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RESUMO

A habilidade do veneno bruto de Lachesis muta muta e da fosfolipase A, basica
(LmTX-I) de induzir aumento da permeabilidade microvascular na pata e pele de ratos foi
investigada nesse trabalho. O veneno bruto ou LmTX-I foi injetado subplantar ou
intradermicamente ¢ o edema foi medido apés intervalos de tempo especificos. O volume da
pata foi medido usando um hidropletismémetro, enquanto o extravasamento na pele foi
medido através do acimulo de albumina humana marcada com '*°I (injetada previamente i.v.)
nos sitios de pele. A liberagdo de histamina dos mastdcitos de ratos foi medida por
espectrofluorometria. O veneno bruto (0,3-3 pg/pata) ou LmTX-I (0,1-1 pg/pata) induziu
edema de pata de maneira dose-dependente. A injec¢ao intradérmica do veneno bruto (0,003-10
ug/sitio) ou LmTX-I (0,003-0,3 pg/sitio) na pele dorsal também resultou em extravasamento
de proteinas plasmaticas de maneira dose-dependente. O extravasamento plasmatico induzido
pelo veneno bruto foi significativamente diminuido pelo tratamento com mepiramina
(antagonista de receptor H;, 6 mg/kg), ciproeptadina (antagonista H; e 5-HT», 2 mg/kg), L-
NAME (inibidor ndo seletivo da sintese de oOxido nitrico, 100 nmol/sitio), SR140333
(antagonista de receptor NK;, 1 nmol/sitio), icatibant (antagonista de receptor B2, 0,6 mg/kg)
e indometacina (inibidor nao seletivo das cicloxigenases, 5 mg/kg), mas ndo pelo tratamento
com PCA4248 (antagonista de receptor de PAF, 5 mg/kg). O extravasamento na pele induzido
pela LmTX-I foi significativamente inibido pela ciproeptadina, mepiramina, indometacina e
PCA4248, enquanto que L-NAME, SR140333 e icatibant ndo tiveram efeito. Tanto o veneno
bruto quanto a LmTX-I induziram a liberagao de histamina de mastocitos peritoneais de ratos
de maneira concentracdo-dependente. Em conclusdo, o veneno de L. m. muta e a LmTX-I
aumentam a permeabilidade microvascular por mecanismos envolvendo a ativagdo de
mastocitos e a formacdo de metabolitos do acido araquidonico. A resposta induzida pelo
veneno bruto também envolve liberagao de substancia P, bradicinina e 6xido nitrico enquanto

a resposta induzida pela LmTX-I conta com a participagdo do PAF.
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ABSTRACT

The ability of crude venom and a basic phospholipase A, (LmTX-I) from Lachesis
muta muta venom to increase the microvascular permeability in the rat paw and skin has been
investigated. Crude venom or LmTX-I were injected subplantarly or intradermically, after
which oedema was measured at selected times thereafter. Paw volume was measured using a
hydropletismometer, whereas skin extravasation at the skin sites was measured as
accumulation of i.v. injected '*I-human serum albumin. Histamine liberation from rat mast
cell was measured spectrofluorometrically. Crude venom (0.3-3 pg/paw) or LmTX-I (0.1-1
pg/paw) induced a dose-dependent rat paw oedema. Intradermal injection of crude venom
(0.03-10 pg/site) or LmTX-I (0.003—0.3 pg/site) in the dorsal skin also resulted in dose-
dependent plasma extravasation. Crude venom-induced plasma extravasation was significantly
inhibited by the histamine H; receptor antagonist mepyramine (6 mg/kg), the histamine/5-
hydroxytriptamine antagonist cyproheptadine (2 mg/kg), the nitric oxide synthesis inhibitor
N®-L-nitro-arginine methyl ester (L-NAME; 100 nmol/site), the tachykinin NK; receptor
antagonist SR140333 (1 nmol/site), the bradykinin B2 receptor antagonist Icatibant (0.6
mg/kg) and the cyclooxygenase inhibitor indomethacin (5 mg/kg). The platelet-activating
factor receptor antagonist PCA4248 (5 mg/kg) had no significant effect. LmTX-I-induced skin
extravasation was significantly inhibited by cyproheptadine, mepyramine, indomethacin and
PCA4248, while L-NAME, SR140333 and Icatibant had no effect. Additionally, both
Lachesis muta muta venom and LmTX-I concentration-dependently induced histamine release
from rat peritoneal mast cells. In conclusion, Lachesis muta muta venom and LmTX-I increase
microvascular permeability by mechanisms involving mast cell activation and both had
arachidonic acid metabolites participation. Crude venom-induced responses also involves
substance P, bradykinin and nitric oxide release, whether LmTX-I-induced response involves

PAF.

xXxil



23

1. INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1. Lachesis muta muta: classificacdo, distribuicdo geogrdfica e caracteristicas do
envenenamento

No Brasil, a maioria das serpentes venenosas pertence a familia Viperidae (subfamilia

Lachesis (surucucu). O envenenamento por

cascavéis freqlientemente causa insuficiéncia

Figura 1. Lachesis m. muta
neuromuscular (Vital Brazil, 1972; Pellegrini Filho e Vital Brazil, 1976). O envenenamento

respiratoria  aguda, relacionada a paralisia

por Bothrops causa principalmente efeitos locais representados por edema, dor, hemorragia,
mionecrose ¢ insuficiéncia renal (Boer-Lima e cols., 1999). Embora, distarbios respiratorios
sejam raros no envenenamento bothropico, tal fendmeno foi reportado por Ribeiro e cols.
(1988), levando a possibilidade do veneno bothrdpico também exercer acdo neurotoxica.

A subespécie L. m. muta ¢ a maior do mundo dentre as espécies que compdem a
subfamilia Crotalinae. A filogeografia da serpente surucucu (género Lachesis) foi
recentemente atualizada usando sequenciamento de DNA mitocondrial (Zamudio e Greene,
1997). Trés espécies e duas subespécies foram classificadas: Lachesis stenophrys (encontrada
na costa atlantica da Costa Rica, Panama e noroeste da América do Sul), Lachesis
melanocephala (encontrada na costa pacifica e do sudoeste da Costa Rica) e Lachesis muta
(encontrada na floresta equatorial da Colémbia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa,

Brasil, Equador, Peru e Bolivia) (Rosenthal e cols., 2002). No Brasil sdo encontradas as duas
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subespécies da Lachesis muta, a saber: L. m. muta (presente na bacia Amazonica) e L. m.
rhombeata (Mata Atlantica do norte do Rio de Janeiro até Paraiba).

Uma revisdo de 20 casos de acidentes em humanos, que ocorreram na Costa Rica,
Guiana Francesa, Brasil, Colombia e Venezuela, confiantemente atribuidos a este género de
serpente, descreve sintomas locais de dor, edema, equimose, coagulopatia moderada, sintomas
semelhantes aos observados no envenenamento bothrépico e em outros géneros de viperideos
da América Latina. Entretanto nauseas, colica abdominal, vOmito constante, diarréia e
sudorese foram sintomas exclusivos (Jorge e cols., 1997), ndo reportados em vitimas de outros
crotalideos.

Na Venezuela, um paciente desenvolveu intensa sudorese, vomito, diarréia aquosa,
hipersalivacao, hipotensdo, bradicardia e insuficiéncia respiratéria apds 45 minutos de ser
picado por uma espécime jovem de surucucu (Torres e cols., 1995). Este paciente também
apresentou estrabismo, disartria (dificuldade de articular as palavras) e disfagia (dificuldade de
deglutir). Estes sintomas, provocados pelo envenenamento por Lachesis, constituem um tipo
de “sindrome de envenenamento”, ndo observado por vitimas de outros crotalideos da
América (Jorge e cols., 1997), e & possivelmente causada por substancias enddgenas

(autacoides), que promovem a ativacdo do sistema nervoso autdnomo parassimpatico.

1.2. Epidemiologia
Acidentes humanos envolvendo serpentes do género Lachesis sdo raros € poucos tém
sido documentados na literatura. A subespécie L. m. muta vive em florestas tropicais imidas
de dificil acesso, o que explica em parte, a baixa incidéncia de casos de envenenamento com

esta serpente. Além disso, existe grande dificuldade de captura e manuten¢do em cativeiro
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dessa espécie de serpente, o que torna dificil o estudo da fisiopatologia do envenenamento por
Lachesis em modelo animal (Damico et al., 2005 a).

No Brasil os acidentes atribuidos ao género Lachesis constituem 1,1% do total de
acidentes por serpentes pegonhentas, tendo sido notificados 939 acidentes provavelmente
causados por esse género de serpente no periodo de 1990-1993, com 9 obitos (0,9%)

(Ministério da Saude, 2001).

1.3. A¢oes do veneno

O veneno laquético apresenta atividades fisiopatologicas semelhantes as do veneno
bothrdpico, ou seja, atividade coagulante, proteolitica, hemorragica e inflamatéria aguda. E
relatada ainda, uma atividade de cininogenase no veneno de Lachesis muta, que poderia
explicar em parte, algumas alteragdes clinicas denominadas de ‘“neurotoxicas” (Diniz e
Oliveira, 1992). Observa-se um quadro neurotdxico no envenenamento por L. muta, fato nao
relatado no acidente bothropico. Os sintomas apresentados entre os individuos envenenados
por L. muta podem ser variaveis, caracterizando por instalacdo precoce de hipotensao arterial
grave (nos primeiros minutos apos o acidente), e concomitante sudorese, nauseas, vomitos,
colicas abdominais, diarréia e bradicardia. A intensificacdo dessas alteragdes pode levar ao
choque, bradicardia grave e 6bito (Jorge e cols., 1997).

Recentemente, foi descrito que o veneno bruto de L. m. muta possui um efeito
citotoxico frente a célula tubular epitelial renal (MDCK). O veneno induziu uma diminui¢ao
da viabilidade celular e induziu alteragdes morfoldgicas e nucleares (Damico e cols., 2007).

Também foi descrito no veneno uma atividade “trombina-like” (agdo coagulante). Esta
protease foi isolada inicialmente por Silva e cols (1985), e foi posteriormente seqiienciada e

confirmada sua homologia com a giroxina crotalica (Magalhdes e cols., 1993; Aguiar e cols.,
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1996). Além disso, foi identificada também uma fracao ativadora de plasminogénio no veneno
de L. m. muta (Sanchez e cols., 2000).

Foram isoladas ainda uma lectina (lactose-especifica), capaz de causar hemaglutinagao
e agregacao plaquetaria (Ogilvie e cols., 1986) e uma fosfolipase A, acida, com atividade
inibidora da agregacdo plaquetaria, bem como atividade miotéxica local in vivo e in vitro
(Fuly e cols., 1997; Fuly e cols., 2000). Além disso, foram isoladas duas metaloproteinases
(LHF-I e LHF-II) com atividade hemorragica no veneno de L. m. muta ¢ que, provavelmente
desempenham um papel importante nos fendmenos hemorragicos descritos nos acidentes
laquéticos. Atribui-se a essas metaloproteinases atividade inflamatoria local, formadora de
edema e de degradacdo de componentes da matriz extracelular (Sanchez e cols., 1987;
Sanchez e cols., 1995; Rucavado e cols., 1999).

Recentemente o veneno de L. m. muta foi estudado quanto aos efeitos neurotoxico e
miotdxico. Esse trabalho demonstrou que em modelos experimentais in vitro o veneno de L.
m. muta possui componentes farmacologicamente ativos que agem na jun¢ao neuromuscular e
fibras musculares, cuja intensidade da a¢ao depende da concentragdo do veneno e tipo de
preparagdao neuromuscular isolada (camundongo ou biventer cervicis de pintainho) (Damico e
cols., 2005a).

A partir do veneno total de L. m. muta foram purificadas duas novas toxinas (LmTX-I
e LmTX-II). Essas novas toxinas foram caracterizadas como isoformas de PLA;s basicas
Asp49 (com residuo de aspartato na posi¢ao 49), em fungdo das caracteristicas fisico-quimicas
(Damico e cols., 2005b).

Foi realizada também a caracterizagdo da PLA; basica D49 (LmTX-I) do veneno de L.
m. muta que demonstrou uma potente atividade bloqueadora pré-sinaptica neuromuscular in

vitro em prepragdes neuromusculares de pintainho. A partir desses dados foi sugerido que a

27



LmTX-I ¢ a principal toxina responsavel pelo efeito observado com o veneno total dessa
espécie, e que o efeito neurotoxico supera o efeito miotoxico isolado (Damico e cols., 2006).
Embora varios trabalhos tenham caracterizado o veneno de L. m. muta quanto as suas
atividades miotdxicas, neurotoxicas, agregantes para plaquetas, dentre outras, nenhum
trabalho foi direcionado para a investigacdo da inflamacdo causada por esse veneno, bem

COmo por seus componentes.

1.4. Inflamacgdo causada por venenos ofidicos

A reagdo inflamatoria € uma resposta de defesa do organismo contra a invasdo por
agentes infecciosos, por danos fisicos, quimicos ou traumaticos. E caracterizada pela saida de
liquidos e de células do sangue para o intersticio ¢ ¢ um fendmeno essencialmente dinamico,
razdo pela qual seu aspecto morfolégico se modifica com o tempo. Essa resposta pode ser
autolimitada e resolvida pelo organismo ou pode se cronificar levando a perda da fungao do
tecido inflamado (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). A inflamag¢do ¢ uma caracteristica
importante em quadros de envenenamento ofidico, dependendo da espécie de serpente
envolvida. O envenenamento ocorrido por serpentes do género Bothrops € caracterizado por
induzir tanto altera¢des patoldgicas locais, como também sistémicas, que sdo conseqiiéncia do
efeito aditivo ou sinérgico das diferentes toxinas e enzimas presentes nos venenos (Ownby e
cols., 1982; Trebien e Calixto, 1989), entretanto o quadro inflamatdrio causado pelo veneno
das serpertens do género Lachesis ainda ¢ pouco estudado.

No processo inflamatorio, inclusive aquele subseqliente ao envenenamento ofidico,
varios eventos ocorrem para reconstituir o tecido lesado tais como (a) a vasodilatagdo local e
aumento do fluxo sanguineo; (b) aumento da permeabilidade dos capilares com

extravasamento de liquido para os espagos intersticiais; (¢) coagulacio do liquido extravasado,
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devido a quantidades excessivas de fibrinogénio e de outras proteinas que também extravasam
através dos capilares e (d) edema inflamatorio. Além do edema inflamatorio, o recrutamento
de leucdcitos para o foco inflamatério € outro evento importante. Muitas células envolvidas na
resposta inflamatoria ja estdo presentes nos tecidos, tais como as células endoteliais,
mastocitos e células mononucleares residentes, enquanto que outras chegam ao foco
inflamatorio provenientes do sangue, como ¢ o caso de leucdcitos polimorfonucleares
(neutrofilos, eosinofilos e basédfilos) e os mononucleares (monocitos e linfécitos) (Dale e
Foreman, 1994). Muitos esfor¢os vém sendo realizado ao longo dos anos para se entender a
fisiopatologia da resposta inflamatéria causada por toxinas provenientes de venenos ofidicos.
Em modelos inflamatoérios, tais como edema de pata de rato ou camundongo, ¢ descrito que os
venenos bothropicos causam inflamacdo caracterizada por infiltrado de leucdcitos, edema,
extravasamento de proteinas plasmaticas, os quais sdo efeitos decorrentes da acdo de
mediadores como aminas derivadas de mastdcitos, mediadores derivados da agdo das
ciclooxigenases, bradicinina e mediadores quimiotdxicos dentre outros (Trebien e Calixto,
1989; Chaves e cols., 1995; Farsky e cols., 1997; Zamuner e cols., 2001).

O edema inflamatorio é decorrente do aumento da permeabilidade vascular somado ao
aumento da pressdo de filtracdo, devido a vasodilatagdo. Isto se deve a acdo de mediadores
sobre as células endoteliais venulares, entre os quais se destacam histamina, bradicinina,
leucotrienos, fator de ativagdo plaquetaria (PAF), o componente do sistema complemento
(C5a), taquicininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (Brain e Williams, 1985;
Hua e Lundberg, 1986). O recrutamento ¢ adesdo de leucécitos é um processo complexo e
multimediado cuja realizacao se da na presenca de agentes quimiotaticos, através de interagdes
moleculares entre as moléculas de adesdo presentes nos leucocitos, nas células endoteliais e

ligantes da matriz extracelular (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Vesteweber e Blanks,
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1999). Além desses mediadores citados anteriormente, o oOxido nitrico (NO) atua
principalmente como vasodilatador, mas também, em condi¢des basais regula a expressao de
moléculas de adesdao no endotélio vascular e nos leucocitos (Furchgott e Vanhoutte, 1989;
Moncada e Higgs, 2006), sendo assim um importante mediador da resposta inflamatoria.

Outro tipo celular importante para o desencadeamento da inflamagdo causada por
venenos ofidicos ¢ o mastocito. Os mastocitos sdo células residentes que estdo localizados
principalmente ao redor dos vasos sanguineos e sdo caracterizados pela presenca de grandes
granulos que contém heparina, aminas (histamina e serotonina) e proteoglicanos. As aminas
desempenham papel importante no aumento de permeabilidade vascular de natureza alérgica,

mas também sdo alvo para a agao de componentes de venenos ofidicos, como as fosfolipases.

L.5. Fosfolipases A, (PLA )

As fosfolipases sdo enzimas que catalisam a hidrolise, em quatro posigdes, dos
fosfoglicerideos (lipideos formados pela esterificacdo de dois 4cidos graxos na primeira e
segunda hidroxila do glicerol e de um grupamento fosforico na terceira hidroxila).

Dependendo da posi¢ao da hidrdlise, as fosfolipases recebem diferentes designagoes.
As PLA;s (fosfatidil-acil-hidrolases; EC 3.1.1.4) atuam na posi¢do sn-2 da ligacdo acil-éster
de fosfoglicerideos (Figura 2), gerando como produtos desta hidrélise, quantidades

equimolares de um acido graxo e de um monoacilfosfatidil (lisofosfatidil), (Kini, 2005).
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Figura 2. Sitio de ag¢do das PLA;, nos fosfolipideos de membrana. Essas enzimas agem
catalisando a clivagem do residuo de acido graxo na posicao sn-2. Em R; sdo encontrados
acidos graxos saturados (freqiientemente Ci;s e Cjg), em R, sdo encontrados
predominantemente acidos graxos insaturados (principalmente Cp4) € em Rj3 € encontrado um

grupo cabeca polar como colina, etanolamina ou inositol.

E interessante ressaltar que as PLA,s sio enzimas importantes na sinalizagdo celular,
pois ao catalisar a lise de fosfolipideos de membrana, geram mediadores biologicamente
ativos como as prostaglandinas, prostaciclina, tromboxanos, leucotrienos e o fator de ativagdo
plaquetaria (Flower e Blackwell, 1976, Snyder, 1989, Kini, 1997). A produgdo desses
mediadores lipidicos pro-inflamatérios faz dessas enzimas um importante alvo terapéutico
para o tratamento das doengas inflamatorias. Além disso, as PLA;s provenientes de venenos
apresentam grande homologia com a PLA; enddgena, sendo capazes de reproduzir varios dos
efeitos observados no processo inflamatério, podendo entdo ser utilizadas como ferramentas
experimentais (Dennis 1994, Gutierrez e Lomonte, 1995).

As PLAjs podem ser divididas em dois grupos: as extracelulares, de baixo peso
molecular (14-18 kDa), também denominadas fosfolipases pancreaticas ou secretadas

(sPLA»s); e as intracelulares, de alto peso molecular (31-110 kDa), também denominadas
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fosfolipases citosolicas (cPLA;s), onde se inserem as PLA;s enddgenas independentes de
calcio (1IPLA;s)

As PLA;s extracelulares ocorrem abundantemente na natureza e, geralmente, requerem
Ca”" para desempenharem sua atividade catalitica. O suco pancreatico dos mamiferos e os
venenos de serpentes estdo entre as fontes mais ricas em PLA; extracelulares (Verheij e cols.,
1981). Ao contrario das PLA;s pancreaticas, as PLA;s provenientes de venenos podem
produzir potentes efeitos farmacoldgicos, tais como: neurotoxicidade (pré e pos-sinaptica),
miotoxicidade (local e sistémica), cardiotoxicidade, efeito anticoagulante, indutor de
agregacao plaquetaria, inibidor de agregacdo plaquetaria, atividade hemolitica,
convulsionante, hipotensiva, anti-hemorragica, edematogénica e lesdo de orgdos e tecidos
(Kini, 1997). Ao comparar as seqiiéncias de aminoacidos desses dois tipos de PLA;s, observa-
se que sdo poucas as substituigdes de residuos de aminodcidos que convergem PLA;s
pancreaticas em PLAjs de venenos ofidicos que sdo altamente toxicas, com especificidade
para atuar em diferentes tecidos (Carredano e cols., 1998).

Embora apresentem efeitos farmacoldgicos diferentes, as diversas PLA»s de venenos
ofidicos apresentam alta homologia (cerca de 40 a 99%) entre suas seqiiéncias de
aminoacidos. Por essa razdo, ndo ¢ facil correlacionar as atividades farmacolédgicas de cada
PLA, com suas diferengas estruturais. Assim, o estudo da relacdo entre estrutura e funcao
desse grupo de proteinas ¢ complexo e desafiante (Kini, 2005).

Inicialmente, as PLAj;s foram divididas em trés grandes grupos com base na
localizagdao celular, seqiiéncia de aminoacidos, massa molecular, presenca de pontes
dissulfidicas intramoleculares e necessidade de calcio para a atividade enzimatica (Heinrikson

e cols., 1977; Davidson e Dennis, 1990). A medida que foram sendo descobertas novas PLA;s,
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essa classificagdo ficou obsoleta. Six e Dennis (2000) propuseram uma reclassificagao para as
PLA;s, dividindo-as em 11 grupos (I-XI), conforme detalhado a seguir.

O grupo I compreende as PLA;s provenientes dos venenos de serpentes das familias
Elapidae e Hydrophidae ¢ de pancreas de mamiferos. O grupo II compreende as PLA;s dos
venenos de Crotalidae e Viperidae e do fluido sinovial humano e plaquetas (Murakami e cols.,
1995). O grupo III compreende as PLAs provenientes de veneno de abelhas e do lagarto do
género Heloperma. As cPLAj;s foram isoladas inicialmente do citosol de plaquetas e
monocitos e expressam sua atividade catalitica na presencga de concentragdes micromolares de
calcio ou na presenca de fosfatidil inositol 4-5-bifosfato (Dennis, 1994; Mosior e cols., 1998),
sendo classificadas como enzimas do grupo IV. O grupo V estd representado pelas sPLAs
encontradas em tecidos de mamiferos (14 kDa), especialmente em resposta a estimulos
inflamatorios; o grupo VI € representado por PLA;s independentes de calcio (iPLA;, 85 kDa);
os grupos VII e VIII compreendem enzimas denominadas PAF acetil-hidrolases a ¢ b
respectivamente (45 kDa), sendo encontradas na circulagdo sanguinea da maioria dos animais
e no cérebro de bovinos; o grupo IX ¢ constituido de sPLA;s isoladas de veneno de caramujo
marinho também denominadas de conodipina M; o grupo X compreende sPLA;s encontradas
em leucécitos, figado, timo e células endoteliais alveolares; e finalmente, o grupo XI ¢
constituido pelas sPLA,s de plantas (Six e Dennis, 2000). Posteriormente, também foram
descritos os grupos XII, constituido por sPLA, distribuida em varios tecidos como coragao,
figado e musculo esquelético (Gelb e cols., 2000), e XIII, presentes no capsideo de parvovirus
(Cannan e cols., 2004).

As PLA;s isoladas de serpentes do género Bothrops geralmente possuem um residuo
aspartato na posi¢io 49 (Asp49), altamente envolvido com o sitio de ligagdo ao Ca*". Porém,

em algumas destas enzimas, o residuo aspartato na posicao 49 ¢ substituido por lisina (Lys49),
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o que impede uma ligacdo eficiente ao Ca’" (Maraganore e cols., 1984; van den Bergh ¢
cols.,1989). Dessa maneira, no grupo II podem ser encontradas PLA;s Asp49 e Lys49, sendo
que as ultimas sdo desprovidas de atividade enzimatica ou possuem atividade muito baixa,
devido a substitui¢do do aspartato por lisina. Além disso, pelo menos duas variantes com um
residuo de serina ocupando a posicao 49 (PLA; Ser49) foram descritas (Krizaj e cols., 1991;
Polgar e cols., 1996).

Existem evidéncias significativas de que a atividade catalitica das PLA,s ndo ¢
necessaria para gerar uma desorganizagdo de membrana (Diaz-Oreiro e Gutiérrez, 1997).
Varios trabalhos demonstram que as PLA,s miotdxicas sdo proteinas basicas e que apresentam
um grande contetido de residuos de lisina na regido C-terminal. Segundo Gutiérrez ¢ Lomonte
(1995) as PLA;s poderiam se ligar a determinados “sitios” com carga parcial negativa na
membrana, que serviriam de ancoragem para as estas proteinas. Unidas assim a membrana
celular, poderiam gerar uma desorganiza¢do conformacional da membrana, levando a uma
alteracdo na permeabilidade e conseqiiente destrui¢do celular. Miotoxinas com estrutura
molecular de PLA, s3o as principais responsaveis pela necrose do musculo esquelético
descrito nas vitimas do envenenamento por serpentes (Mebs e Ownby, 1990). Estudos
subseqiientes com a miotoxina II purificada de veneno de Bothrops asper, confirmaram que a
regido 115-129, rica em aminoécidos basicos e hidrofobicos, estava envolvida ndo somente ao

seu efeito miotoxico in vivo, mas também com a atividade citotoxica (Lomonte e cols., 2003).

1.6. PLA; secretorias e o processo inflamatorio
As PLA;s sdo enzimas importantes na sinaliza¢do celular, pois sdo capazes de lisar
fosfolipideos de membrana, liberando o 4cido araquidonico que, através da acdo das

ciclooxigenases (COXs), ¢ metabolizado nos endoperdxidos ciclicos, que por sua vez levam a
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formacdo das prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos. O acido araquidonico também
pode ser metabolizado pela via da 5-lipoxigenase, formando os leucotrienos (Flower e
Blackwell, 1976). Através da acdo das PLA;s sobre fosfolipideos de membrana contendo
colina pode ser formado o PAF (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina), reagdo que
ocorre em duas etapas tendo como intermedidrio o liso-PAF  (1-O-alquil-2-
lisoglicerofosfocolina) (Snyder, 1989). A producdo desses mediadores lipidicos pro-
inflamatorios faz dessas enzimas um importante alvo terapéutico para o tratamento das
doengas inflamatorias.

Para o estudo do papel das PLAj;s no processo inflamatorio, PLA;s exodgenas
provenientes de venenos (ofidicos e de abelhas), ¢ de pancreas de mamiferos sdo amplamente
utilizadas, pois apresentam grande homologia com a PLA, enddgena, sendo capazes de
reproduzir varios dos efeitos observados no processo inflamatorio (Dennis 1994, Gutierrez ¢
Lomonte, 1995).

Essa capacidade foi primeiramente descrita quando se observou que sPLAjs
derivadas de venenos ofidicos provocavam edema de pata de rato (Brain e cols., 1977) e
desgranulagdo de mastocitos in vivo (Damerau e cols., 1975). A partir dai desenvolveram-se
varios trabalhos mostrando que a administragdo de diferentes sPLA;s ofidicas em animais in
vivo leva a efeitos inflamatdrios locais caracterizados principalmente pelo aumento da
permeabilidade vascular e formacdo de edema. A partir dai, muitos outros trabalhos foram
desenvolvidos e Wang e Teng (1990) sugeriram que as sPLA;,s poderiam induzir efeitos pro-
inflamatorios por pelo menos trés mecanismos diferentes: atividade enzimatica, quantidade de
sitios positivos e presenga de um sitio farmacoldgico com participacdo de residuos positivos.
Posteriormente, também foram identificados e classificados dois tipos de receptores para

PLA;s: N (neuronal) e M (muscular) (Lambeau e Lazdunski, 1999).
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Trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram que PLAj;s homologas isoladas dos
venenos de Bothrops jararacussu (bothropstoxinas I e II) aumentam significativamente a
permeabilidade vascular em ratos por mecanismo dependente de desgranulagdo de mastocitos
(Landucci e cols., 1998). O mesmo foi observado para uma homologa Lys-49 de PLA,, a
piratoxina I (proveniente do veneno de Bothrops pirajai; Landucci e cols., 2000). Também foi
demonstrado que essas PLA,s promovem infiltracdo de leucocitos para a cavidade pleural de
ratos através de mecanismos nao relacionados a ativacdo de mastdcitos pleurais ou a atividade
enzimatica dessas enzimas (de Castro e cols., 2000). Além disso, Gambero e cols. (2002)
examinaram a habilidade dessas PLLA;s e daquelas provenientes dos venenos de Apis mellifera
e Naja mocambique mocambique em induzir quimiotaxia de neutrofilos. Esses autores
verificaram que as mesmas sdo capazes de atrair neutrofilos humanos in vitro por um
mecanismo independente da atividade fosfolipasica, envolvendo interagdes destas proteinas
com os sitios de ligagdo para heparina/heparan na superficie celular, levando a liberag¢ao de
leucotrieno B4 (LTB4) e PAF. Recentemente, foi demonstrado que as PLA, secretérias sdo
capazes de induzir pancreatite aguda em ratos (Camargo et al., 2005).

O isolamento de uma nova PLA, proveniente do veneno de Lachesis muta muta
(Damico e cols., 2005b) permite que sejam realizados experimentos para o entendimento de
suas agOes edematogénicas, comparativamente ao veneno total, para melhor compreensao das
caracteristicas inflamatorias do envenenamento por essa espécie. Além disso, pouco se sabe
sobre os mecanismos envolvidos na inflamagao induzida por esse veneno bruto ou por essa

toxina isolada, apenas sugere-se que suas agoes sejam semelhantes aos venenos bothropicos.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste projeto foram investigar a capacidade do veneno de L. m.
muta ¢ da PLA; isolada (LmTX-I) de induzir inflamagao em modelos in vivo (edema de pata e
de pele) e in vitro (desgranulagdo de mastdcitos), bem como a participacdo de alguns

mediadores inflamatorios.

Os objetivos especificos foram:
1) Caracterizar o veneno bruto de L. m. muta e a LmTX-I quanto a capacidade de

induzir edema de pata e de pele e desgranulagdao de mastocitos.

1) Investigar os mediadores farmacoldgicos envolvidos utilizando o modelo de edema
de pele, avaliando a participagdo de aminas de mastdcitos, derivados do acido
araquidonico, substancia P, 6xido nitrico (NO), bradicinina e fator de ativagao

plaquetaria (PAF) pela utilizacao de tratamentos farmacoldgicos especificos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais
Foram utilizados ratos machos adultos, da espécie Wistar (150-250 g), provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Os
animais foram mantidos com agua e ragdo ad libitum e, dependendo do protocolo
experimental, os mesmos foram mantidos conscientes ou anestesiados de forma apropriada
com tiopental sdédico ou halotano. Os protocolos experimentais foram analisados e aprovados
pela Comissdo de Etica em Experimenta¢io Animal (CEEA - IB/JUNICAMP) sob o protocolo

numero 1273-1.

3.2. Obtencdo do veneno de L. m. muta
O veneno bruto foi obtido da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). A LmTX-I foi
isolada a partir desse veneno através de colaboracao com o Prof. Dr. Sérgio Marangoni e a
Dra. Daniela C. S. Damico, ambos do Laboratério de Quimica de Proteinas do Departamento

de Bioquimica do Instituto de Biologia/UNICAMP.

3.2.1. Purificacdo da LmTX-I

A LmTX-I foi purificada conforme a metodologia descrita por Damico e cols (2005b).
Resumidamente, uma aliquota do veneno (45 mg) foi dissolvida em tampao bicarbonato de
amoénio 0,2 mol/L, pH 8,0, e aplicado em uma coluna superdex 75 (I cm x 60 cm),
previamente equilibrada com a mesma solugdo tampao. As fragdes protéicas (1-5) foram
eluidas no fluxo constante de 0,3 mL/min e o perfil de elui¢ao foi monitorado a 280 nm, sendo

posteriormente liofilizadas e conservadas a -20°C. A fragdo 3 (5 mg), com atividade
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fosfolipasica, obtida na cromatografia anterior foi dissolvida em 200 upl de acido
trifluoroécetico (TFA 0.1%, v/v). A solucdo resultante foi clarificada por centrifugacdo a
10.000 rpm por 3 min e o sobrenadante aplicado a uma coluna C18 p-bondapack (0,78 cm x
30 cm; Waters 991 - PDA system). As novas fragdes obtidas nesta cromatografia foram
eluidas através de um gradiente ndo linear (0-54%, v/v) de acetonitrila (solvente b), no fluxo
constante de 1.0 mL/min durante 40 min. A fragdo resultante da coluna C18, que apresentou
atividade fosfolipasica, foi submetida a mais um passo de purificacio em HPLC de fase
reversa usando uma coluna C8 (0.46 cm x 15 cm; Jones Chromatography Genesis), com um
gradiente linear de 20-35% de acetonitrila por 90 min no fluxo constante de 1.0 mL/min. O
perfil de eluicdo para ambas as andlises foi monitorado a 220 e 280 nm, e as fragdes coletadas

foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C.

3.3. Edema de pata induzido pelo veneno de L. m. muta e LmTX-I em ratos

Os animais (150-200 g) foram anestesiados superficialmente com halotano e
submetidos a inje¢do subcutidnea na regido plantar da pata traseira esquerda de 100 uL de
salina (0,9%), veneno bruto (0,3-3 ng/pata) ou LmTX-I (0,1-1 pg/pata) dissolvidos em
solucdo fisiologica. O volume da pata foi medido através de um hidropletismometro (modelo
7150, Ugo Basile, Italia), imediatamente antes da injecdo (basal) e em intervalos de tempo de
15, 30, 60 e 120 min apods a injecao dos agentes edematogénicos.

Os resultados foram expressos como variagdo do volume da pata (mL) em relagdo ao
valor basal. Também foram calculados os valores de area sob a curva (ASC) para cada dose

injetada.
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3.4. Medida da permeabilidade vascular na pele dorsal de ratos apés injegcdo do veneno

de L. m. muta

A técnica de edema de pele foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Brain e Williams (1985). Os ratos (200-250 g) foram anestesiados pela via intraperitoneal com
tiopental sodico (50 mg/kg) e doses de manutengdo foram administradas se necessarias. Apds
a depilagdo do dorso do animal, foi injetado albumina humana marcada com '*°I (2,5uCi/kg)
juntamente com azul de Evans (utilizado apenas como marcador visual) por via intravenosa.
Os agentes em teste foram preparados em solucdo Tyrode e injetados intradermicamente (em
duplicata) em volume de 100 pL, utilizando-se uma distribui¢do randdmica dos sitios na pele
dorsal. Dessa maneira foram injetados solugdo Tyrode (veiculo), veneno bruto (0,03-10
pg/sitio), LmTX-I (0,003-0,3 pg/sitio) ou o composto 48/80 que ¢ um agente desgranulador de
mastocitos (C48/80; 1 pg/sitio) usado como controle positivo. Ap6s 30 minutos da injecdo dos
agentes, os animais dos grupos controle e tratado tiveram uma amostra de aproximadamente 3
mL de sangue coletada através de puncao cardiaca. O animal foi entdo sacrificado injetando-se
dose letal de tiopental sodico e realizando-se deslocamento cervical. A pele dorsal foi
removida, os sitios injetados foram cortados com instrumento circular cortante (15 mm de
diametro) e a radioatividade presente em cada sitio, bem como nas amostras de plasma (obtido
apos centrifugacdo do sangue por 10 min a 1000g), foi quantificada em contador gama. O
edema formado em cada sitio foi calculado a partir da radioatividade presente no plasma e

expresso como volume de plasma extravasado.
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3.4.1. Tratamentos farmacolégicos

Diversas drogas foram utilizadas para investigar os mediadores envolvidos no edema

de pele de ratos induzido pelo veneno bruto de L. m. muta (1 pg/sitio) e pela LmTX-I (0,1

ng/sitio), conforme indicado na Tabela 1. Os veiculos utilizados para as drogas nao

interferiram na indugao de extravasamento plasmatico na pele.

Tabela 1. Doses e vias de administracdo de antagonistas usados para estudar as mudangas na

permeabilidade vascular causada pelo veneno bruto de L. m. muta e pela LmTX-L

Drogas

Ciproeptadina

Indometacina

Mepiramina

PCA4248

SR140333

L-NAME

Icatibant

Acdo

Antagonista de receptores
H,e 5-HT;

Inibidor ndo seletivo de
cicloxigenases
Antagonista de receptor
H,

Antagonista do receptor
de PAF

Antagonista de receptor
NK;

Inibidor ndo seletivo da

sintese de NO

Antagonista de receptor

B,

Dose

2 mg/kg

5 mg/kg

6 mg/kg

5 mg/kg

1 nmol/sitio

100 nmol/sitio

0,6 mg/kg
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Via e tempo de

administracdo

1.p., 30 min antes

1.p., 1 h antes

1.v., 15 min antes

1.v., 1 h antes

Co-injecao

Co-injegdo

1.p., 15 min antes

Referéncia

Camara e

cols., 2003
Barbosa e
cols., 2003
Barbosa e
cols., 2003
Filliatre e
cols., 2001
Cémara e
cols., 2003
Ridger e
cols., 1997

Costa e cols.,

2001

Veiculo

utilizado
DMSO

50%
Carbonato
de sodio 5%

Salina
DMSO
50%
Tyrode

Tyrode

Salina



3.5. Desgranulacdo de mastocitos peritoneais de ratos “in vitro”

3.5.1. Purificacao de mastocitos peritoneais

Mastocitos provenientes da cavidade peritoneal de 5-6 animais foram purificados em
gradiente de percoll como descrito previamente por Enerback e Svensson (1980). Os ratos
foram exsanguinados sob anestesia ¢ 10 mL de solucdo de tampao fosfato Krebs-Ringer
(KRP) de composi¢cdo (em mmol/L) NaCl 150; KCIl 6,1; Na,HPO,4 10; MgSO47H,0 1.5;
CaCl,2H,0 42,9 e glicose 5.6 com pH ajustado para 7,4 foi injetado na cavidade peritoneal. O
abdomen foi massageado, o fluido coletado em tubo conico de polipropileno e centrifugado
(300 g, 5 min, 4°C). O precipitado resultante (no qual os mastdcitos representam cerca de 10%
das células) foi ressuspendido em KRP e submetido a gradiente isotdnico de percoll durante
10 min a temperatura ambiente, antes de ser centrifugado por 25 min (150 g, 4°C). A zona do
gradiente (pellet) que contém os mastdcitos foi separada e lavada duas vezes com KRP. Foi
feita contagem total de células em camara de Newbauer e contagem diferencial para
certificagdo da pureza das células obtidas. A viabilidade dos mastécitos foi avaliada com o
corante azul de Tripan. Obteve-se suspensdes de mastocitos com pureza maior que 95% e

viabilidade maior que 98%.

3.5.2. Liberacao de histamina de mastocitos peritoneais

Aliquotas da suspensdo de mastocitos (0,5 mL) foram incubadas a 37°C por 10 min
(5% COy). Os estimulos tais como veneno bruto (0,3-10 pg/mL), LmTX-I (0,1-3 pg/mL) ou
C48/80 (1 pg/mL, controle positivo) foram adicionados a suspensdo (perfazendo um volume
final de 1 mL e concentragdo final de 2 x10° células/mL), incubados por 15 min (37°C; 5%

CO,) e a reagdo foi interrompida colocando-se os tubos teste em banho de gelo. As células
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foram centrifugadas (450g, 10 min) e o sobrenadante removido e colocado em outro tubo
teste. Ao sobrenadante e ao precipitado foram adicionados respectivamente 100 uL de HCI
Imol/L e 1 mL de HCI 0,1 mol/L (ambos preparados em KRP) e os tubos foram colocados em
banho fervente por 10 min para liberagdo da histamina residual. As concentra¢des de
histamina foram determinadas por espectrofluorometria (Shore e cols., 1959; Giraldelo e cols.,
1994), através da reagdo da histamina com o-ftaldialdeido (80 pL, solugdo 1% em metanol em
meio basico). A liberacdo de histamina foi expressa como porcentagem de liberacdo no

sobrenadante em relacdo ao conteudo celular total.

3.6. Anadlise estatistica
Os dados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM) para n
experimentos ou animais. Os resultados foram submetidos a andlise da varidncia (ANOVA)
seguida pelo teste modificado de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da injecdo intraplantar do veneno de L. m. muta

A injecdo do veneno de L. m. muta na pata de ratos induziu edema de maneira dose-
dependente. Na menor dose utilizada (0,3 ug/pata; n=5) foi observado aumento significativo
no volume das patas dos ratos nos tempos de 15, 30 e 120 min (mas ndo em 60 min) apds a
injecdo quando comparado ao grupo injetado com salina. Nas doses maiores (1 e 3 pg/pata;
n=5), foi verificado um edema significativo em todos os tempos, quando comparado com os
respectivos valores do grupo salina, com pico em 15 min apds a inje¢ao e que apods 2 h ja foi
diminuido em aproximadamente 40% (Figura 3A). Os valores de area sob a curva foram
aumentados significativamente nas doses de 1 e 3 ug/pata quando comparados com o grupo

salina (Figura 3B).
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Figura 3. Edema de pata induzido pelo veneno de L. m muta. Salina ou veneno bruto (0,3-3
ug/pata, n=5) foram injetados na pata esquerda de ratos no volume de 100 puL e o edema foi
medido de 15 min a 2 h. Os valores foram expressos como média + E.P.M. da variacdo do
volume das patas em mL (painel A) ou valores de area sob a curva (ASC em mL.h; painel B)

para n=5 animais. * P< (0,05 comparado com o grupo salina.
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4.2. Efeito da injecdo intraplantar da LmTX-1
A injecdo da LmTX-I na pata de ratos também induziu edema de maneira dose-
dependente. Na menor dose utilizada (0,1 pg/pata; n=5) ndo foram observadas diferencas
significativas em relacdo a injecao de salina (n=5), entretanto, nas doses de 0,3 e 1 pg/pata
(n=5 cada) foi verificado um edema significativo na maioria dos tempos em comparacao com
os respectivos valores do grupo salina, com pico em 15 min apds a inje¢ao e que apos 2 h foi
diminuido em aproximadamente 50% (Figura 4 A). A analise dos dados na forma de area sob

a curva confirmou o efeito edematogénico dose-dependente da LmTX-I (Figura 4 B).
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Figura 4. Edema de pata induzido pela LmTX-I. Salina ou LmTX-I (0,1-1 pg/pata) foram
injetadas na pata esquerda de ratos no volume de 100 puL e o edema foi medido de 15 min a 2
h apos a injecdo. Os valores foram expressos como média + SEM da varia¢do do volume das

patas em mL (painel A) ou valores de area sob a curva (ASC em mL.h; painel B) para n=5

LmTX-I (pg/pata)

animais. * P< 0,05 comparado com o grupo salina.
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4.3. Efeito da injecdo do veneno de L. m. muta na pele dorsal de ratos
Quando injetado na pele dorsal de ratos, o veneno de L. m. muta (0,03-10 pg/sitio, n=5)
causou aumento do extravasamento de proteinas plasmaticas de maneira dose-dependente
(Figura 5). A injecdo do C48/80 (1 pg/sitio, n=5) aumentou significativamente (P<0,05) o
extravasamento plasmatico na pele dorsal de ratos quando comparado aos sitios injetados com

Tyrode (89,09£7,55 e 2,7+2,4 respectivamente para sitios injetados com C48/80 e Tyrode). A

dose de 1 pg/sitio foi escolhida para os experimentos subseqiientes.
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Veneno de L. m. muta
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Figura 5. Extravasamento de proteinas plasmaticas na pele induzido pelo veneno de L. m
muta. Tyrode ou veneno L. m. muta (0,03-10 pg/sitio) foram injetados na pele de ratos no
volume de 100 puL e o edema foi medido apds 30 min. Os valores foram expressos como
média + SEM de pL de plasma extravasado para n=5 animais. * P< 0,05 comparado com os

sitios injetados com Tyrode.

51



4.4. Efeito da injecdo da LmTX-I na pele dorsal de ratos
A injecao de LmTX-I (0,003-0,3 pg/sitio) na pele dorsal de ratos causou aumento do

extravasamento de proteinas plasmaticas de maneira dose-dependente, a partir da dose de 0,01

ug/sitio (Figura 6). A dose de 0,1 pg/sitio foi escolhida para os préximos experimentos.
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Figura 6. Extravasamento de proteinas plasmaicas na pele induzido pela LmTx-I. Tyrode ou
LmTX-I (0,003-0,3 ug/sitio) foram injetados na pele de ratos no volume de 100 pL e o edema
foi medido ap6s 30 min. Os valores estdo expressos como média = SEM de puL de plasma

extravasado para n=5 animais. * P< (0,05 comparado com os sitios injetados com Tyrode.
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4.5. Investigagdo dos mediadores inflamatorios: tratamentos farmacolégicos

4.5.1. Envolvimento das aminas derivadas de mastdcitos

Para investigar o papel das aminas derivadas de mastocitos, os ratos foram pré-tratados
com ciproeptadina (2 mg/kg) ou mepiramina (6 mg/kg). Ambos os tratamentos reduziram
significativamente o extravasamento de proteinas plasmaticas na pele de ratos induzido pelo
veneno de L. m. muta (1 pg/sitio, n=5) ou LmTX-I (0,1 pg/sitio, n=5; Figura 7 A e B,
respectivamente). Nos ratos tratados com ciproeptadina o extravasamento plasmatico causado
pelo composto 48/80 (1 pg/sitio) foi significativamente reduzido (150,5 +17,6 e 11,4 £4,8 pL,
para ratos controles ou tratados respectivamente, n=5), bem como o pré-tratamento com
mepiramina também aboliu o extravasamento de proteinas plasmaticas induzido por histamina
(30 nmol/sitio. 52,3 48,6 e 7,2 £3,0 uL, para ratos controles ou tratados respectivamente, n=5).

Esses tratamentos ndo afetaram o valor basal observado nos sitios injetados com Tyrode

(Figura 7).
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Figura 7. Efeito inibitério da ciproeptadina (2 mg/kg; Painel A) ou mepiramina (6 mg/kg;

Painel B) no extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pelo veneno de L. m. muta (1

ug/sitio) ou LmTX-I (0,1 pg/sitio). Os valores estdo expressos como média + SEM de pL de

plasma extravasado para n=5 animais. * P< 0,05 comparado com os respectivos sitios

controles.
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4.5.2. Liberacao de histamina de mastocitos
O veneno de L. m. muta (0,3-10 pug/mL) induziu a liberacao de histamina de mastocitos
peritoneais de ratos. Isso também foi observado para a LmTX-I nas concentragdes de 0,1 a 3

ug/mL (Figura 8).
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Figura 8. Libera¢do de histamina de mastdcitos peritoneais induzida pelo veneno de L. m.
muta (0,3-10 pg/mL) e LmTX-I (0,1-3 pg/mL). Os resultados representam a média + S.E.M.

de 3 experimentos realizados em duplicata. * P< 0.05 comparado com a liberagdo espontanea

(Krebs).
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4.5.3. Participacdo de metabdélitos da COX e de PAF

O pré-tratamento dos ratos com indometacina (5 mg/kg), um inibidor ndo-seletivo de
COX, diminuiu significativamente o extravasamento de proteinas plasmaticas na pele
induzido pelo veneno de L. m. muta (1 pg/sitio, n=5) ou pela LmTX-I (0,1 pg/sitio, n=5) como
mostrado na Figura 9 A. O pré-tratamento com o antagonista de PAF, PCA4248 (5 mg/kg),
ndo afetou o extravasamento induzido pelo veneno bruto, entretanto, reduziu
significativamente o extravasamento induzido pela LmTX-I (Figura 9 B). Ambos os
tratamentos ndo alteraram significativamente os valores basais observados nos sitios injetados

com Tyrode.
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Figura 9. Efeito da indometacina (5 mg/kg; Painel A) ou PCA4248 (5 mg/kg; Painel B) no
extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pelo veneno de L. m. muta (1 pg/sitio) ou
LmTX-I (0,1 pg/sitio). Os valores estdo expressos como média + SEM de puL de plasma

extravasado para n=5 animais. * P< 0,05 comparado com os respectivos sitios controles.
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4.5.4. Papel do NO e receptores NK;

A participacdo do NO no extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pelo
veneno de L. m. muta ¢ LmTX-I foi investigado através da co-inje¢do de L-NAME (100
nmol/sitio). Esse inibidor ndo seletivo da sintese de NO reduziu significativamente o
extravasamento plasmatico induzido pelo veneno de L. m. muta (1 pg/sitio, n=5), mas nao
afetou o extravasamento basal induzido pela LmTX-I (0,1 pg/sitio, n=5; Figura 10 A). O
tratamento ndo alterou significativamente os valores basais observados nos sitios injetados
com Tyrode.

Investigamos também, a participagdo da substdncia P, um neuropeptideo pro-
inflamatorio que age principalmente via receptor NK; na atividade inflamatoria na pele dorsal
de ratos utilizando o antagonista SR140333. A co-inje¢ao do SR140333 (1 nmol/sitio, n=5),
um antagonista de receptor NK;, diminui significativamente o extravasamento plasmatico na
pele de ratos induzido pelo veneno de L. m. muta (1 pg/ sitio). Entretanto, o extravasamento de
proteinas plasmaticas induzido pela LmTX-I (0,1 pg/sitio, n=5) ndo foi alterado pela co-
injecdo do SR140333 (Figura 10 B). O agonista de receptor NK;, GR73632 (100 pmol/sitio,
n=5), causou aumento do acimulo de plasma na pele de ratos que foi completamente abolido
pelo SR140333 (35,9 £4,3 e 8,5 + 3,5 uL, para sitios controles e co-injetados com SR140333

respectivamente, n=>5).
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Figura 10. Inibicao do extravasamento de proteinas plasmaticas induzida pelo veneno de L. m.
muta, mas nao pela LmTX-I mediante inibi¢ao da sintese ndo seletiva de NO (Painel A) ou de
receptor NK; (Painel B). L-NAME (100 nmol/sitio) ou SR140333 (1 nmol/sitio) foi co-
injetado com veneno de L. m. muta (1 pg/sitio), LmTX-I (0,1 ug/sitio) ou tyrode. Os valores
estao expressos como média £ SEM de puL de plasma extravasado para n=5 animais. * P< 0,05

comparado com os respectivos sitios controles.
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4.5.5. Papel dos receptores de bradicinina do tipo B,

A participagdo dos receptores B, preferenciais para bradicinina, no extravasamento de
proteinas plasmaticas induzido pelo veneno de L. m. muta e LmTX-I foi investigado através
do pré-tratamento com icatibant (0,6 mg/kg), um antagonista do receptor B,.

O pré-tratamento dos ratos com icatibant (0,6 mg/kg) ndo afetou o extravasamento
plasmatico na pele induzido pela LmTX-I (0,1 pg/sitio, n=5), entretanto, reduziu
significativamente o extravasamento plasmatico induzido pelo veneno de L. m. muta (1
ug/sitio, n=5) como mostrado na Figura 11. Nos ratos pré-tratados com icatibant o
extravasamento de proteinas plasmaticas causado pela bradicinina (30 nmol/sitio, n=5) foi
significativamente diminuido, validando o tratamento usado (160,3 £+ 6,8 ¢ 85,0 = 3,7 uL de

plasma, para os sitios de animais controles ou pré-tratados respectivamente, n=5).
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Figura 11. Efeito inibitério do Icatibant (0,6 mg/kg) no extravasamento de proteinas
plasmaticas induzido pelo veneno de L. m. muta (1 pg/sitio), mas nao pela LmTX-I (0,1
ug/sitio). Os valores estdo expressos como média = SEM de uL de plasma extravasado para

n=5 animais. * P< 0,05 comparado com os respectivos sitios controles.
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5. DISCUSSAO

E conhecido que o veneno laquético apresenta atividades fisiopatologicas semelhantes
as do veneno bothrépico, ou seja, atividade coagulante, proteolitica, hemorragica e
inflamatéria aguda. E relatada ainda, uma atividade cininogenase no veneno de Lachesis muta,
que poderia explicar em parte, algumas alteragdes clinicas denominadas de ‘“neurotdxicas”
(Diniz e Oliveira, 1992). Observa-se um quadro neurotdxico no envenenamento por L. muta,
fato ndo relatado no acidente bothrépico (Jorge e cols., 1997).

O envenenamento por Bothrops causa principalmente efeitos locais caracterizados por
inflamacao, dor, hemorragia ¢ mionecrose (Gutierrez e cols., 1984; Trebien e Calixto, 1989,
Chacur e cols., 2001; Carneiro e cols., 2002). Em modelos inflamatorios ¢ descrito que os
venenos bothrdpicos causam inflamagdo caracterizada por infiltrado de leucdcitos, edema,
extravasamento de proteinas plasmaticas, os quais sdo efeitos decorrentes da acdo de
mediadores como aminas derivadas de mastocitos, mediadores derivados da a¢do das
ciclooxigenases, bradicinina ¢ mediadores quimiotaxicos dentre outros (Trebien e Calixto,
1989; Chaves e cols., 1995; Farsky e cols., 1997).

A resposta inflamatoria local do veneno de Lachesis muta muta tem sido pouco
estudada. O tratamento utilizado no envenenamento por Lachesis ¢ um problema de saude
publica na regido amazonica, onde o procedimento adotado ¢ a utilizagdo do antiveneno
bothropico cuja eficacia para neutralizar os efeitos letais do veneno laquético ¢ considerada
ainda incerta (Jorge e cols., 1997; Felicori e cols., 2005). Achados recentes aperfeicoaram a
producdao do antiveneno especifico para Lachesis por remoc¢do de um dos componentes
presentes no veneno, o qual possui atividade imunossupressora que impedia a producao de

anticorpos anti-Lachesis (Stephano e cols., 2000).
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No presente estudo, demostramos que o veneno bruto de L. m. muta induz edema de
pata e extravasamento de proteinas plasmaticas na pele dorsal de ratos de maneira dose-
dependente. Estes dados foram similares aos observados por outra espécie de Lachesis (Soares
de Moura e cols., 1998) e também, por outros venenos bothrépicos incluindo Bothrops asper
(Chaves e cols., 1995; 2006), Bothrops insularis (Barbosa e cols., 2003), Bothrops jararaca
(Trebien e Calixto, 1989) e Bothrops lanceolatus (de Araujo e cols., 2000; de Faria e cols.,
2001; Guimaraes e cols., 2004; Farsky e cols., 2005).

Na pata de ratos verificamos inducdo de edema nas doses de 0,3-3 pg/pata. A LmTX-I
também induziu aumento do volume da pata de ratos de maneira dose-dependente. Tanto o
edema induzido pelo veneno, quanto pela LmTX-I, desenvolveram-se rapidamente com pico
(atividade maxima) antes da primeira hora ap6s a inje¢do, indicando que possivelmente
haveria a participagdo de mastocitos (dada a semelhanga com o efeito da injecdo de composto
48/80 na pata de ratos).

Em modelo de edema de pele observamos que o veneno bruto também induziu
extravasamento de proteinas plasmaticas de maneira dose-dependente em doses variando entre
0,03-10 pg/sitio. Varios trabalhos demonstraram que as aminas derivadas de mastocitos
(histamina e serotonina) sdo importantes mediadores envolvidos na resposta edematdgenica
induzida por veneno bothropico em ratos e camundongos, que podem ser liberadas
principalmente pela acdo das PLA,s presentes nos venenos bothropicos (Gutiérrez e
cols., 1986; Lloret e Moreno, 1993; Chaves e cols.,1998; Landucci e cols., 1998, 2000; Soares
de Moura e cols.,1998; Andrido-Escarso e cols., 2000; Kanashiro e cols.,2002). De fato, ¢
conhecido que o veneno laquético apresenta atividades fisiopatologicas semelhantes as do

veneno bothrdpico e mostramos que ha similaridades na atividade edematogénica.
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Esta bem estabelecido que as PLAjs tém um importante papel no processo
inflamatoério, pois através da ativagdo delas sdo originados precursores lipidicos tais como
mediadores derivados do acido araquidonico e PAF (Teixeira e cols., 2003). As PLA;s obtidas
de venenos de serpentes sao muito utilizadas como ferramentas farmacologicas devido ao fato
de possuirem uma grande homologia estrutural com as isoformas de PLA,s endogenas
humanas e, consequentemente, produzirem mediadores inflamatorios. Pouco ¢ conhecido
sobre a fisiopatologia da LmTX-I, uma PLA; Asp-49 basica isolada do veneno de L. m. muta
(Damico e cols., 2005b).

Nossos dados demonstram que a LmTX-I induz edema de pata e extravasamento de
proteinas plasmaticas na pele dorsal de ratos de maneira dose-dependente e na mesma
magnitude que o veneno bruto. A LmTX-I perfaz aproximadamente 2,5% do veneno bruto
(Damico e cols., 2005b), o que corresponde a aproximadamente 25 ng contidas em 1 pug de
veneno bruto. A LmTX-I induziu extravasamanto de plasma significativamente com doses
maiores que 3 ng/sitio (ver fig. 6), assim sugerindo que boa parte das acdes inflamatorias do
veneno bruto se deve a acdo da LmTX-I. Entretanto, outros componentes do veneno, como
proteases, metaloproteinases ou lectinas devem também contribuir para as propriedades
edematogénicas do veneno bruto.

Estudos anteriores confirmaram que PLA,s de venenos de serpentes sdo capazes de
ativar mastdcitos in vitro levando a liberagdo de aminas (Moreno e cols., 1992; Lau e Roche,
1997; Landucci e cols., 1998; 2000) e quimiotaxia de neutréfilos (Gambero e cols., 2002;
2004). Em estudos in vivo, as PLA;s ofidicas causam edema de pata e extravasamento de
proteinas plasmaticas na pele de rato (Cirino e cols., 1989; Moreno e cols., 1992; Landucci e
cols., 1998; 2000; Camara e cols., 2003), bem como induzem influxo de leucocito (Castro e

cols., 2000), em parte, em consequéncia da liberagdo de histamina e serotonina.
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Em nossos estudos, o tratamento de ratos com mepiramina (antagonista de receptor de
histamina do subtipo 1) ou ciproeptadina (antagonista de receptor de histamina/serotonina)
reduziu significativamente o extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pelo veneno e
pela LmTX-I. Além disso, ambos estimularam mastécitos in vitro levando a liberagao de
histamina, reforcando que a ativagdo de mastocitos locais tem papel importante nas
propriedades edematdgenicas de ambas as substancias.

Os mediadores derivados da ciclooxigenase ¢ PAF s3o importantes mediadores de
diversos tipos de condi¢des inflamatdrias, incluindo aquelas induzidas por venenos e toxinas
isoladas de venenos (Mitchell e cols., 1995, Portanova e cols., 1996).

Em nossos estudos, o tratamento dos animais com indometacina (inibidor nao-seletivo
das ciclooxigenases) reduziu significativamente o extravasamento de proteinas plasmaticas na
pele induzido pelo veneno bruto e pela LmTX-I, indicando importante papel para os
metabolitos do acido araquidonico e estando de acordo com estudos anteriores que
demonstraram redugdo da resposta edematdgenica causada por diferentes venenos bothropicos
pela indometacina, a exemplo de B. jararaca (Trebien e Calixto, 1989), B. asper (Chaves e
cols., 1995), B. lanceolatus (de Aratjo e cols., 2000), B. insularis (Barbosa e cols., 2003), e
também pela L. muta rhombeata (Soares de Moura e cols., 1998), bem como PLA;s isoladas
de venenos (Calhoun e cols., 1989; Fuly e cols., 2002).

Entre os metabolitos derivados da COX, a PGE, produzida por células residentes tem
mostrado um papel critico em diversos tipos de condi¢des inflamatorias como consequéncia de
sua habilidade de potencializar a vasodilatagdo local e, consequentemente, a formagdo de
edema e extravasamento (Brock e Peters-Golden, 2007). Assim sendo, é provavel que o
aumento da permeabilidade microvascular em resposta ao veneno ¢ a LmTX-I seja um efeito

secundario a produgdo de PGE, na regido das arteriolas pré-capilares, levando ao aumento do
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fluxo sanguineo microvascular e extravasamento de proteinas plasmaticas. Recentemente foi
demonstrado que a inje¢do intraplantar de veneno de Bothrops asper € Bothrops jararaca em
camundongos leva a um aumento significativo da concentragdo de PGE; no tecido. Tal
resultado sugere que a liberagdo de PGE, contribui para o aumento da permeabilidade
microvascular levando a formacao de edema (Olivo e cols., 2007). Brain e Williams (1985),
utilizando modelo de edema de pele em coelhos, atribuiram a formagao de edema a uma agao
sinérgica de mediadores que aumentam a permeabilidade microvascular e a vasodilatagdo.

O tratamento dos animais com PCA4248 (antagonista de receptor de PAF) nao afetou
o extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pelo veneno bruto, estando de acordo com
outro estudo que demonstrou que o BN5221, um outro antagonista de receptor de PAF, nao
inibe o edema induzido pelo veneno de B. asper (Chacur e cols., 2001). Entretanto, PCA4248
foi capaz de reduzir o extravasamento de proteinas plasmaticas na pele induzido pela LmTX-I,
provavelmente, devido a atividade fosfoslipasica da LmTX-I (Asp49). As razdes para essa
discrepancia entre o veneno total e a LmTX-I em animais pré-tratados com PCA4248 nido sdo
claras, mas podem estar relacionadas a agdo de outros componentes, além da LmTX-I,
encontrados no veneno bruto.

Sabe-se que a substancia P ¢ liberada de fibras sensoriais aferentes e causa
extravasamento de proteinas plasmaticas agindo principalmente, através de receptores de
taquicinina do subtipo NK; nas vénulas pos-capilares (Holzer, 1998). Estudo anterior
demonstrou que as PLA;s isoladas de venenos de Crotalus durissus (C. d. terrificus, C. d.
collilineatus e C. d. cascavella) causam extravasamento de proteinas plasmaticas na pele de
ratos induzido em parte pelo mecanismo de ativagdo de fibras C (Camara e cols., 2003).
Nossos resultados indicam que a co-injecdo do SR140333, um antagonista seletivo de receptor

NK;, diminuiu significativamente o extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pelo
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veneno de L. m. muta, mas nao afetou a resposta induzida pela LmTX-I. Esses resultados
sugerem que outros componentes no veneno bruto podem ativar as fibras sensoriais levando a
liberagao de substacia P e formag¢ao de edema nao relacionado com a LmTX-I.

O NO ¢ um potente agente vasodilator produzido pelo endotélio e ¢ capaz de modular
o tonus microvascular (Furchgott e Vanhoutte, 1989; Singh e Evans, 1997; Moncada e Higgs,
2006). Inibidores da sintese de NO, tal como o L-NAME, sdo capazes de afetar a interagdo das
células inflamatérias com o endotélio e o extravasamento de proteinas vasculares (Kubes,
1993; Ialenti e cols., 2000; Rumbaut e¢ Huxley, 2002; Ahluwalia e cols., 2004). A
administracao aguda de L-NAME reduz o extravasamento de proteinas plasmaticas na pele de
diferentes espécies animais em resposta a diminui¢do no fluxo sanguineo microvascular
(Hughes e cols., 1990; Ialenti e cols., 1992; Teixeira e cols., 1993; Medeiros e cols., 1995;
Mariani-Pedroso e cols., 1995). Neste estudo, o envolvimento do NO na formagdo de edema
de pele em ratos induzido pelo veneno bruto de L. m. muta ou LmTX-I foi investigado pela
co-injecao de L-NAME. Estudos prévios demonstraram que o NO contribui para a formagao
de edema de pata em camundongos induzido pelo veneno de Bothrops insularis (Barbosa e
cols., 2003) ou Bothrops asper (Chaves e cols., 2006) e também para edema de pata em ratos
induzido pelo veneno de Lachesis muta rhombeata (Soares de Moura e cols., 1998). A co-
injecdo de L-NAME significativamente reduziu o extravasamento de proteinas plasmaticas
induzido pelo veneno de L. m. muta, mas ndo afetou o extravasamento de plasma induzido
pela LmTX-1.

Sabe-se que diferentes vasodilatadores tais como PGE;, PGE,, PGI, (prostaciclina),
taquicininas ¢ CGRP potencializam o aumento da permeabilidade vascular induzida por varios
agentes (Severini e cols., 2002; Brain e Grant, 2004). Interessantemente, a vasodilatagdo

arteriolar ¢ mantida pelas prostaglandinas e/ou fator hiperpolarizante derivado do endotélio
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(EDHF) em camundongos deficientes de eNOS (Sun e cols., 1999; Huang e cols., 2000; Bucci
e cols., 2005). Dessa forma poderiamos sugerir que a formacao direta de prostaglandinas
(especialmente PGI,) proveniente da atividade fosfolipasica da LmTX-I possa superar a falta
de NO local, mantendo assim o tonus vascular e consequentemente o extravasamento de
proteinas plasmaticas na microcirculagao da pele de ratos.

A bradicinina ¢ liberarada a partir do cininogénio de alto peso molecular,
principalmente, pela acdo enzimatica de serinoproteases e calicreinas plasmadticas e exerce
seus efeitos preferencialmente através da ativagdo de receptores B, (Regoli e Barabé, 1980;
Bhoola e cols., 1992). O antagonista de recepetor B,  HOE 140 (icatibant), diminui o
extravasamento plasmatico, o acimulo de leucécitos e os niveis de nitrito/nitrato no fluido
sinovial de coelhos durante artrite induzida pelo veneno de B. jararaca (Guzzo e cols., 2000).

Em nossos estudos, o pré-tratamento com icatibant reduziu significativamente o
extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pelo veneno de L. m. muta, sugerindo que a
formacgao local de cininas contribui para o edema induzido pelo veneno. Por outro lado, o
extravasamento plasmatico induzido pela LmTX-I ndo foi inibido pelo tratamento com
icatibant, indicando que a bradicinina ndo seja um mediador central na resposta inflamatora
induzida pela LmTX-I. De acordo com isto, outros estudos demosntraram que o icatibant ndo
afetou o edema de pele em coelhos induzido por piratoxina-I, uma PLA, Lys-49 isolada de B.
pirajai (Landucci e cols., 2000).

Em resumo, a inje¢do do veneno bruto e da LmTX-I foram capazes de induzir edema
de pata e extravasamento de proteinas plasmaticas na pele dorsal de ratos de maneira dose-
dependente. O extravasamento plasmatico induzido pelo veneno bruto foi significativamente
inibido pelo tratamento com mepiramina, ciproeptadina, L-NAME, SR140333, icatibant e

indometacina, mas ndo pelo tratamento com PCA4248. O extravasamento na pele induzido
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pela LmTX-I foi significativamente inibido pelos tratamentos com ciproeptadina, mepiramina,
indometacina e PCA4248, enquanto que os tratamentos com L-NAME, SR140333 e icatibant
nao causaram efeito. Tanto o veneno bruto quanto a LmTX-I induziram a liberagao de
histamina de mastocitos peritoneais de ratos de maneira concentragao-dependente.

Embora os dados deste estudo ndo sejam suficientes para indicar o mecanismo exato da
acdo do veneno e da LmTX-I, podemos sugerir que a desgranulagao dos mastdcitos in vivo
seja um dos mecanismos iniciais da acdo do veneno bruto. A LmTX-I contribuiria para a acao
inflamatoria do veneno na medida em que induz a desgranulagcdo de mastocitos e a producao
de mediadores derivados do acido araquiddnico. A partir dai, ndo sé a liberagdo de aminas de
mastocitos e a producdo de mediadores lipidicos, mas também a acdo de outros componentes
do veneno bruto atuariam causando um aumento da produgdo de NO, o qual colaboraria para o
extravasamento de liquidos, proteinas plasmaticas e, consequentemente, para a liberagdo de
mediadores derivados do plasma (como a bradicinina). As fibras sensoriais poderiam ser
ativadas inicialmente por constituintes do veneno (mas nao pela LmTX-I) ou durante a
liberagdo de outros mediadores inflamatorios, como as aminas, contribuindo para a liberagao
de neuropeptideos (como a substancia P).

Vale a pena ressaltar que o entendimento do quadro inflamatério que ¢ observado
clinicamente durante o envenenamento por essa espécie de serpente, pode-servir de base para
futuras estratégias direcionadas para minimizar os efeitos inflamatorios do veneno e de suas

toxinas.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados nos permitem concluir que:

il.

111

1v.

V.

O veneno de Lachesis muta muta ¢ a LmTX-I aumentam a permeabilidade
microvascular na pata e pele de ratos por mecanismos parcialmente
envolvendo ativagcao de mastocitos in vivo.

A resposta inflamatoria induzida pelo veneno bruto deve contar com a agao
de outros componentes além da LmTX-I.

Os metabdlitos do acido araquidonico participam para o efeito inflamatdrio
de ambos.

Substancia P, bradicinina ¢ NO medeiam o extravasamento de proteinas
plasmaticas induzido pelo veneno bruto, mas nao pela LmTX-I.

PAF medeia a resposta induzida pela LmTX-I, mas ndo pelo veneno bruto.

De modo geral, pode-se afirmar que esse estudo podera servir de base para futuros

estudos envolvendo estratégias para neutralizar o veneno ¢ os efeitos de suas toxinas.
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