou salina (Sal), 30min
antes da injecdo de VBj (1pg/100 pL) ou salina (Sal) no subcutaneo da bolsa escrotal.
Ap6s 2h (A) ou 24h (B) da injecao do VBj, o misculo cremaster foi exposto e os eventos
celulares (rolling, adesdo e migragdo) foram avaliados por microscopia intravital.
Resultados correspondem & média * e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por
comparacao ao grupo controle (Sal+Sal). #p<0,05 em comparag@o ao grupo controle € ao
grupo injetado com VB,;.



RESULTADOS

Tabela 2. Quadro de resumo dos efeitos dos diversos tratamentos farmacologicos sobre os
eventos celulares da interacao leucocito-endotélio no musculo cremaster de
camundongos induzidos por VB;j.

Farmacos rolling adesio migrac¢ao
2h 24 h 2h 24 h 2h 24 h
Prometazina > — — _ _ .
Metissergida > < — — — _
Dexametasona (pré) >> << << << << <<
Dexametasona (pos) << >> << << << <<
Indometacina >> << << < < <<
Celecoxib >> << << < — <<
NDGA > < — — > —
Pentoxifelina — < << < — <<
L-NAME — < << < < <<
Aminoguanidina > — << < < <<
— sem efeito
> aumento

>> aumento acentuado
< diminuigdo

<< diminui¢do acentuada
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4.5 Soroneutralizacao

4.5.1 Interacio leucodcito-endotélio induzida por VBj em animais pré-tratados com soro

antibotrépico

Para observar a eficiéncia do antiveneno em inibir as alteracdes da interagao
leucocito-endotélio causadas pelo VBj, foi feito o pré-tratamento com soro antibotropico

(SAB), 30min da inje¢ao de VBj no subcutaneo da bolsa escrotal de camundongos.

Os grupos pré-tratados com SAB apresentaram uma diminuicdo significativa no
nimero de células em rolling, quando comparados com o grupo controle, injetado apenas
com salina, no tempo de 2h (Figura. 18A). No tempo de 24h os grupos ndo diferiram entre si,
apenas o grupo tratado com SAB+VBj apresentou um grande aumento de células (Figura

18B).

Em relacdo a adesdo leucocitéria, nos dois tempos observados os grupos tratados com
SAB, com VBj sem tratamento ou com SAB+VBj apresentaram um aumento de células
aderidas, quando comparado com o grupo salina, sendo bastante acentuado o aumento no
tempo de 2h quando comparados ao grupo salina (Figura 18). Houve um expressivo aumento
de migragdo tanto no grupo submetidos ao tratamento com SAB, quanto no grupo injetado
de VBj sem tratamento, nos dois tempos estudados, quando comparados ao controle. Sendo

este aumento mais expressivo no tempo de 24h (Figura 18).



RESULTADOS

Figura 18.

células/100 um
- - N
o a o
1 1 ]

a
1

células/100 um
=
1

oL L

1 rolling
I odesao
migracao

Sal+S

al

SAB+Sal Sal+VB
Tratamento

SAB+VBj

73

Efeito do pré-tratamento com soro antibotropico na interacao leucécito-endotélio
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj) em vénulas pés-capilares na
microcirculacio do musculo cremaster de camundongos.

Os animais receberam tratamento com soro antibotropico (SAB, 200 pL, i.v.) ou salina

(Sal), 30min antes da injecdo de VBj (1ug/100 pL) ou salina no subcutdneo da bolsa
escrotal. Apos 2h (A) ou 24h(B) da injecdo do VBj, o musculo cremaster foi exposto e os
eventos celulares (rolling, adesdo e migragao) foram avaliados por microscopia intravital.
Resultados correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 em
comparacdo ao grupo controle (Sal+Sal).



RESULTADOS 74

4.5.2 Interacio leucdcito-endotélio induzida por SAB, fenol e SAB sem fenol

Uma vez que o SAB endovenoso, per se, induziu o aumento de células aderidas e
migradas semelhante ao observado nos animais injetados somente com VBj, procurou-se
verificar qual componente deste soro estaria causando esse efeito. O SAB ¢ constituido de
fracdo F(ab’), de IgG e contém 0.25% de fenol, utilizado como conservante (referencia).
Assim, verificou-se o efeito da injecao i1.v. se uma solu¢do de SAB sem fenol e de uma
solugdo de fenol, na mesma concentragao encontrada no SAB, comparando-se aos resultados

obtidos com a inje¢do i.v.de SAB com fenol.

O SAB (com fenol) ou o fenol quando administrados i.v. em camundongos
provocaram reacdes de tremores e dispnéia (Tabela 3), estas reagcdes foram amenizadas
conforme a diminui¢do da dose administrada ou quando injetada diluida com solugdo salina,

e ndo foram observadas apos a inje¢ao do soro sem o fenol.

Apo6s 2h da injecao foi observado que o grupo injetado com fenol teve um aumento
significativo no niimero de leucdcitos em rolling e adesdo em relacao ao grupo injetado com
salina, tal como observado no grupo injetado com SAB (com fenol) (Figura 19). Ja o grupo
injetado com SAB sem fenol apresentou uma diminuicdo de células em rolling e um
aumento discreto de células aderidas quando comparado com o grupo injetado com salina,
porém este aumento foi significativamente menor em relagdo aos outros grupos injetados

com SAB ou fenol (Figura 19).
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Tabela 3. Tempo de tremores e dispnéia imediatamente apds a administragdo i.v. de diferentes
doses do soro antibotropico com fenol.

SAB (i.v.) Tempo de tremor/dispnéia
200uL 123,5 seg.
100uL 53 seg
50uL 7,3 seg
100uL (SAB) +100 pL (Sal) 11,25 seg

200uL SAB sem fenol

SAB — soro antibotrdpico

Sal - salina
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Figura 19. Interacao leucocito-endotélio em vénulas pos-capilares na microcirculacao do
misculo cremaster de camundongos induzida por fenol, soro antibotrdopico ou soro
antibotrdpico sem fenol.

Os animais receberam a inje¢ao de 200 pL i.v. de fenol, soro antibotropico (SAB), SAB
sem fenol ou salina (Sal). Apos 2h, o musculo cremaster foi exposto e os eventos
celulares (rolling, adesdo e migracdo) foram avaliados por microscopia intravital.
Resultados correspondem & média + e.p.m. (n= 5 animais por grupo). *p<0,05 por
comparacao ao grupo salina; #p<0.05 em comparacao aos outros grupos.
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4.5.3 Participacao da histamina na reacio induzida pelo SAB ou fenol

Quando injetado i.v., tanto o SAB como a solu¢do de fenol provocaram fortes
tremores e dispnéia nos animais. Efeitos, estes, que se revertem espontaneamente e ndo siao

observados no grupo injetado com o SAB sem fenol.

Ao se verificarem esses tremores e dispnéia analisou-se se este efeito seria devido a
uma reagdo anafilatica do tipo I dependente da histamina, uma vez que ¢ determinada a
participacdo desta amina vasoativa em situagdes semelhantes (Fan et al., 1999). Assim foi
feito um pré-tratamento com prometazina, 30min antes da injecdo de SAB ou fenol, sem a

injecdo de VBj ou salina na bolsa escrotal dos animais.

Observamos que o tratamento com prometazina ndo alterou o padrao de rolling e

adesdo, dos grupos injetados com SAB ou fenol (Figura 20).

4.5.4 Soroneutralizagao pelo SAB sem fenol

4.5.4.1 Pré-tratamento de SAB sem fenol

Para verificar se 0 SAB sem fenol possui anticorpos capazes de neutralizar o VBj, foi
feito o tratamento com SAB sem fenol 1h antes da inje¢do de VBj no subcutaneo da bolsa

escrotal dos animais.

O SAB sem fenol, per se, mostrou-se eficaz em inibir os eventos de rolling, adesdo e
migracdo celular em vénulas pos-capilares apos a inje¢do de VBj (Figura 21). O pré-
tratamento com SAB sem fenol, antes do VBj, ndo induziu diferenga no rolling leucocitario,
nos dois tempos avaliados, com relacdo ao grupo tratado com Sal+VBj (Figura 21). No
tempo de 2h ap6s, o grupo pré-tratado com o SAB sem fenol apresentou uma diminui¢do
significativa do numero de células aderidas, quando comparado ao grupo injetado somente
com o VBj (Figura 21A), esta diminuicao nao foi estatisticamente diferente no tempo de 24h
(Figura 21B). Em relagdo ao evento de migracao celular o grupo de SAB sem fenol
apresentou uma diminui¢do significativa, nos dois tempos analisados, quando comparado ao

grupo injetado somente com o VBj (Figura 21).



RESULTADOS 78

—Jrolling
Hl adesio

* *
* *
151 = = migracao
10- * *
*
* * *
5- * *
0 e

Sal+Sal Sal+SAB Pro+SAB Sal+FENOL Pro+FENOL
Tratamento

células/100 pm

Figura 20. Efeito do pré-tratamento de prometazina na interagiao leucécito-endotélio em vénulas

pos-capilares na microcirculacdo do misculo cremaster de camundongos induzida
pelo soro antibotrépico ou fenol.

Os animais receberam tratamento com prometazina (Pro, 10 mg/kg i.p.) 30min antes da
inje¢do 200 pL i.v. de soro antibotropico (SAB), fenol ou salina (Sal). Apos 2h da injecdo
do SAB ou fenol, o musculo cremaster foi exposto e os eventos celulares (rolling, adesido
e migracdo) foram avaliados por microscopia intravital. Resultados correspondem a média
* e.p.m. (n=5 animais por grupo). *p<0,05 por comparacdo ao grupo controle (Sal+Sal);
#p<0.05 em comparagdo aos outros grupos.
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Figura 21. Efeito do pré-tratamento com soro antibotrépico sem fenol na interacdo leucocito-
endotélio em vénulas pés-capilares na microcirculacio do miisculo cremaster de
camundongos induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).

Os animais receberam tratamento com soro antibotropico (SAB) sem fenol (SAB s/F, 200
pL i.v.) ou salina (Sal), 1h antes da injecdo de VBj (1pg/100 pL) ou salina no subcutaneo
da bolsa escrotal. Apos 2h (A) ou 24h (B) da inje¢do do VBj, o musculo cremaster foi
exposto e os eventos celulares (rolling, adesdo e migragdo) foram avaliados por
microscopia intravital. Resultados correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por
grupo). *p<0,05 por comparagdo ao grupo controle (Sal+Sal); #p<0.05 em comparagdo
aos outros grupos.
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4.5.4.2 Pos-tratamento de SAB sem fenol

Foi também realizado o pos-tratamento com SAB sem fenol 1h ap6s a injecao de VB;j

no subcutianeo da bolsa escrotal dos animais e os eventos celulares foram analisados.

O SAB sem fenol, per se, mostrou-se também eficaz em reverter os eventos de
rolling, adesdo e¢ migra¢do celular em vénulas pos-capilares, apds 2h do seu tratamento
(Figura 22). O pds-tratamento com SAB sem fenol induziu uma significativa diminui¢do de
células aderidas e migradas em 2 e 24h ap0s a inje¢do de VBj, quando comparado ao grupo
injetado somente com veneno (Figura 22). Em relagdo ao parametro de rolling, o grupo
tratado com SAB sem fenol ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo tratado
somente com veneno na 2% hora analisada (Figura 22A), porém no tempo de 24h apresentou
uma diminuicdo de células em rolling com relagdo ao grupo tratado somente com veneno,

mas nao diferiu do grupo controle (Figura 22B).

4.6 Associacao farmacologica de dexametasona com SAB com fenol

Os grupos analisados apds 2h da inje¢do do veneno ndo apresentaram diferenca
estatistica no rolling celular, apenas o grupo injetado com salina na bolsa escrotal e tratado
com a associagdo de dexametasona (Dx) e SAB apresentou uma diminui¢do discreta, porém
diferente estatisticamente quando comparado com o controle (Figura 23A). Na adesao
leucocitaria os grupos tratados com Dx associado ao SAB ndo apresentaram diferengas com o
grupo controle. J& os grupos envenenados com ou sem tratamento do SAB apresentaram um
aumento exorbitante de adesdo celular (Figura 23A). O mesmo foi observado no evento de
migragao celular, onde o grupo envenenado tratado com o SAB teve um aumento bastante

significativo em relagcdo ao controle e até¢ mesmo ao grupo VBj sem tratamento (Figura 23A).

Apds 24h da injegdo de VBj ou salina na bolsa escrotal dos animais foi observada
uma diminui¢do de rolling nos grupos tratados com a associagdo de Dx e SAB, em relagdo
ao grupo controle e aos tratados com SAB (Figura 23B). No evento de adesdo todos os
grupos apresentaram um pequeno aumento, porém significativo estatisticamente, em relacdo
ao controle (Figura 23B). Na migracao celular também foi observado um aumento de células
em todos os grupos analisados quando comparados ao controle, porém este aumento foi mais
intenso nos grupos VBj sem nenhum tratamento, Sal+Dx+SAB e VBj+Sal+SAB do que no

grupo envenenando tratado com a associacdo de Dx e do SAB (Figura 23B).
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Figura 22. Efeito do pods-tratamento com soro antibotropico sem fenol na interacdo leucocito-

endotélio em vénulas poés-capilares na microcirculacio do miusculo cremaster de
camundongos induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).
Os animais receberam tratamento com soro antibotropico (SAB) sem fenol (SABs/F, 200
pL i.v.) ou salina (Sal), 1h ap6s da injecdo de VBj (1png/100 pL) ou salina no subcutineo
da bolsa escrotal. Ap6s 2h (A) ou 24h (B) da inje¢do do VBj, o musculo cremaster foi
exposto e os eventos celulares (rolling, adesdo e migragdo) foram avaliados por
microscopia intravital. Resultados correspondem a média = e.p.m. (n= 5 animais por
grupo). *p<0,05 por comparacdo ao grupo controle (Sal+Sal); #p<0.05 em comparacao
aos outros grupos.
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Figura 23. Efeito da associacdo de dexametasona com soro antibotropico na interacio leucdcito-
endotélio em vénulas pés-capilares na microcirculacio do misculo cremaster de
camundongos induzido pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj).

Os animais receberam tratamento com dexametasona (Dx, 1,0 mg/kg i.p.), SAB (200 uL,
i.v.) ou salina (Sal, i.v. ou i.p.), 1h apds a injecdo de VBj (1ug/100 pL) ou salina no
subcutaneo da bolsa escrotal. Apés 2h (A) ou 24h (B) do envenenamento, o musculo
cremaster foi exposto e os eventos celulares (rolling, adesdo e migragao) foram avaliados
por microscopia intravital. Resultados correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por
grupo). *p<0,05 por comparagdo ao grupo controle (Sal+Sal); #p<0.05 em comparagio
aos outros grupos.
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5 DISCUSSAO

Apesar da eficiéncia da soroterapia em neutralizar os sintomas sistémicos, as reagoes
locais induzidas pelos venenos botropicos nem sempre respondem satisfatoriamente a esse
tratamento. Tal fato se deve a rapida manifestacdo destas reacdes locais e pelo fato de que os
antivenenos ndo sdo capazes de reverter as lesdes ja estabelecidas ou desencadeadas, ¢ nem de
neutralizar os mediadores endogenos que participam do processo (Rosenfeld, 1971). O fato de
a soroterapia ser pouco eficaz no tratamento das reagdes locais induzidas pelos venenos
botropicos estimula a procura de tratamentos complementares que possibilitem a melhora
desse quadro, para tanto se faz necessario um maior entendimento da reagdo inflamatoria
inicial que ocorre apds o envenenamento. Assim, o presente trabalho visou uma melhor
caracterizacdo da fase inicial da resposta inflamatdria, a qual envolve a interacdo leucdcito-

endotélio.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram as observagdes clinicas de que
o veneno de Bothrops jararaca (VBj) induz reagdes locais de grande magnitude e que se
instalam rapidamente (Rosenfeld, 1971; Cardoso et al., 1993; Franca e Malaque, 2003). O
VBj induziu alteracdo dos pardmetros de interacdo leucdcito-endotélio, logo nos primeiros
minutos apés a injecdo. As alteragdes observadas, tais como diminui¢do significativa de
células em rolling, acompanhado de um aumento de células aderidas, foram coerentes com
resultados anteriores observados em ratos (Farsky et al., 1999). A partir dos resultados obtidos
pela cinética temporal do efeito do VBj na interacdo leucocito-endotélio, os tempos de 2 e 24
h foram selecionados, por serem tempo representativos de predominio de adesdo (2h) e de

migragao celular (24h) isoladamente, para posterior andlise frente aos diferentes tratamentos.

Os resultados obtidos por venenos com metaloproteases, serinoproteases e FLA,
inibidos sugerem fortemente que, dentre os componentes do veneno, as metaloproteases
contribuem de forma mais significativa para os eventos inflamatérios analisados, uma vez que
a inibi¢do dessa classe de proteases no veneno de jararaca resultou em uma diminuigdo
expressiva de células aderidas e migradas, em comparagdo aos mesmos parametros induzidos

pelo veneno total.

Do veneno de serpentes Bothrops jararaca foram isoladas nove metaloproteases
hemorragicas (Mandelbaum et al., 1988; Maruyama et al., 1992; 1993; Paine et al., 1992),
sendo a jararagina a mais bem estudada (Paine et al., 1992). Essa toxina, com massa

molecular de 52 kDa e ponto isoelétrico de 4.5, possui sitio de ligagdo de zinco, dominio rico
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em cisteina ¢ dominio tipo-disintegrina. Essa toxina apresenta homologias com enzimas da
familia ADAM (a disintegrin and metalloproteinase), mais especificamente com a ADAM
17, na qual se inclui a enzima conversora do fator de necrose tumoral (TACE). Verificou-se
que a jararagina ¢ capaz de induzir uma liberagao endégena de TNF-a e que inibidores dessa
citocina sao capazes de inibir a atividade dermonecrosante do veneno (Moura-da-Silva et al.,
1996; Clissa et al., 2001). Além disso, a jararagina induz hemorragia, hiperalgesia e edema de
pata em camundongos. A inibicdo desta metaloprotease com EDTA ou outros inibidores,
resultou em diminui¢do dos efeitos hiperalgésico e edematogénico e na supressao da atividade
hemorragica (Dale et al., 2004; Gongalves e Chudzinki-Tavassi, 2004). Outros estudos
também sugerem a participagdo de metaloproteases no edema induzido por venenos
botropicos (Trebien e Calixto, 1989; Perales et al., 1992; Chaves et al., 1995; Stroka et al.,
2005).

Também foi observado que metaloproteases presentes no veneno de Bothrops asper
estdo associadas a desgranulagdo de mastdcitos, ao aumento do numero de macrofagos e a
liberagdo de citocinas (Rucavado et al., 1998, 1999, 2002). Este veneno, quando injetado na
cavidade peritoneal de camundongos, induz um aumento dos niveis de IL-1, acompanhado do
aumento da expressdo de moléculas de adesdo de leucocitos (Teixeira et al., 2005). As
metaloproteases presentes nos venenos de Bothrops asper sdo também responsdveis pela
ativagdo do sistema complemento, resultando em um aumento de migragdo celular (Farsky et
al., 2000). O sistema complemento também ¢ ativado pelo veneno de B. jararaca (Farsky et al.,

1997), possivelmente também pela acao de metaloproteases.

Além das metaloproteases, o veneno de B. jararaca possui toxinas classificadas como
miotoxinas, as quais possuem estrutura homologa a FLA,, porém podem ou nio apresentar
atividade enzimadtica, dependendo do aminoacido presente na posi¢do 49 da proteina. As
miotoxinas que possuem um aspartato nessa posicdo (Asp49) apresentam potente atividade
enzimatica. Por outro lado, as miotoxinas que possuem uma lisina (Lys49), apresentam pouca
ou nenhuma atividade enzimatica. Apesar disso, ambas possuem potente atividade miotdxica
(Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995). Trabalhos mostram que toxinas homologas as FLA,
(miotoxinas) induzem edema, migracao celular e hiperalgesia (Landucci et al., 1998; Castro et

al., 2000; Chacur et al., 2003).

Uma vez que a atividade miotéxica pode alterar pardmetros de interagdo celular,
fomos avaliar o papel das FLA, presente no VBj na interacdo leucocito-endotélio. Os

resultados obtidos com veneno inibido de FLA, ndo demonstraram diminuicao significativa
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dos eventos celulares analisados. Estes dados estdo de acordo com os observados por outros
autores, que demonstram que a inibicdo da atividade enzimdatica de FLA, de venenos
botropicos ndo resulta na diminuicdo de influxo de neutréfilos, indicando que a atividade
inflamatéria ndo depende da atividade catalitica dessas toxinas (Castro et al., 2000; Teixeira et
al., 2003). Porém, outros autores mostram que a inibi¢do de FLA,, obtida pelo tratamento com
p-BPB, inibiu a atividade edematogénica e a hiperalgésica de alguns venenos botropicos

(Landucci et al., 1998; Chacur et al., 2003).

Diferentemente de outros venenos botropicos, o veneno de Bothrops jararaca
apresenta concentragdes muito baixas de FLA, e/ou miotoxinas (Moura da Silva et al., 1991).
Além disso, uma FLA, com atividade enzimatica, mas sem atividade inflamatoria
(edematogénica) foi isolada do veneno dessa serpente (Serrano et al., 1999). Talvez, essa
classe de enzimas tenha uma maior participacdo nos eventos inflamatorios induzidos por
venenos com uma concentragdo maior de FLA, em sua composi¢do, como nos venenos de
Bothrops asper, B. jararacussu, B. moojine ¢ B. neuwiedi (Moura da Silva et al., 1991,

Gutiérrez e Lomonte, 1995).

Outra classe se protease presente no veneno de Bothrops jararaca sdo as
serinoproteases, as quais do sdo capazes de induzir a liberacdo de bradicinina (Rocha e Silva
et al., 1949). Esse peptideo ¢ capaz de induzir inflamacao local. Porém, resultados de Trebien
e Calixto (1989), mostraram que o tratamento com captopril, inibidor da degradagdo da
bradicinina, em ratos ndo alterou o edema induzido por VBj, sugeriu que as cininas nao
participam do edema de pata induzido por VBj. Em outro estudo, observou-se uma redugao
na formacdo de edema induzido por VBj, quando este ¢ pré-aquecido por 5 min a 100 °C,
antes da injecdo em camundongos. Porém, quando o VBj ¢ aquecido por mais 10 min a
mesma temperatura, ndo ¢ observada reducdo adicional do edema. De acordo com a
interpretagdo dos autores, estes resultados sugerem que a formacdo de edema depende de
enzimas proteoliticas termo-labeis, como as metaloproteases, mas nao de proteinas termos-
estdveis, como serinoproteases presentes no veneno, tais como as toxinas tipo-trombina ou

cininogenases (Perales et al., 1992).

Os resultados obtidos com o veneno tratado com PMSF, inibido de
serinoprotroteases, indicam que essas proteases possuem um papel pouco significativo na

alteracdo da interacdo leucocito-endotélio induzido pelo veneno de Bothrops jararaca.
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De fato, a bradicinina participa de outros processos inflamatorios induzidos por VBj,
como a dor (Chacur et al., 2002) e a artrite (Guzzo et al., 2000). Efeitos patologicos
induzidos por este veneno podem possuir mediagdes farmacoldgicas distintas. Como
exemplo podemos citar o efeito hiperalgésico causado pelo VBj possui mediacdo distinta da
atividade edematogénica (Teixeira et al., 1994), bem como a atividade edematogénica possui

mediacao diferente da hemorragica (Gongalves e Mariano, 2000).

Como citado anteriormente, a reacdo inflamatoria observada no VBj ¢ devida a uma
acdo rapida das toxinas contidas no veneno e também pela rapida liberacio de mediadores

endogenos.

Ao pré-tratarmos os animais com prometazina, inibidor de histamina, nenhuma
alteracdo na interacao leucocito-endotélio foi observada apds a inje¢do do veneno, sugerindo
que esta amina ndo medeia a interagdo leucocito-endotélio induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca. Estudos demonstram que esse mediador também ndo participa da mediagdo do
edema de pata induzido por esse veneno em camundongos (Perales et al., 1992; Gongalves e
Mariano, 2000). J& em ratos, ¢ verificada a participagdo da histamina na media¢do desse

edema (Trebien e Calixto, 1989).

Também ndo foram observadas diferengas nos parametros da interacdo leucdcito-
endotélio induzida por VBj em animais pré-tratados com metissergida, inibidor de

serotonina, sugerindo também a serotonina ndo participa nesse processo.

Os glicocorticoides sdo potentes imunossupressores e antiinflamatorios e sdo agentes
efetivos em controlar processos inflamatorios cronicos, doengas alérgicas, no tratamento de
doencas autoimunes e na rejeicao de transplantes (Barnes et al., 1993; Jianping et al., 2001).
Este grupo de antiinflamatdrios atua no aumento da producao de lipocortina-1, que por sua
vez inibe a expressdo da FLA, impedindo a expressdo de mediadores derivados do
metabolismo do acido araquiddnico, tais como, prostaglandinas e leucotrienos (Barnes et al.,

1993).

Ao tratarmos os animais com o antiinflamatério dexametasona (Dx), inibidor da
fosfolipase A,, 1h antes ou lh ap6s a injecao do VBj observou-se um aumento de células em
rolling e uma expressiva diminui¢do de células aderidas e migradas, apds 2 da injecdo do
VBj. Vinte e quatro horas apds o envenenamento, o grupo tratado apresentou uma
diminui¢do em todos os parametros (rolling, adesdo e migracao), sugerindo a participagdo de

eicosandides na mediacao destes eventos.
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Os eicosanoides originados da via da ciclooxigenase, mas aparentemente nio os
originados na via das lipoxigenase, participam da mediag¢dao da interacao leucécito endotélio
induzidos pelo VBj. Trabalhos demonstram a participagdo de produtos originados pelos
eicosanoides na migracdo celular induzida pelo veneno de B. jararaca (Burigo et al., 1996).
Ainda com relagdo ao papel dos glicocorticoides no recrutamento leucocitario, tem sido
descrito que glicocorticoides reduzem o recrutamento de células para o local da inflamacao
por inibi¢do de moléculas de adesdo, pois induzem uma mudanca rdpida na superficie das
CAMs, possivelmente por um mecanismo gendmico (Czock et al., 2005), ou interferindo
com a expressao da molécula de adesdo ICAM-I e KC (quimiocina derivada de mastocito) na
aderéncia de leucocitos induzida por IL-1[3 no mesentério de rato (Tailor et al., 1999). Sabe-
se que a migracdo de células inflamatorias induzidas pelos venenos botrdpicos ¢ mediada
principalmente por eicosandides e que esse recrutamento ¢ dependente da expressdao de
moléculas de adesao como ICAM-1, LECAM-1, LFA-1 (Lymphocyte function associated
antigen-1), PECAM-1, mas ndo de MAC-1 (Flores et al., 1993, Burigo et al., 1996, Zamuner
et al., 2002).

A expressdao dessas moléculas de adesdo resulta em uma maior intera¢do leucocito-
endotélio, primeiro passo antes do processo de diapedese de células inflamatorias (Rampart,
1994), e isso pode estar refletindo nas modificacdes dos eventos celulares observados apds a

inje¢do do VB;.

Zang e Thorlacius (2000) observaram que o pré-tratamento com dexametasona (Dx)
induz diminui¢do de células em rolling em arteriolas, mas ndo em vénulas do musculo
cremaster de camundongos injetados com TNF-a. Isso pode ocorrer devido a expressao de
varias selectinas (P-, E - e L-selectina), sendo que em arteriola ha somente expressao de P-
selectina, sugerindo que a Dx inibe a expressdo de P-selectina e conseqiiente diminui¢do de

células aderidas.

Os resultados obtido com o pré-tratamento com indometacina (inibidor da via da
ciclooxigenase) e com celecoxib (inibidor especifico da COX-2) reforgam a importancia da
participagdo da via da ciclooxigenase, principalmente da COX-2 na mediagdo da interagdo
leucocito-endotélio induzido pelo VBj, uma vez que estes farmacos mostraram-se bastante
eficazes em inibir o eventos celulares induzido pelo veneno, sendo observado uma
significativa diminui¢do de células aderidas na 2? hora e migradas na 24 hora em relag¢do aos

grupos injetados com o veneno sem tratamento.



DISCUSSAO 88

Estes resultados estdo de acordo com Trebien e Calixto (1989) e com Gongalves ¢
Mariano (2000) que demonstraram a participacdo de produtos da via da ciclooxigenase na
formacdo de edema de pata induzido por VBj em ratos. Essa participagdo também foi
observada em camundongos, tanto para produtos da via da ciclooxigenase como para a

isoforma COX-2 (Olivo et al., 2007).

Apesar dos leucotrienos interagirem com receptores da superficie de neutrofilos
resultando em quimiotaxia e um aumento de adesdo a células endoteliais, através
principalmente do aumento da expressdo da [, integrina (Palmblad et al., 1990), estes
produtos da via da lipoxigenase, aparente uma ndo participagdo na mediacdo induzida pelo
VBj, j4 que o tratamento dos animais com NDGA, inibidor da via da lipoxigenase, e
conseqiiente inibigdo da liberacdo dos leucotrienos ndo apresentou efeito inibitorio nos
parametros de rolling, adesdo e migracdo celular. Apesar de leucotrienos B4 ser um dos
principais agentes quimiotaticos em processos inflamatorios, aparentemente ndo participam
da mediacao de adesdo e migracao induzidas pelo veneno de B. jararaca, no presente modelo
experimental. Por outro lado, os produtos derivados da via da lipoxigenase participam da

migragdo induzida pelo veneno de B. erythromelas e B. alternatus (Flores et al., 1993).

Sabe-se que citocinas como o TNF-a e IL-1f3 sdo liberados nos envenenamentos por
Bothrops jararaca (Moura-da-Silva et al., 1996; Petricevich et al., 2000). Dentre estas
citocinas, o TNF-a tem sido relacionado com a necrose local induzida pelo veneno de
Bothrops jararaca (Moura-da-Silva et al., 1996; Clissa et al., 2001) . O TNF-a ¢ considerado
um componente chave na resposta inflamatoria devido a sua capacidade de influir em vérios
pontos desse processo, como induzindo a sintese de novas citocinas, induzindo a expressao de
moléculas de adesdo principalmente VCAM-1 e ICAM-1 e, assim, aumentando a interacao
leucéceito-endotélio e a permeabilidade vascular (Luscinskas, 1991; Kumar et al., 2005;
Anjos-Valotta et al., 2006). Estudos experimentais demonstram que a utilizacdo de inibidores
de TNF-a diminui ou inibem processos necroticos € manifestacdes hemodinamicas (Moura-
da-Silva et al., 1996) . Os resultados observados com o tratamento com pentoxifilina, inibidor
de fofodiesterase que reduz seletivamente a concentracdo de mRNA para TNF-a, indicam a

participacao de citocinas, particularmente a participacdo de TNF-a nesse processo.

Alguns dados na literatura demonstram que o mediador 6xido nitrico (NO) apresenta
um papel modulador na interacao leucocito-endotélio, e inibidores seletivos das isoformas das

enzimas o0xido nitrico sintases endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS) aumentam o nimero dos
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eventos celulares observados na interagdo leucocito-endotélio (Kubes et al.,1991; Dal Secco
et al., 2003). Ainda, foi demonstrado que inibidores de NOS nao seletivos, como L-NAME,
ndo inibem a expressdo da molécula de adesdo ICAM-1, essencial para uma firme adesdo do
leucocito ao endotélio quando induzido por lipopolissacarideo (LPS) ou carragenina (Dal
Secco et al., 2006). Porém, nossos resultados mostraram uma diminui¢do expressiva dos
eventos celulares na microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos apos o pré-
tratamento com inibidor de NOS (L-NAME) e com o inibidor seletivo da isoforma iNOS
(aminoguanidina) quando induzido por VBj, indicando a participacdo destes mediadores nesta

interagdo leucdcito-endotélio.

Estes dados estdo de acordo com os observado por Farsky et al. (2004), que apos a
aplicagdo topica de VBj na féscia espermadtica de ratos pré-tratados com L-NAME, apresentou
uma reducdo do numero de células em rolling e aderidas. Este inibidor também inibiu
fagocitose de leucocitos na cavidade peritoneal induzido pelo veneno de Bothrops jararaca e
asper (Zamuner et al., 2001). O veneno de Bothrops atrox também ¢ descrito como indutor
dos niveis séricos de NO (Barros et al., 1998). Sabe-se que citocinas como INF-y e TNF-a sdo
responsaveis pela indugdo da expressao de iNOS (Ding et al., 1988), e que o veneno de
Bothrops jararaca é capaz de induzir a liberacdo tanto dessas citocinas como de NO

(Petricevich et al., 2000).

Diferentes condi¢des experimentais, vias administragdo ou estimulos inflamatérios
podem determinar efeitos opostos na expressdo de NO, sugerindo que este mediador atue
muitas vezes com uma agao antagonica em relagdo a resposta inflamatdria (Geftner et al.,

1995; Farsky et al., 2004).

Como assinalado na Introdugdo, os acidentes ofidicos representam um grave
problema de Satde Publica no Brasil. A eficidcia da soroterapia no tratamento destes
acidentes ¢ conhecida, porém, apesar de reverter os efeitos sist€émicos e reduzir a letalidade
dos envenenamentos ofidicos, as lesdes locais causadas por venenos botropicos nao sao bem

neutralizadas pelo soro (Cardoso et al., 1993).

Foi verificado que o pré e pds-tratamento com o SAB inibiu a formagdo do edema
induzido por VBj em camundongos (Araujo et al., 2007). No entanto essa inibi¢do nao foi
observada no grupo que recebeu o SAB 45 minutos apos a injegao do VBj. Esse resultado
mostra que o SAB neutraliza a formagdo do edema, no entanto essa diminui¢do ¢ mais

eficiente quando o mesmo ¢ administrado poucos minutos apds o envenenamento (Aragjo et
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al., 2007). O mesmo efeito foi observado por Picolo et al. (2002) que verificaram uma
diminui¢cdo do edema apenas quando o SAB ¢ administrado imediatamente antes da inje¢ao

do veneno de Bothrops jararaca no coxim plantar de ratos.

Na literatura existem poucos dados sobre a utilizagdo de soros antiofidicos no evento
de migragdo celular, por isso neste trabalho investigou-se a capacidade do soro antibotropico
em reverter as alteragdes induzidas pelo VBj na interagdo leucdcito-endotélio.
Surpreendentemente, o SAB aplicado por via i.v. induziu, per se, uma diminui¢do de rolling
e aumento de células aderidas e migradas, alteragdes semelhantes as observadas em animais

injetados somente com VBj na bolsa escrotal.

Nossos resultados demonstram que esse efeito “inflamatorio” do SAB pode ser
devido ao fenol, utilizado como conservante encontrado no antiveneno, ja que a inje¢ao i.v.
deste conservante induz as mesmas alteracdes verificadas pela injecdo do SAB, e essas

alteragdes nao foram observadas quando um SAB sem fenol foi utilizado.

Trabalhos apontam o papel do fenol na indug¢do da resposta inflamatoria Nesse
sentido, Macedo et al. (2006) demonstraram que compostos fendlicos possuem atividade pro-
inflamatéria, aumentando o ntimero de células em rolling e aderidas em mesentério de ratos.
Segundo estes autores, o aumento pode ser devido uma vasoconstrigdo em pequenas
arteriolas, bloqueando a dilatacdo dependente de oOxido nitrico. Outros autores também
questionam a presenca de conservantes, como o fenol, em soros hiperimunes, pois estes
podem estar contribuindo para reagdes adversas ao soro causadas em pacientes (Rojas et al.,
1993; Garcia et al., 2002). Sabe-se que o fenol pode interagir com as moléculas de IgG ou
com os fragmentos F(ab’), do antiveneno, promovendo a formacao de agregados protéicos ou
dimeros, aumentando a turbidez do soro. Garcia et al. (2002) verificaram que um antiveneno
polivalente obtido de cavalos imunizados com venenos de Bothrops asper, Crotalus
durrissus terrificus e Lachesis stenophrys, contendo fenol, induz um efeito hipotensor em
ratos, quando administrados i.v. sem diluente. Esse efeito hipotensor nao ocorreu na auséncia

de fenol ou quando o soro foi aplicado na forma diluida.

Quando injetamos SAB ou fenol i.v. em camundongos, os animais apresentaram
fortes tremores e dispnéia, efeito esse, que poderia ser devido a uma reacdo anafilatica do
tipo I, efeito esse dependente da histamina. Esta observag¢do nos levou a fazer um pré-
tratamento com prometazina, um anti-histaminico de primeira geragdo, que promove

antagonismo competitivo com a histamina na ligacdo aos receptores H;. Verificou-se que a
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associa¢do do anti-histaminico com o SAB ou com o conservante fenol, ndo inibiu as
alteracdes provocadas por estes agentes. Nossos dados corroboram com outro estudo que
mostra que exposi¢do a compostos fenolicos ndo altera o numero e atividade de mastdcitos,
sugerindo que o elevado numero de células em rolling e aderidas ndo ¢ devida a substancias
secretadas pela degranulacao de mastocitos (Macedo et al., 2003) e a ndo participagdo de

histamina no processo.

O SAB sem fenol inibiu expressivamente o nimero de células aderidas e migradas
induzidas pela injecdo de VBj na bolsa escrotal, demonstrando que o SAB possui anticorpos

capazes de neutralizar as toxinas do veneno que induzem estas reagdes inflamatorias.

Alguns trabalhos sugerem que a ineficiéncia da soroterapia em inibir as lesdes locais
induzidas por venenos botropicos, ¢ devida a dificuldade que a imunoglobulina tem em
chegar ao local da lesdo (Battellino et al., 2003), o que justificaria a utilizagdo apenas da
por¢do Fab da IgG total, no tratamento de envenenamentos por serpentes (Landon et al.,
1995). No entanto, a literatura demonstra que nao ha diferenga significativa de diminuigao
das lesdes locais como edema, hemorragia e mionecrose em animais submetidos a
tratamentos com os trés tipos de soro, constituido com a IgG total, s6 com a por¢ao F(ab’),

ou ainda com a porcao Fab (Gutiérrez et al., 1998; Chaves et al., 2003).

Essa ineficiéncia atribuida ao antiveneno descrita anteriormente estimula estudos de
terapias complementares. Nesse sentido, a associagdo de antiinflamatérios ao soro no
tratamento das reacdes inflamatorias locais presentes nos envenenamentos por VBj seria uma

alternativa racional, que deveria ser testada experimentalmente.

Araujo et al. (2007) demonstraram uma melhora da eficiéncia da soroterapia na
evolu¢do do edema inflamatorio induzido pelo VBj em camundongos, quando administrada

juntamente com a dexametasona.

Nossos dados demonstram que a utilizacdo de Dx foi benéfica em inibir os eventos
celulares da interagdo leucécito-endotélio induzido pelo VBj, ndo sé comparado ao grupo
controle, mas também quando comparado aos grupos que receberam somente o tratamento
com o SAB. As mesmas diminui¢des foram observadas em animais tratados com a
associa¢do de Dx e SAB, semelhantes ao observado em animais tratados somente com Dx,

nos dois tempos estudados.

Sabe-se que o VBj ndo induz a secregdo de corticoides enddgenos ou a estimulagdo

do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (Cury et al., 1997). Esse fato poderia explicar o edema
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inflamatério persistente observado em pacientes picados por esta serpente e o efeito benéfico
da Dx observado em nosso estudo. Nesse sentido a utilizagdo de Dx seria importante para
evitar reacdes inflamatdrias, porém este corticoide ndo altera as atividades hemorragica local
e coagulante do VBj, ndo sendo indicado o seu uso em substitui¢do ao soro. Porém, a
associagdo de dexametasona ao SAB, poderia complementar o tratamento do envenenamento
por Bothrops jararaca, principalmente no que se refere as reagdes locais observadas em

pacientes picados por esta serpente.

Assim sendo, os presentes resultados indicam que as metaloproteases do veneno de
Bothrops jararaca sido os principais componentes responsaveis pelas alteracdes observadas
na interacdo leucocito-endotélio. Essas alteracdes sdo mediadas principalmente por
eicosandides da via das ciclooxigenases e que o SAB inibe a capacidade do VB;j induzir essas
alteragdes. Entretanto, o fenol, utilizado como conservante, pode induzir efeitos ndo

desejados.

A melhor compreensdo desses fendomenos podera contribuir para a melhoria das
terapias empregadas no tratamento das lesdes locais observadas nos envenenamentos

botropicos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

« O veneno de Bothrops jararaca VBj é um potente agente flogistico alterando todos os
parametros analisados na interagdo leucdcito-endotélio do musculo cremaster de
camundongos.

« Dentre os componentes deste veneno, as metaloproteases, mas ndo as serinoproteases € as
fosfolipases A, contribuem de forma significativa para os eventos analisados.

* A histamina e a serotonina ndo participam da mediagdo deste evento de interacdo
leucéceito-endotélio em camundongos.

* Os mediadores derivados do 4cido araquidonico, principalmente os da via da
ciclooxigenase, mas nao da lipoxigenase, medeiam as alteracdes dos eventos celulares
induzidos pelo VB;j,

* O TNF-a e o 6xido nitrico também participam dessa alteracdo na intera¢dao leucocito-
endotélio induzido pelo VB;.

* O soro antibotrépico (SAB) possui anticorpos capazes de neutralizar as toxinas do VBj
que induzem alteracdes na interagdo leucdcito-endotélio.

« O fenol utilizado como conservante do soro antibotropico induz alteragcdes semelhantes ao
do VBj sem tratamento, o que levanta o questionamento de sua concentragdo ou utilizagdo
no SAB.

« A associagdo de dexametasona a soroterapia no tratamento das reagdes inflamatérias
locais observadas nos envenenamentos por Bothrops jararaca sugerem um efeito benéfico

durante aplicagdo terapéutica.
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