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RESUMO

Os principais objetivos do presente trabalho foram estudar de modo comparativo, as
caracteristicas bioquimicas e imunoldgicas do fator de crescimento do nervo ( NGF ),
isolado a partir do veneno de Crotalus durissus cascavella, uma serpente nativa da caatinga
nordestina, e da saliva de camundongo. Foram também estudadas as a¢des farmacoldgicas
do fator em modelos de inflamagéo e de dor.

Do ffacionamento em Sephadex G-100 do veneno, foi obtida uma fracdo , com um
peso molecular ( PM ) de 14,5-33 kD. A eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
mostrou a presenca de 4 bandas migrando na regido de 16,9-36,3 kD. No fracionamento da
saliva, foi obtida uma fragdo com PM de 25-45 kD, que revelou na eletroforese, a presenca
de 1 banda migrando na regido de 18,2-214 kD. Os resultados apresentados na
imunogeldifusdo, demonstraram que um NGF imunologicamente reativo esta presente nas
fracbes do veneno e da saliva de camundongo em formas moleculares imunologicamente
diferente.

As fragbes mostraram que tem o poder de degranular mastocitos de mesentério de
rato, com um méximo de degranulacdo em tomo de 83% de células degranuladas/campo, na
dose de 100 /zg/ml. O NGF presente nesta fracdo foi o responsavel por tal acdo, ja que a
mesma foi inibida pelo anticorpo anti-NGF. Foi mostrado também, que as fragfes possuem
uma atividade anti-edematogénica, no modelo de edema induzido por carragenina em
camundongos, com uma acao mais efetiva, 4 horas apds o estimulo, na dose de 1 /xg/kg, s.c.
e a inibicdo do edema foi em tomo de 40%. As fracdes ndo foram eficazes em inibir o edema
induzido por dextrano. Como a acgdo antinflamatéria ocorre em doses muito baixas,
proximas das concentracdes fisiologicas do NGF, é possivel que este funcione como uma

proteina antinflamatoria natural.
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No teste das contor¢cBes abdominais produzidas por é&cido acético, em
camundongos, as fracbes de saliva ( 0,8 ng/kg, s.c. ) e de veneno ( 200 /xg/kg, s.c. ),
apresentaram uma acdo antinociceptiva, em tomo de 80 e 50% respectivamente. No teste da
formalina, as fragfes de veneno ( 200 /xg/kg, s.c. ) e de saliva ( 100 /xg/kg, s.c.) mostraram
uma acdo antinociceptiva, na primeira fase da resposta, de 63 e 46% e na segunda fase, de
68 e 78% respectivamente. Esta acdo antinociceptiva, ndo foi bloqueada pelo antagonista
opidide naloxone, sugerindo o ndo envolvimento de opidides enddgenos. As fracdes ndo
revelaram efeitos analgésicos ao estimulo térmico ( placa quente e retirada da cauda ),
indicando uma acgdo analgésica a nivel periférico, mas ndo a nivel central. O mecanismo de
acdo das fracdes e possivelmente do NGF nelas presente, ndo esta claro, mas € possivel que
o fator aja, em pequenas doses, através de estabilizacdo de membramas e/ou desensibiliza¢éo
dos terminais nervosos periféricos com inibicdo da liberacdo de mediadores nociceptivos,

tais como substancia P.
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ABSTRACT

The main objectives of the present work were to study, comparatively, the
biochemical and immunological characteristics of the nerve growth factor ( NGF ) of snake
venom ffom Crotalus durissus cascavella, a native species from the Brazilian northeast
region, and of mice saliva. The pharmacological actions ofthe factor in experimental models
ofinflammation and pain, were also studied.

Through Sephadex G-100 chromatography of the venom, a fraction was isolated
which presented a molecular weight ( MW ) of 14,5-33 kD. Electrophoresis in SDS-
polyacrylamide gel ( SDS-PAGE ) showed 4 bands in the region of 16,9-36,3 kD. In
contrast, mice saliva after gel chromatography, a fraction was isolated which presented a
MW of 26-44 kD and SDS-PAGE presented only 1 band in the region of 18,2-21,4 kD. The
results from the immunodifiision test demonstrated that NGF immunoreactivity is presented
in fractions of both snake venom and mice saliva , but they are not antigenically identical.

The fractions promoted degranulation of mast cells from rat mesentery (
approximately 83% of cell degranulation/field at the dose of 100 /zg/ml). The NGF present
in this fraction was responsible for the action, since it was inibited by anti-NGF.

It was also shown that the fractions possess antiedematogenic activity in the mice
paw edema test induced by carrageenan, in the dose of 1 /zg/kg with a 40 % inhibition of the
edema. The fractions were not effective in causing inhibition of the edema produced by
dextran. As the antiinflammatory action occurs at low doses, close to the physiological
concentractions, it is possible that it could work as an endogenous antiinflammatory factor.

In the writhing test in mice, the fractions from saliva ( 0,8 /zg/kg, s.c. ) and from
venom ( 200 /zg/kg, s.c.) showed an antinociceptive action of approximately 80% and 50%,
respectively. In the formalin test, the fractions from venom ( 200 /zg/kg, s.c. ) and from

saliva ( 100 /zg/kg, s.c. ) showed an antinociceptive effect of 63% and 46% in the Ist phase
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and 68% and 78% in the 2nd phase of the response, respectively. This action was not
blocked by the opioid antagonist naloxone. The fractions were not effective in the Hot plate
test in rats which is an indication that they possess a predominantly peripheral analgesic
effect. The mechanism of action of NGF present in the fractions is not clear. It is possible
that the factor acts at low doses through stabilization of membranes and/or desensitization of
periferic nerve terminais through the inhibition of the release of nociceptive mediators such

as Substance P.
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INTRODUCAO

A descoberta do Fator de crescimento do nervo ( Nerve Growth Factor, NGF ) no
comecgo dos anos 50 foi um marco no desenvolvimento da neurobiologia. O NGF é um
agente que regula o crescimento e a diferenciacdo dos neurdnios dos tecidos nervosos
simpéticos e em alguns casos sensoriais ( LEVI-MONTALCINI e ANGELETTI, 1968 ),
cujos principais efeitos biologicos estdo relacionados com: 1. crescimento fibrilar de
ganglios da raiz dorsal de embrido de pinto em cultura; 2. alongamento in vivo de ganglios
simpéticos de camundongos recém-nascidos, caracterizados por hiperplasia e hipertrofia, e
3. imunossimpatectomia ou seja, a destruicdo da cadeia ganglionar simpatica pela injecao w
vivo do soro anti-NGF. Nao existem entretanto, fun¢des exdcrinas conhecidas para o NGF

Depois da identificacdo do fator (LEVI-MONTALCINI, 1952) como uma proteina
difusivel responsével pela proliferacdo de neuritos em tecido nervoso de hospedeiros
transplantados com sarcomas 37 e 180 , Cohen et al. ( 1956 ) observaram que o veneno de
serpentes continha muito mais atividade de proliferacdo de neuritos que 0s sarcomas
Igualmente importante foi a descoberta de outra fonte rica em NGF, as glandulas
submandibulares de camundongos machos adultos ( COHEN, 1960 ). Os soros de criangas
com neuroblastoma e em menor quantidade fibrosarcoma ( BURDMAN et al.,1964 )
apresentam altos titulos de NGF. Apesar da auséncia do fator no extrato obtido do tumor,
0s autores acham que o neuroblastoma pode produzir mas ndo estocar esta substancia. O
NGF também esta presente em pequenas quantidades no embrido de pinto ( BUEKER et
al.,, 1960 ), na urina e saliva de camundongo ( LEVI-MONTALCINI e BOOKER, 1960 ),
no soro de todos os vertebrados, incluindo o homem, nas células sensoriais embrionarias e
nas células nervosas embrionérias e maduras ( LEVI-MONTALCINI e ANGELETTI, 1961
), na glandula prostatica de cobaia, células C6 de glioma ( MURPHY et al., 1977a ), células

musculares esqueléticas ( MURPHY et al., 1977d ), fibroblastos de pinto ( YOUNG et al.,



1974), medula adrenal e tecido cardiaco de camundongo (HARPER et al., 1976; HARPER
et al.. 1980 ) e placenta humana ( GOLDSTEIN et al., 1978 ). De modo geral, em todas
estas estruturas os niveis de NGF séo baixos ( cerca de 1,0 ng/ml de meio condicionado ou
menos) sendo necessario a concentracdo das amostras para que o fator seja detectado

O NGF do veneno da serpente indiana Naja naja ¢ um dos mais bem caracterizados
e pode servir como modelo para comparagoes. Ele é relativamente facil de purificar, devido
a sua boa estabilidade em pH extremos e em condi¢cbes de desnaturacdo ( ANGELETTI,
1969 ). O processo inicial de preparacdo reportado por Angeletti ( 1970 ), utilizou filtracdo
em gel e também cromatografia de troca idnica em carboximetil-celulose e DEAE-celulose.
Este procedimento foi posteriormente modificado com omissdo da etapa envolvendo
DEAE-celulose ( HOGUE-ANGELETTI et al., 1976 ). A atividade do NGF no veneno é
extremamente dificil de medir ndo somente no estado bruto mas também durante a
purificacdo, devido a acdo de compostos toxicos presentes nestas fracdes que interferem
com o efeito do NGF nas células nervosas em culturas, método utilizado como base para o
bioensaio. Entretanto, ap6s cromatografia em CM-celulose estes compostos sdo removidos
e assim, apesar da recuperacgdo absoluta do NGF ndo poder ser calculada, aproximadamente
1,5 mg do NGF puro/g do veneno liofilizado pode ser obtido nestas condi¢des. O NGF da
N. naja possue um peso molecular de 28 kD determinado pelo coeficiente de sedimentacdo
e um peso molecular minimo de 13 kD em SDS-PAGE , sugerindo uma estrutura dimérica
de similar ou idénticas cadeias polipeptidicas, analogas as achadas para a subunidade /3 do
complexo 7S do NGF de camundongo ( ANGELETTI et al.,1971; GREENE et al., 1971 ).
A composicdo dos aminoacidos do NGF da N. naja foi determinada ( Tabela ! ), mostrando
uma estrutura com 116 aminoacidos e com menos residuos basicos que no camundongo,
fato que contribui para seu baixo ponto isoelétrico, 6,75 enquanto que para o NGF de
camundongo este parametro fica em tomo de 9,1. Os seis residuos de cisteina ocorrem na
mesma posi¢do encontrada na sequéncia do NGF do camundongo. Desde que o NGF da N.

naja é desprovido de grupos



Tabela 1.Composicao de aminoacidos do NGF de camundongo ((3 NGF) e da serpente

Naja naja

AA N. najaa Camundongo b
Ac. aspartico 16 11
Treonina 12 14
Serina 08 11
Ac. glutamico 10 08
Prolina 05 02
Glicina 07 05
Alanina 05 08
Cisteina 06 06
Valina 10 13
Metionina 02 01
Isoleucina 06 05
Leucina 03 03
Tirosina 03 02
Fenilalanina 04 07
Lisina 09 08
Histidina 04 04
Arginina 03 07
Triptofano 03 03
Total 116 118

a- De Hogue-Angeletti et al. (1976)
b- De Angeletti e Bradshaw (1971)



sulfidrila, estes residuos podem ocorrer como dissulfetos, provavelmente no mesmo padréo
da proteina do camundongo ( ANGELETTI e BRADSHAW, 1971 ).

As propriedades bioldgicas do NGF purificado da N. naja ( ANGELETTI, 1969 )
ndo sdo muito diferentes das preparacdes impuras do NGF de crotalideos ( LEVI-
MONTALCINI e COHEN, 1956 ). Este NGF propicia o crescimento de neuritos de
ganglios da raiz dorsal de embrido de pinto ( LEVI-MONTALCINI, 1966 ), com uma
atividade especifica de 1-10 ng/unidade biolégica (BU) ( ANGELETTI, 1970; SERVER et
al., 1976). Além disso, a injecdo de 3 x 104BU/g de peso/dia do NGF do veneno purificado
resultou em um aumento no volume do géanglio de trés vezes, contrastando com o NGF de
camundongo que produziu o mesmo efeito com 104BU/g/dia ( ANGELETTI, 1969 ).

O efeito do NGF da N. naja no metabolismo dos neurbnios responsivos parece ser
inteiramente similar ao do camundongo ( LEVI-MONTALCINI e ANGELETTI, 1968;
ANGELETTI, 1969 ). Como primeiramente mostrado por Cohen ( 1959 ) com NGF de
crotalideos, a presenca de potentes inibidores glicoliticos, tais como fluoretos ou cianetos,
ndo previne o efeito do NGF. Estes achados explicam a capacidade dos ganglios
embrionarios de utilizar um caminho oxidativo direto para produzir energia a partir de
carboidratos. Por outro lado, a inibicdo da sintese protéica causada por puromicina, bloqueia
o crescimento de fibras nervosas induzida por NGF, sugerindo a necessidade de sintese
protéica para a producdo de neuritos em cultura de ganglios estimulada pelo NGF
Experimentos com mitomicina, um potente inibidor da sintese de DNA, tem indicado que 0
efeito de crescimento induzido pelo NGF tem lugar sem a estimulagcdo da sintese "de novo"
de DNA. A inibicdo da sintese de &cidos nucléicos com actinomicina D, entretanto néo
elimina completamente o crescimento de fibras.

Espécies da familia Crotalidae estudadas em detalhe foram Agkistrodon piscivorus e
Crotalus adamanteus. O NGF da A. piscivorus foi o primeiro a ser altamente purificado (
COHEN e LEVI-MONTALCINI, 1956; COHEN, 1959 ), apresentando peso molecular

estimado em 20 kD. A atividade bioldgica foi completamente destruida pela agdo de enzimas



proteoliticas, mas ndo foi afetada por RNase ou DNase. O NGF de C. adamanteus foi
originalmente isolado e caracterizado por Angeletti ( 1968 a,b ). Quando ffacionado em
Sephadex G-100 a atividade bioldgica foi encontrada em fragdo com peso molecular entre a
20 e 40 kD ( ANGELETTI, 1968 a).

O NGF da glandula submaxilar pode ser isolado como um complexo designado 7S (
VARON e SHOOTER, 1970 ), com 3 subunidades ( a, /3, y ). A estequiometria do
complexo é a2 0 y2 com peso molecular ( PM ) aproximado de 130 kD ( VARON et al.,
1967; VARON et al., 1968 ), e com coeficiente de sedimentacdo de 7S. A subunidade a
tem um PM aproximado de 26 kD e ponto isoelétrico ( P1) de cerca de 4,3 sem nenhuma
atividade fisiolégica ( SERVER e SHOOTER, 1977 ). A subunidade 7 tem PM aproximado
de 26 kD e PI de 5,5 e é uma peptidase arginina especifica. Do total de 229 residuos de
aminodcidos 86 mostraram 35% de identidade com a tripsina bovina ( BRADSHAW, 1978
)- A presenca do zinco no complexo 7S é importante para sua estabilidade, funcionando
como um inibidor da subunidade 7. Das trés cadeias polipeptidicas achadas neste complexo,
somente a subunidade /3, designada 2,55 ( BOCCHINI e ANGELETTI, 1969 ) contém
atividade bioldgica. Este /3-NGF é formado por 2 cadeias idénticas ( ANGELETTI et al.,
1971 ), com um PM de 13,25 kD ( com dimero de PM de 26,5 kD ), com 118 aminoéacidos (
Tabela 1 ). A sequéncia de amino&cidos foi determinada ( ANGELETTI e BRADSHAW,
1971 ) ( Figura 1 ). A subunidade /3 é ativa sozinha e ndo requer as outras subunidades para
seus efeitos pleiotropicos. Algumas hipdteses sdo levantadas sobre a funcdo do complexo
7S. Varon e Raibom ( 1972 ) sugerem que o complexo age como uma protecdo contra a
divagem enzimatica, carregando as 3 subunidades para agirem em diferentes tipos de células
dentro do mesmo tecido, a subunidade a se liga as células gliais ganglionares, a subunidade
7 as células mesenquimais (cépsula) e a subunidade aos neurdénios responsivos.

A sequéncia de aminoacidos do NGF é homoéloga a da pré-insulina nas sessdes da
cadeia que correspondem aquelas das cadeias A e B da insulina ( FRAZIER et al., 1972 )

Esta relacdo se estende ao hormonio relaxina ( SCHWABE e McDONALD, 1977 ) e ao



fator de crescimento insulina-simile | e Il ( RINDERKNECHT e HUMBEL, 1978 ab ). O
gene inicial produtor do NGF codifica aproximadamente 50 residuos de aminoacidos a mais
que o NGF, com o extra-peptidio no COOH terminal. Este pr6-NGF é clivado pela
subunidade y no residuo arginina, na posicdo 118, gerando a cadeia NGF e ficando a
arginina peptidase ligada ao NGF apds a divagem. A subunidade a e o ion zinco podem se
associar com o pro-NGF antes da divagem ou com o complexo subunidade y e 0 NGF ap0s
a divagem, sendo o resultado final a formagéo e estocagem do complexo 7S.

As glandulas submaxilares de camundongos machos contem as mais altas
concentracOes de NGF de qualquer tecido examinado ( COHEN, 1960 ). Nestas, o0 NGF
estd localizado nos tubulos contorcidos ( LEVI-MONTALCINI e ANGELETTI, 1961 ),
com o tipo e conteddo do fator sendo controlado muito mais pelos niveis de testosterona
circulantes do que pelo impulso neuronal ( JUNQUEIRA et al, 1949; LEVI-
MONTALCINI e ANGELETTI, 1961; BERGER e SHORTER, 1978 ). Sendo assim, o
contetdo de NGF na glandula do recém-nascido é muito baixo, mas aumenta rapidamente
na puberdade. Na glandula da fémea o contetdo é menos de 10% daquele do macho, mas
pode ser aumentado rapidamente com a injecdo de testosterona. Ao contrario, a castragdo
do macho diminue rapidamente os niveis glandulares do fator ( CARAMIA et al ,1962,
LEVI-MONTALCINI e ANGELETTI, 1964 ). Evidéncias indiretas suportam a idéia de que
0 NGF ¢ sintetizado e estocado nesta glandula, assim, Burdman e Goldstein ( 1965 )
mostraram que a inje¢édo intravenosa de anti-NGF antes da injecdo de testosterona na fémea
jovem e na adulta ndo previne o aumento do NGF na glandula, isto arguindo contra a sintese
do NGF em outros tecidos e seu transporte via circulagdo, para a estocagem na glandula
Usando outros meios os autores ndo acharam evidéncias de recaptacdo pela glandula
submaxilar, figado ou baco, quando o NGF ¢ injetado em grandes quantidades.

Hendry e Iversen ( 1973 ) acharam que os niveis de NGF caem ap0s remocdo da
glandula, mas sdo restaurados sem a concomitante regeneracdo da glandula. Em contraste,

Murphy et al. ( 1977c) reportaram um declinio dos niveis de NGF séricos ap0s sialectomia



Varios estudos tem enfatizados a importancia das células gliais na producdo do NGF
durante o desenvolvimento ( VARON,1975; HENDRY, 1976; LONGO, 1978; MURPHY
et al.,, 1977b, LEVI-MONTALCINI, 1975 ). Até o momento, a sintese "de novo" do NGF
foi demonstrada somente em glandulas submaxilares de camundongos machos ( BERGER e
SHOOTER, 1978 ). Sob estas condi¢Ges, nenhuma sintese foi detectada em outros tecidos
de camundongos normais ou castrados e tratados com testosterona, incluindo os que
receberam forte inervacdo simpaética.

A evidéncia mais direta de que o NGF de camundongo e do veneno sao relacionados
é obtida através da comparacdo da sequéncia de aminoéacidos ( Figura 1 ), detectando-se a
existéncia de 64% de identidade entre estas proteinas ( HOGUE-ANGELETTI et al.,1976 )
As duas proteinas sdo estruturalmente similares para um grau indicativo de uma relacdo

genética entre membros destas familias e estd estabelecido estatisticamente que existe um

precursor comum entre 0 NGF de camundongo e a pro-insulina ( FRAZIER et al., 1972 ). E
interessante notar que a percentagem de residuos de amino&cidos idénticos do NGF de
cobra comparado com a pré-insulina é a mesma daquela observada para camundongos, isto
é, 20%. Assim a divergéncia entre 0 NGF e a familia da insulina provavelmente ocorreu
muito cedo na evolucéo dos vertebrados.

Embora as propriedades biologicas do NGF de serpentes e de camundongo sejam em
parte similares, existem algumas diferengas. Assim, apesar da obtencdo de curva dose
resposta idéntica, a extensdo da resposta obtida pelo NGF do veneno in vitro é somente
50% daquela do camundongo ( SERVER et al.,1976 ). In vivo, cérca de 3 vezes mais NGF
do veneno é necessario para produzir o mesmo efeito em camundongos recém-nascidos
Entretanto, os efeitos hiperplésticos e hipertroficos parecem ser o mesmo no exame

histolégico ( ANGELETTI, 1969 ).
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Figura 1.Comparacdo da sequencia de aminoacidos do NGF da serpente Naja naja e de
glandula submaxilar de camundongo.
A sequéncia completa (acima) corresponde ao NGF da glandula submaxilar do
camundongo e a incompleta (abaixo) a da N. naja. Somente os residuos do NGF da N. naja

que diferem do camundongo sdo mostrados.



Em testes de imunodiiusdo, o antisoro para NGF de camundongo foi detectado
como uma banda fundindo-se em uma linha de identidade com o NGF de camundongo em
concentracdes de proteinas 50 vezes maior. Nenhuma linha de precipitacdo foi achada com
NGF de C. adamanteus e B. jararaca. Os testes de fixacdo de complemento mostraram
reacdo cruzada entre NGF de N. naja e B. jararaca quando testada com o anti-NGF de
camundongo ( ANGELETTI, 1971 ) e estudos com radioimunoensaio confirmaram estas
observacdes. Entretanto, o antisoro do camundongo inibiu a atividade biolégica in vitro do
NGF da N. naja, C. adamanteus, B. jararaca e V. russelli nos niveis de 6, 6, 12 e 12%
respectivamente ( ANGELETTI, 1969 ). Ao contrério, anti-NGF de N. naja ndo mostrou
reacdo cruzada com o NGF de camundongo em ensaios de imunodiiusdo ou de fixagdo do
complemento, no entanto 1% de reacdo cruzada foi detectada usando o teste de inibicdo da
atividade bioldgica.

A clara relagdo evolucionaria estabelecida entre 0 NGF do veneno e de camundongo
é suportada pela consideragdo dos tecidos de origem destas proteinas. A glandula do veneno
nas serpentes é uma glandula parétida altamente desenvolvida. A principal parte secretora
estd na secdo posterior, as células epiteliais que revestem os tdbulos secretorios contem
granulos de tamanho e densidade comparaveis aquelas encontradas nas células epiteliais que
cobrem os tubulos contorcidos nas glandulas submandibulares do camundongo. Com
relacdo a isto, € de interesse notar que a secrecao salivar do camundongo se assemelha ao
veneno de serpentes, ndo somente pelo seu conteido de enzimas digestivas e hidroliticas,
mas também por suas propriedades venenosas (LIUZZI e ANGELETTI, 1968 ). De fato, as
glandulas submaxilares de camundongo representam quase a totalidade de 6rgéo secretor de
toxina conhecido em mamiferos. Assim, relagfes estruturais e funcionais achadas para o
NGF de veneno e de camundongo parecem ser manifestagcdes de eventos evolucionérios que
podem também ser tragados no nivel morfologico.

O papel do NGF no veneno esta muito relacionado ao papel deste fator nas glandulas

submaxilares do camundongo. Em outras espécies animais examinadas, baixos niveis de



NGF sdo encontrados nestas estruturas, de modo semelhante aos niveis encontrados no soro
e em outros tecidos (LEVI-MONTALCINI, 1966 ). A diferenca em termos de sexo achado
nos camundongos, ndo é encontrada em outras espécies embora isto ndao tenha sido
examinado em serpentes. N&o existe uma explicagdo clara para a presenca de altas
concentracoes de NGF nestas glandulas ( e em suas excrecfes). Foi sugerido contudo (
MELDRUN, 1965 ) que a glandula do veneno pode ter um papel na remoc¢do do excesso de
NGF da circulacdo. Altemativamente, 0 NGF pode potenciar o efeito danoso do veneno por
estimulacdo das células responsivas e assim torna-las mais vulneraveis. E possivel também
que o NGF presente nestes 6rgdos represente simplesmente uma maneira pela qual este
excesso de material sintetizado para fungbes enddcrinas, seja removido destas glandulas ou
gue estas glandulas sejam 6rgdos simpaticos finais que sintetizam NGF como parte de uma

regulacdo da porcdo do sistema nervoso periférico.

INTERNALIZACAO DO NGF E TRANSPORTE AXONAL RETROGRADO

Trabalhos de varios laboratérios indicam que o NGF pode ser internalizado por
células alvo ( HENDRY et al., 1974b; NORR e VARON, 1975; ANDRES et al., 1977,
YANKNER e SHOOTER, 1979 ). Além disso, j& esta bem estabelecido que o NGF pode
ser internalizado nos terminais nervosos e transportado retrogradamente para o corpo
celular dos ganglios da raiz dorsal ( DRG ) e neurdnios simpéticos ( HENDRY et
al.,1974a,b; STOCKEL et al., 1975ab; HENDRY, 1977; JOHNSON et al., 1978,
BRUNSO-BECHTOLD e HAMBURGER, 1979 ). A recaptacdo nos terminais nervosos
parece ser saturavel e ndo afetada por outras proteinas. O NGF que alcanga o corpo celular
dos neurdnios simpaticos desta maneira é biologicamente ativo, e causa indugdo seletiva da
tirosina hidroxilase ( PARAVICINI et al., 1975; HENDRY, 1977 ) e aumento do diametro
pericarial ( HENDRY, 1977 ). Também parece haver um certo grau de especificidade com

respeito ao tipo celular, j& que ele € transportado por nervos sensoriais mas ndo por nervos
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motores ( STOCKEL et al, 1975a; STOCKEL e THOENEN, 1975; BRUNSO-
BECHTOLD e HAMBURGER, 1979 ). Embora se pense que os efeitos bioldgicos do NGF
nos neurdnios do ganglio da raiz dorsal sdo restritos a um limitado periodo do
desenvolvimento, tal recaptacdo e transporte pelos nervos sensoriais foi observado em
animais adultos ( STOCKEL et al., 1975b ). Alem disso, Marx et al. ( 1978 ) demonstraram
transporte axonal retrogrado por neurdnios dos ganglios ciliares de rato e pinto, embora
estes neurdnios parassimpaticos ndo tenham respostas biologicas conhecidas ao NGF
Também foi evidenciado transporte retrogrado em cérebro de rato ( EBBOTT e HENDRY,
1978 ). Tais achados podem indicar a existéncia de outras células alvo para o NGF ou
podem sugerir que o transporte axonal retrogrado do NGF néo é restrito somente as células
gue respondem a este fator.

Uma importante questdo a ser esclarecida é o possivel sitio de acdo do NGF
internalizado nos terminais nervosos. Experimentos tn vitro ( Campenot, 1977 ) mostram
que os neuritos de neurdnios simpaticos cultivados crescem somente na presenca do NGF,
sugerindo que o efeito do NGF no alongamento dos neuritos pode, em parte, ser local e ndo
requerer transporte axonal retrogrado para o corpo celular. Ja esta claro, entretanto, que o (
1251 )NGF ¢ recaptado dos terminais nervosos e transportado para o corpo celular e que a
maioria deste NGF marcado co-migra com o NGF nativo quando analisado por eletroforese
em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio ( SDS ) ( STOCKEL et al., 1976,
JOHNSON et al.,, 1978 ). Estudos autoradiograficos com microscopio eletronico (
SCHWAB e THOENEN, 1977 ) indicam que a maioria do material transportado no axénio
estd associada com vesiculas do reticulo endoplasmaético liso ( REL ) e somente 20% esta
associado com lisossomos. N&o houve evidéncias de significante acumulacdo de
radioatividade no nacleo. Estes achados foram confirmados pelo uso de peroxidase acoplada
ao NGF ( SCHWAB, 1977 ). Entretanto, a despeito de auséncia de evidéncias morfoldgicas
para a associacdo de transporte retrogrado com o nucleo, localizagdo subcelular deste

material por meios bioguimicos tem indicado que 20 a 30% do material transportado no
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corpo celular pode ser isolado com a fracdo nuclear ( STOCKEL et al., 1976; JOHNSON et
al., 1978).

Outros estudos mostram alguns sitios de ligagdo do NGF com a membrana
(YANKNER e SHOOTER, 1979), indicando claramente que existem multiplos sitios em
gue o NGF pode interagir com as células alvo (membrana plasmatica, citoplasma e ndcleo )
Isto aumenta a questdo do possivel papel de cada sitio de interagdo no mecanismo de agdo
do NGF. Varias possibilidades existem e uma delas é que a agdo do NGF requer somente a
interacdo com o receptor na membrana plasmatica e o evento subsequente é mediado por
meio de um 20 mensageiro. Uma segunda possibilidade é que os receptores na membrana
funcionem somente como carreadores para facilitar a intemalizacdo do NGF e o sitio
primario de agdo seja o citoplasma e/ou o nucleo. Uma terceira possibilidade é que cada um
dos multiplos sitios de interacdo tem um papel na atividade do NGF e alguma acéo biolégica
do NGF requer que o fator interaja com multiplos sitios receptores ou a resposta pode
envolver diferentes tipos de receptores ( BRADSHAW, 1978; YANKNER e SHOOTER,
1979 ). Tal conceito é consistente com a demonstracdo ( BURSTEIN e GREENE, 1978 )
de que a estimulacdo do crescimento de neuritos pelo NGF nas células PC12 requer um
caminho transcripcional dependente e independente, sendo a primeira via vinculada a
interacdo com receptores nucleares e a segunda acionada através de receptores na superficie

da membrana ou no citoplasma.

MECANISMO DE ACAO DO NGF

Entre as células responsivas ao NGF, as células clonais PC12, derivadas de
feocromocitoma de rato, sdo as preferidas para estudar o modo de acdo do NGF na
modulacdo da diferenciacdo celular. Estas células, que ndo necessitam do NGF para sua
sobrevivéncia e crescimento, adquirem e mantém um fenotipo neuronal simpético-simile, em

resposta a este fator ( GREENE e TISCHLER, 1982; LEVI et al., 1988 ).

12



A resposta de diferenciacdo das células PC 12 para o NGF é um fenémeno complexo
que ocorre dentro de uma escala de tempo de véarios dias. Apos uma fase inicial mitogénica (
BOONSTRA et al, 1983 ), que parece dispensadvel para a aquisicdo do fenotipo
diferenciado ( RUDKIN et al.,, 1989 ), as células PC12 param sua divisdo ( GREENE e
TISCHLER, 1982 ). Como a replicacdo do DNA em algumas células ndo se extingue
totalmente, uma pequena proporcdo de células se tomam polipléides. A aquisicdo de uma
morfologia neuronal-simile, isto é, crescimento de longos e ramificados neuritos e
acompanhada pela expressdo de novo de um namero de antigenos especificos para as células
nervosas e de fungdes neuroespecificas tais como, sintese e estocagem de
neurotransmissores, excitabilidade elétrica e habilidade para formar sinapses funcionais com
células musculares co-cultivadas (GUROFF, 1985 ).

Com respeito a isto, as células PC12 se comportam como suas sOsias nao
transformadas, as células cromafins imaturas da medula adrenal, que respondem ao NGF in
vivo e in vitro adquirindo um fenotipo neuronal simpético-simile ( ALOE e LEV1-
MONTALCINI, 1979; UNSICKER et al., 1978; LILLIEN e CLAUDE, 1985 ). Esta
inducdo de fendtipo é reversivel e a remocgdo do NGF leva a perda do aspecto diferenciado e
recomeco do ciclo celular ( GREENE e TISCHLER, 1982 ). Caminhos transcripcionais
dependente e independente sdo necessarios para se conseguir completa diferenciacdo Este
modelo sugere que uma acumulagdo lenta de um grupo de proteinas seja pré-requisito para
a diferenciacdo morfoldgica. A acumulagdo deste material prepara as células para um rapido
crescimento de neuritos, que é resistente a inibicdo da transcricdo ( BURSTEIN e
GREENE, 1978).

A habilidade do NGF para exercer suas agOes tréficas, diferenciativas e mitogénicas
nas células alvo é mediada por ligagbes de alta afinidade a receptores de superficie. Apds a
clonagem e sequenciamento do receptor para o NGF (NGF-R) de humanos (JOHNSON et
al., 1986 ) e ratos ( RADEKE et al., 1987 ), os DNAs codificam uma proteina com peso

molecular de 45 kD que aumenta para cerca de 75 kD apoés glicosilacdo. Este receptor
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polipeptidico pode ser dividido em varios dominios distintos, cada um com diferengas no
grau de conservacdo intra-espécies. O peptidio sinalizador é seguido por cérca de 160
aminodcidos que apresentam um alto grau de identidade. Similarmente ao receptor do fator
de crescimento da epiderme ( EGF ) e aos genes pertencentes a esta familia, esta regido
parece ser composta de 4 repeticdes de cérca de 40 aminodcidos ( AA ) provavelmente
causada por repetida duplicacdo de genes. A comparagdo de sequéncias tem mostrado que a
regido rica em cisteina mostra um significante grau de homologia com o antigeno linfdcito
especifico OX 40T ( MALLET et al., 1990 ), com o antigeno CD40 ( 50 kD ) expresso nos
linfocitos B e células de carcinoma ( STAMENKOOVIC et al., 1989 ) e com o receptor do
fator de necrose tumoral (TNF) (LOETSCHER et al., 1990 ).

A regido mais conservada, com 95% de homologia intra-espécies é composta de 21
AA rodeando a membrana, ladeado por 19 AA na porgdo extracelular da molécula e pelos
primeiros 46 residuos na regido citoplasmatica, sendo este dominio esséncial para a
transducao do sinal do NGF. O dominio citoplasméatico do receptor nédo revela a presenca de
um sitio de ligacdo de ATP, nem suporta alguma outra semelhanga com outros receptores
para fatores de crescimento com uma atividade intrinseca de proteina quinase. A metade do
receptor reconhecida pelos anticorpos disponiveis é fosforilada somente no residuo serina e
0 estado de fosforilacdo ndo muda com a ligacdo do NGF-um comportamento diferente de
outros receptores para fatores de crescimento com uma associada atividade de tirosina
quinase. Tem sido sugerido que a fosforilagdo do NGF-R pode ser relacionada com a sua
intemalizacdo (TANIUCHI et al., 1986 ).

Embora a maioria das células responsivas mostrem duas classes de receptores para o
NGF, o tipo | ou lento e o tipo Il ou rapido, diferindo em afinidade por mais de uma ordem
de magnitude ( de 10 pM para nM ), a transfeccdo de clones cDNA para expressar 0
receptor para NGF em um numero de diferentes células resultou aparentemente so em
espécies de baixa afinidade (tipo Il). O consenso geral é que o receptor de alta afinidade é

o0 resultado da associacdo da metade do de baixa afinidade com um diferente polipeptidio,
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provavelmente para participar na maquinaria da transducdo de sinal ( e talvez expresso
somente em células responsivas ao NGF ) ou ser envolvida na intemalizacdo do complexo
NGF-receptor (GREEN et al., 1986; HOSANG e SHOOTER, 1987 ).

Desde que o receptor para NGF existe em um estado dindmico na membrana celular
e é rapidamente internalizado seguindo a ligagdo com o NGF, o processo de endocitose
pode facilmente imitar um complexo de dissociagdo lento ( EVELETH e BRADSHAW,
1988; CATTANEO et al., 1983 ). Se a "subunidade acessoéria” do NGF-R participa durante
a intemalizacdo do complexo, se dissocia dele e se recicla para a membrana via um diferente
caminho, isto pode representar um mecanismo para a interconversdo entre receptores de
baixa e alta afinidade. Seja qual for a base molecular do receptor tipo | ele pode ajudar a
célula a discriminar entre NGF e moléculas relacionadas. Em particular, os receptores de
alta afinidade tem cerca de 1000 vezes maior afinidade para o NGF que para o fator
neurotréfico derivado do cérebro ( BDNF ), enquanto o receptor tipo Il ndo parece
discriminar entre estes dois fatores de crescimento ( RODRIGUEZ-TEBAR et al., 1990 )

N&o se sabe com certeza qual a fungdo do receptor de baixa afinidade, ja que ele ndao
parece estd envolvido na transducdo do sinal. Ele pode, contudo, cooperar com o receptor
de alta afinidade na mediacdo de uma resposta total do NGF. A concentracdo local de NGF
é possivelmente insuficiente para saturacdo dos receptores, desde que a adicdo de NGF
exdégeno tem profundos efeitos na sobrevivéncia e diferenciagdo de células alvo ( LEVI-
MONTALCINI, 1987; THOENEN et al., 1987 ). O nivel de NGF no local onde se faz
axotomia pode ser aumentado por nova sintese ou por expressdo induzida do receptor de
baixa afinidade na superficie das células de Schwann, podendo estes receptores agirem para
concentrar o NGF circulante ( TANIUCHI et al., 1988 ). Do mesmo modo, a concentracao
do NGF requerida para a indugdo da tirosina hidroxilase nos neurénios simpaticos ¢ mediada
por ocupacédo dos receptores de baixa afinidade (HILL e HENDRY, 1976 ).

Nas células PC12 o NGF ligado a superficie celular é internalizado por endocitose

mediada por receptores ( CALISSANO e SHELANSKI, 1980, LEVI et al., 1980 ) e esta
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intemalizacdo tem longa meia-vida ( MARCHISIO et al., 1980 ). O mais impressionante é
que o transporte axonal retrogrado especifico do NGF ocorre in vivo em vesiculas
endociticas do ax6nio para o corpo celular ( HENDRY, 1980 ). Por outro lado, se os efeitos
biol6gicos do NGF sdo presumivelmemte mediados ao nivel da membrana plasmaética com a
producdo de um ( ou mais ) segundo mensageiro responsavel pela geracdo de uma cascata
intracelular de eventos bioquimicos, entdo a intemalizacdo do complexo NGF-receptor pode
servir somente para uma "down-regulation” do sinal. A existéncia deste transporte sugere
que a fungdo do processo de intemalizagdo é transferir NGF para um compartimento
intracelular estratégico. Embora o papel da intemalizacao ainda esteja sujeito a investigacao,
a ligacdo intracelular de fatores de crescimento aos seus receptores é suficiente em algumas
células para a producdo de respostas autdcrinas ( BEJCEK et al., 1989, DUNBAR et al.,
1989 ). A hip6tese mais aceita é que mudltiplos sinais sdo gerados, alguns ao nivel da
membrana plasmatica, outros seguindo a intemalizacdo e transporte para o corpo celular e

que estes sinais cooperam sinergicamente para a obtencdo das respostas bioldgicas totais

O PAPEL DOS SEGUNDOS MENSAGEIROS

Muitos segundos mensageiros classicos tais como, calcio, fosfatidilinositois, AMPc e
outros tem sido mostrados como sendo modulados pelo NGF e assim possivelmemte
mediadores da acdo do NGF. Entretanto, nenhum segundo mansageiro demonstrou ser
responsavel por expressar todas as mudangas induzidas pelo NGF. Assim, um grande
namero de respostas bioldgicas antecipadas podem nado ser relevantes para o objetivo final,
que € o aumento da transcricdo de genes de diferenciacdo especifica, mas estas respostas
alvo colocariam a célula em uma posicdo de espera (“stand-by"). Finalmente, para se
entender o papel destes mensageiros na diferenciacdo induzida pelo NGF, dois pontos
devem ser considerados: a) A maioria dos segundos mensageiros sdo modulados

transitoriamente, enquanto que o requerimento para o NGF estad continuamente presente
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sugerindo que alguma modificacdo de longa duragdo do caminho celular seja necessario, b)
O NGF pode utilizar diferentes caminhos na iniciagdo de um processo de diferenciacdo das

células PC 12 e na manutencgdo do fen6tipo adquirido.

IONS CALCIO

A ativacdo da Nat/K+ ATPase com consequente aumento do influxo de ions
monovalentes é um dos eventos que ocorre precocemente na resposta do NGF (
BOONSTRA et al., 1983 ) e este evento pode estar ligado a estimulagdo mitogénica inicial
exercida pelo NGF nas células PC12. A modulagdo da concentracdo intracelular de célcio
pelo NGF ja foi estabelecida por medicéo direta ( PANDIELLA-ALONSO et al., 1986 ) e
também por evidéncia indireta ( LAZAROVICI et al., 1989 ), e € uma consequéncia do
influxo de calcio e da liberacdo dos estoques internos. Os eventos posteriores, possivelmente
regulados por uma elevacdo dos niveis de célcio, sdo a ativagdo da proteina quinase IlI
Ca/Calmodulina dependente, fosforilagdo do fator de alongamento 2 ( KOIZUMI et al.,
1989 ), liberacé@o de catecolaminas ( NICODIJEVIC et al., 1990 ) e aumento do "tumover"

de fosfatidilinositois ( CONTRERAS e GUROFF, 1987 ).

AMPCc

A existéncia da conexdo do AMPc na acdo do NGF foi postulada devido a dois
fatores, primeiro, os andlogos do AMPc permedveis a célula induzem mudancas fenotipicas
similares aos eventos iniciais induzidos pelo NGF e segundo, porque o NGF ativa a proteina
guinase A ( PK-A ) e a atividade desta proteina pode estar envolvida na modulacdo da
expressdo do fenétipo de diferenciacdo e isto € sugerido pela observacdo de que a indugéo
do canal de sédio em células PC 12 diferenciadas é especificamente bloqueada pela injecéo
de um plasmidio que codifica a expressdo de um inibidor da subunidade catalitica da PK-A |
KALMAN et al., 1990 ). Entretanto é dificil demonstrar uma ativacédo direta da adenilciclase

pelo NGF e estudos conflitantes existem para aumentos no AMPc ( SCHUBERT e
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WITLOCK, 1977; HATANAKA et al., 1978 ). Em adi¢do, nenhuma mudanca na atividade e

no nivel de expressdo das proteinas Gse G, ap6s o tratamento com NGF foi observado nas

células PC 12.

FOSFOLIPIDIOS

Uma répida modulacdo pelo NGF, da sintese do inositol mono e trifosfato foi
demonstrado por Contreras e Guroff ( 1987 ), que também demonstraram que a hidrélise
dos poli-fosfoinositidios estimulada pelo NGF dependia do célcio extracelular. A producéo
do IP3 foi observada dentro de segundos ap6s a exposi¢cao do NGF e pode ser responsavel
pelo répido aumento no célcio intracelular ( PANDIELLA-ALONSO et al., 1986 ).
Trabalhos recentes relacionam a ligacdo do NGF aos receptores das células PC12 a uma
rapida ( menos de 1 min) producédo de miristato de diacilglicerol, contendo miristato e um
inositol fosfato glicano, gerado pela digestdo de um glicosil-fosfatidilinositol ( LIWAH et
al., 1989 ). A liberacdo de diacilglicerol por esta via representa um caminho alternativo de
estimulagdo da PK-C, sem a quebra de fosfatidilinositois. Um tipo diferente de modificagcdo
do fosfolipidio, a metilacdo fosfolipidica, tem sido lembrada como possivel mediador da
acdo do NGF , principalmente pela evidéncia de que a exposi¢cdo de células alvo ao NGF ¢é
rapidamente seguida por um aumento na metilacdo de fosfolipidios ( PFENNINGER e
JOHNSON, 1981; SKAPER e VARON, 1984 ). No entanto, ndo se demonstrou um
aumento significativo da metilacdo de fosfolipidios em células PC 12 expostas ao NGF e
inibidores desta metilacdo falham na prevencdo do crescimento de neuritos ( FERRARI e

GREENE, 1985).

FOSFORILACAO DE PROTEINAS
Um grupo de proteinas quinases serina e treonina especificas sdo ativadas pelo NGF,
tais como, fosfo quinase A ( PK-A ) ( ACHESON et al.,, 1986 ), PK-C ( CREMINS et al.,

1986; HAMA et al., 1986; HALL et al., 1988 ), S6 proteina quinase ( BLEN1S e
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ERIKSON, 1986 ), MAP-2 proteina quinase ( MIYASAKA et al.,, 1990 ) e a proteina
quinase N ( ROWLAND et al., 1987 ). A ativacdo destas quinases provavelmente ndo é um
evento independente nas células e ocorre com o NGF iniciando uma cascata de ativacdes
inter-relacionadas, dentro de minutos. O uso de inibidores de quinases tem ajudado na
compreensdo do mecanismo de acdo do NGF e alguns destes inibidores frequentemente tem
a vantagem de distinguir entre NGF e o fator de crescimento da epiderme (EGF ).

O inibidor de quinase K-252a bloqueia a agdo do NGF enquanto deixa inalterada a
maioria dos efeitos do EGF ( KOIZUMI et al., 1988 ). O analogo da purina, 6-tioguanina (
6-TG ) especificamente bloqueia a quinase N ( VOLONTE et al, 1989 ) e
consequentemente alguns, mas ndo todos os efeitos do NGF transcripcional-dependente e
independente ( GREENE et al., 1990 ). Similarmente, a inibicdo da PK-C pela esfingosina
define um grupo de respostas nas células PC 12 que sdo provavelmente mediadas através
desta quinase (HALL et al., 1988 ). Vale mencionar entretanto, que a "down-regulation” da
PK-C falha em prevenir o crescimento de neuritos nas células PC 12 em resposta ao NGF (
DAMON et al.,, 1990; REINHOLD e NEET, 1989 ). Mas a principal dificuldade em usar
esta ferramenta farmacoldgica para dissecar uma relacdo causa-efeito na ativacdo de varias
quinases é a auséncia de especificidade absoluta de alguns dos inibidores usados.

O resultado final relacionado com a fosforilagdo de proteinas € mais relevante para a
manuntencdo do fendtipo diferenciado nas células PC12 do que para a inducdo de um
programa diferenciativo. Existe uma boa correlacdo temporal entre crescimento de neuritos,
aumento da estabilidade dos microtubulos e a fosforilagdo de uma classe de proteinas
associadas aos microtibulos, as chartinas ( BLACK et al., 1986 ) e a inibicdo pelo litio da
diferenciagdo nas células tratadas com NGF também resulta no decréscimo da fosforilagdo

das chartinas (BURSTEIN et al., 1985 ).
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O ENVOLVIMENTO DE TIROSINA QUINASE

Embora o receptor para 0 NGF ndo seja uma tirosina quinase, duas linhas de
evidéncias sugerem o papel da fosforilacdo de residuos de tirosina mediando as respostas
diferenciativas do NGF. Primeiro, quando as células PC 12 sdo expostas ao NGF, existe uma
rapida ( dentro de 5 min ) e transitéria fosforilacdo de residuos de tirosina em um limitado
numero de proteinas celulares ( MAHER, 1989 ). Isto contrasta com a fosforilacdo mais
geral de proteinas nos residuos de serina e treonina que sdo mantidos quando o NGF esta
presente. EGF e dibutiril-AMPc também estimulam a fosforilagcdo de residuos de tirosina
Entretanto, a fosforilagdo induzida pelo NGF ¢ inibida pelo K252a ( MAHER, 1989 ), este
inibidor de quinase, néo inibe a fosforilacdo induzida pelo EGF, sugerindo que o NGF e o
EGF induzem fosforilagdo da tirosina por diferentes caminhos. Segundo, a infeccdo de
células PC 12 com retrovirus que expressam v-src, um oncogene viral homdélogo ao proto-
oncogene c-src e que codifica a proteina quinase tirosina especifica pp60v’src, eficientemente
induz estas células a caminhos de diferenciacdo, como demonstrado pela emissdo de longos
neuritos, sobrevivéncia em condig8es livre de soro e progressiva retirada destas células do
cicio celular ( ALEMA et al., 1985; CASALBORE et al., 1986 ). A mais convincente
evidéncia para o envolvimento da pp6éO0®0 na diferenciagdo induzida pelo NGF vem de
experimentos com microinjecdo de anticorpo monoclonal anti-pp6000, onde a diferenciacdo

morfoldgica induzida pelo NGF e FGF foi bloqueada, sugerindo que o pp60c-sit pode

funcionar depois dos primeiros eventos mediado pelos receptores (LEVI e ALEMA, 1991)

OUTRAS ACOES BIOLOGICAS DO NGF

Além da estimulagdo do crescimento de neuritos e de sua manutencdo, o NGF
apresenta outras agfes biologicas e uma delas esta relacionada com a inducdo da atividade

de algumas enzimas. Assim, Stdckel et al. (1974 ) demonstraram que a inducdo da atividade
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da tirosina hidroxilase ( TOH ) em ratos recém-nascidos pela administragdo do NGF pode
ser bloqueada pelo pré-tratamento com actinomicina D. Também o processo de sintese da
TOH in vitro ( MACDONNELL et al., 1977b ) foi acelerado em ratos tratados em relagéo
aos nao tratados pelo NGF. Por outro lado, a sintese enzimética foi abolida em animais pré-
tratados com actinomicina 1 hora antes da administracdo do NGF. Foi verificado que a
atividade da TOH e da dopamina 0-hidroxilase pelo NGF sdo bloqueadas por cicloheximida,
0 que sugere a necessidade da sintese proteica ( OTTEN e THOENEN, 1977; OTTEN et
al., 1977 ). Estes estudos indicam que a inducdo da atividade desta enzima pelo NGF e
mediada via estimulacdo especifica da sintese de RNA, mas ha controvérsias, pois ja foi
demonstrado (ROHRER et al., 1978 ) que o NGF pode induzir a atividade da TOH quando
administrado in vitro e este aumento nao foi bloqueado por agentes que inibem a sintese de
RNA concluindo-se que esta indugcdo ndo requer transcricdo. Rohrer et al. ( 1978 )
sugeriram que este aparente conflito de resultados pode ser devido a diferengas nas
condicBes de cultivo. Outra possibilidade é que, como no crescimento de neuritos, a inducao
da TOH requer agdes transcripcionais e ndo transcripcionais assim, a exposi¢do do ganglio
cervical superior ao NGF in vivo pode trazer mudangas transcripcionais que vao preparar 0s
neurbnios e a inducdo da enzima in vitro parece ser insensivel a actinomicina D (e ndo
transcripcional). Isto também explica porque o blogueio da transcricdo in vivo com
actinomicina efetivamente abole as respostas subsequentes do ganglio ao NGF.

Uma rapida inducdo da omitina descarboxilase ( ODC ) estiq associada com as
respostas de VArios tipos celulares para varios horménios promotores de crescimento e de
diferenciacdo ( RUSSEL et al., 1976 ). J& foi sugerido que esta enzima e as poliaminas cuja
sintese sdo por ela catalizadas podem ter um papel causai em mediar as subsequentes
respostas celulares de tais hormoénios ( RUSSEL et al.,, 1976 ). Alguns de estudos tem
demonstrado que o NGF pode causar uma rapida inducdo da ODC em Varios tecidos
incluindo o cérebro ( ROGER et al., 1974; LEWIS et al., 1978 ), ganglio cervical superior

de rato ( MAC DONNEL et al., 1977a ), ganglio da raiz dorsal de embrido de pinto (
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LAKSHMANAN, 1979 ) e células PC12 ( HATANAKA et al., 1978; GREENE e MC
GUIRE, 1978 ). Estes efeitos parecem requerer sintese continua de RNA e proteinas (
MACDONNEL et al., 1977a ). O tratamento de culturas de células com drogas que
blogueiam especificamente ou que suprimem a inducdo da enzima, ndo altera a habilidade do
NGF para promover o crescimento de neuritos, promover um aumento no volume somatico
ou manter a sobrevivéncia celular ( GREENE e MC GUIRE, 1978 ). Concluindo-se que
estas acbes do NGF ndo envolvem a inducdo da ODC. Desta maneira, a indugdo desta
enzima pode ser um efeito do NGF sem consequéncias bioldgicas, mas por outro lado, pode
haver uma outra acdo do NGF dependente da indugdo da ODC e ainda néo esclarecida

Os receptores muscarinicos nas células PC 12 estdo sujeitos a uma regulacdo pelo
NGF. Viana et al. ( 1988 ) em estudos de "binding" com [3H]-NMS mostraram que o NGF
em células PC12 mais que duplica o numero de receptores muscarinicos e que 0s
organofosforados inibem os receptores muscarinicos mas ndo afetam o crescimento de
neuritos induzido pelo NGF. Assim, o efeito do NGF nestes receptores pode ser dissociado
do seu efeito no crescimento de neuritos, mais provavelmente envolvendo eventos poés-
translacionais.

Existem evidéncias de que o NGF pode alterar a recaptacdo e acumulacdo de
pequenas moléculas pelas células alvo. Levi e Lattes ( 1968 ) mostraram que o NGF
aumenta a capacidade dos DRG de embrido de pinto in vitro para acumular acido aspartico
e glutdmico, porém ndo outros tipos de aminoacidos. Horii e Varon ( 1975, 1977 )
demonstraram que o NGF mantém a capacidade destas células para recaptar e acumular
uridina, citidina, guanosina e também 2-deoxyglucose e acido a-aminoisobutirico, enquanto
que a recaptacdo de leucina nédo foi afetada. Em experimentos com (3H)uridina ( HORII e
VARON, 1975, 1977) e (3H)2-deoxyglucose ( SKAPER ¢ VARON, 1979 ) foi observado
que, se 0 NGF é retirado ou ndo adicionado ao meio de incubacdo, a recaptacdo destas
pequenas moléculas pelos DRG em cultura, declina progressivamente. Entretanto, quando o

NGF foi reintroduzido a cultura, depois de 6 horas, o transporte foi rapidamente restaurado



( em menos de 10 min ) para os niveis de recaptagdo demonstrados pelas células que nao
foram desprovidas deste fator. Como discutido acima, este efeito no transporte parece ser o
resultado da regulacdo do NGF nos niveis de Nat intracelular ( SKAPER e VARON, 1979
). A capacidade do NGF para manter ou restaurar o transporte ndo foram inibidos pela
actinomicina D ou cicloheximida, sugerindo que o fenbmeno ndo depende da sintese de
RNA ou proteinas. Estes achados levaram Horii e Varon ( 1977 ) a especular que tais
efeitos podem regular a extensdo das atividades anabdlicas da célula e assim, controlar a
sobrevivéncia, proliferacdo e/ou alargamento, aumento dos neuritos e produgdo de enzimas
especificas.

A habilidade das células PC 12 para responder sem precisar do NGF fazem delas um
sistema potencial para ser utilizado em estudos dos efeitos do NGF na recaptacdo de
pequenas moléculas. McGuire e Greene ( 1979 ) acharam que o NGF aumenta a taxa em
que as células PC 12 transportam o acido a-aminoisobutirico. O inicio desta estimulacdo foi
detectado dentro de 15 min apdés a administracdo do NGF. Aumento semelhante na
recaptacao foi também induzido pela exposicdo a elevados niveis de soro, entretanto, como
0 tratamento com soro ndo induz o crescimento de neuritos neste sistema, foi concluido que
0 aumento da recaptacdo por si s6 ndo é suficiente para acionar todos os efeitos do NGF
Além disso, tais consideragcdes ndo excluem a possibilidade de que a modulacdo da
recaptacdo pode ter um papel necessario em uma ou varias agées do NGF. Particularmente
interessante é a possibilidade (HORII e VARON,1977; SKAPER e VARON, 1979 ) de que
a modulacdo no transporte de pequenas moléculas seja 0 mecanismo primario pelo quai o0
NGF mantém a sobrevivéncia celular e causa sua hipertrofia.

Devido a membrana plasmética ser um dos sitos de interacdo entre o NGF e as
células alvo, é possivel que uma ligagdo no mecanismo de acdo do fator inclua alteragfes na
arquitetura das células. Ja foi mostrado ( SCHUBERT e WHITLOCK, 1977; SCHUBERT
et al., 1978 ) que dentro de 10 a 20 min apds a exposi¢do das células PC12 ao NGF,

ocorrem mudancas na aglutinabilidade por certas lectinas e na adesdo célula a célula.
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Connolly et al. ( 1979 a,b ) empregando eletromicroscopia por "scanning™ acharam que 0
NGF causa sequéncias de mudancas, de inicio rapido, altamente sincronizadas e
reproduziveis, na arquitetura da superficie das células PC12. Dentro de 1 min apds a
exposicdo ao NGF, grandes enrugamentos aparecem na superficie dorsal das células, os
quais foram proeminentes por 3 min e desapareceram quase completamente ap6s 7 min de
tratamento. Durante este periodo de tempo, microvilosidades que estavam presentes em
grande numero antes do tratamento com NGF desapareceram, entre 15 a 45 min de
tratamento a superficie das células estavam lisas, apOs este tempo, grandes vesiculas
comecaram a aparecer, estas estavam presentes na maioria das células com 2 horas e
desapareceram em 4 horas. Apds 6 a 7 horas as microvilosidades comegaram a reaparecer e
com 10 horas elas mais uma vez cobriam toda a superficie das células. Até o presente, é
dificil avaliar se estas rapidas mudancas na superficie das células sdo uma constante no
mecanismo de acdo do NGF, vez que, tais mudancas s6 foram descritos em uma linha de
células tumorais e ocorrem bem antes do aparecimento de neuritos. Contudo, é passivel de
especulacéo, se tais mudacgas estdo relacionadas a um rearranjo dos receptores para o NGF,
intemalizacdo do NGF, aumento na recaptacdo de pequenas moléculas ou alteracdes na
interacdo das células tratadas com NGF com seus ambientes fisicos ( CONNOLLY et al.,
1979b).

Evidéncias existem de que o crescimento de neuritos pelos neurénios responsivos ao
NGF requer a formacdo e manutencdao de microtibulos ( DANIELS, 1972; ROISEN e
MURPHY, 1973 ). Esta evidéncia aumenta a possibilidade de que o NGF pode promover o
crescimento de neuritos por causar um aumento nos niveis de tubulina e/ou aumento na
organizacdo da tubulina para formar microtibulos. Em estudos com culturas de DRG de
embrido de pinto ( YAMADA e WESSELLS, 1971; MIZEL ¢ BAMBURG, 1975 ) e
ganglios simpéticos ( MIZEL e BAMBURG, 1975 ), foi concluido que a concentragdo dos
microtdbulos ndo mudou em resposta ao tratamento com NGF. Stdckel et al. ( 1974 )

também mostraram que nem a quantidade total nem a concentracdo dos microtibulos estava
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alterada no ganglio servical superior ( SCG) de ratos neonatos em resposta ao NGF in vivo.
Uma interpretacdo destes estudos foi que, o crescimento de neuritos induzido pelo NGF
envolve um aumento na polimerizagdo, mas ndo na sintese de tubulina.

Antes de se chegar a alguma conclusdo, existem VvAarios pontos a serem
considerados, tais como o fato de que o uso de ganglios cultivados aumentam os problemas
de heterogeneidade de tecidos, deteriorizagdo dos controles ndo tratados com NGF e a
influéncia de um exposigao anterior in vivo a0 NGF. Apesar dos estudos terem sidos feitos
ao longo de varios dias, ndo existe verificagdo experimental se 0 NGF de fato afeta ou ndo a
organizacdo da tubulina. Estas questGes tem que ser reexaminadas, em situacdes
experimentais onde haja homogeneidade de tecidos, durante a iniciagdo ( e ndo na
regeneracao ) e durante um tempo maior usando técnicas que permitam medir ndo somente
o teor de tubulina total mas também a polimerizada ( PIPELEERS et al., 1977 ). E também
importante distinguir se os possiveis efeitos do NGF na tubulina/microtibulos s&o

consequéncias primarias ou secundarias do crescimento de neuritos.

ACOES DO NGF NO SNC-POSSIVEL PAPEL TERAPEUTICO

A doenca de Alzeimer ( DA ) ou deméncia senil do tipo Alzheimer é uma doenca
neurodegenerativa progressiva que afeta varios sistemas de neurotransmissores cerebrais O
déficit do sistema colinérgico é contudo, da mais alta importancia nesta patologia e
apresenta grande correlacdo com as alteragcbes observadas para o lado das funcoes
cognitivas. O déficit colinérgico consiste na reducdo da: a) captacdo de colina, b) atividade
da colina acetiltransferase e acetilcolinesterase e na sintese de acetilcolina ( para revisao ver
NORDBERG, 1992).

Por outro lado, a presenca do NGF no SNC € da mais alta importancia como fator
de desenvolvimento para os neurbnios colinérgicos embriondrios e como fator de

manutencdo para os neurdnios colinérgicos adultos (LAPCHAK, 1992 ). A perda dos
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neurdnios colinérgicos no cérebro dos pacientes com DA representa um dos achados
neuropatoldgicos mais consistentes. Os neurdnios afetados sd@o os que formam o caminho
colinérgico ascendente no prosencéfalo basal, o corpo celular destes neurdnios estando
localizado na area septal e no nucleus basalis de Meynert, estes axdnios inervando a
amigdala, hipocampo e neocértex ( MESULAM et al., 1983 ). Existe perda de enzimas
colinérgicas marcadoras, declinio na recaptacédo de colina, na sintese de acetilcolina, além da
perda dos corpos celulares colinérgicos ( COYLE et al, 1983; DAVTES, 1985,
MARCHBANKS, 1982 ). O decréscimo nestes parametros colinérgicos estao
correlacionados com o numero de placas e a deméncia clinica ( ARENDT et al., 1984,
FRANCIS et al., 1985; PERRY et al., 1978 ). Para muitos pesquisadores, o principal fator
para a perda de memodria caracteristica desta doenca é a perda dos neurénios colinérgicos (
BARTUS et al., 1982; COYLE et al., 1983 ).

Appel ( 1981 ) formulou uma hipdtese geral propondo que a perda de fatores
neurotroficos seja o responsavel pela degeneracdo de populagdes neuronais seletivas
observadas, ndo somente na doenca de Alzheimer mas também na doenca de Parkinson e
esclerose amiotréfica lateral e que a aplicagdo do fator correspondente pode prevenir a
degeneracdo neuronal. Baseado nesta hipotese, Hefti ( 1983 ) propos que a perda do NGF
esta envolvida na patogénese da DA.

Nos ultimos anos se acumularam evidéncias mostrando que o NGF age como um
fator neurotréfico para os neurénios colinérgicos centrais ( TABELA 2 ), num caminho
similar a sua influéncia nos neurdnios periféricos simpaticos. O NGF e o RNAm que o
codifica, estdo presentes no cérebro do rato ( CRUTCHER e COLLINS, 1982,
KORSCHING et al., 1985; SHELTON e REICHARDT, 1986 ). Os niveis de NGF séo
muito altos no hipocampo, cortex, area septal e nucleus basalis (isto é, em areas alvo e area
de origem dos neurénios colinérgicos ascendentes no prosencéfalo basal ) e sdo baixos no
tectum optico, cerebelo e medula ( em areas que ndo recebem um impulso de neurénios

colinérgicos prosencefalicos), o correspondente RNA”M é detectado somente no hipocampo
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Tabela 2. Efeito do NGF nos neurdnios colinérgicos centrais in vitro

Cultura Estagio do desenvolvimento marcador colinérgico
Neurdnios septais E15-E17, P21 t atividade ChAT
E15-E17, P1-P4 t atividade AChE
P1-P4 t sobrevivéncia e cresc
de fibras
Pl f conteddo de Ach
P14 t atividade ChAT

t sobrevivéncia neuronal

Neuronios estriatais P19-20 t atividade ChAT

Sumarizado de Hartikka e Hefti, 1988; Hatanaka et al., 1988; Hsiang et al., 1989 e Takei et

al., 1988
E- idade embrionéria; P- idade pos-natal

e cortex (KORSCHING et al., 1985 ).

Quando o NGF é injetado no hipocampo e coOrtex, ele é recaptado pelos nervos
terminais e transportado retrogradamente para o corpo celular colinérgico localizado no
prosencéfalo anterior mas ndo em outros corpos celulares que projetam para esta area (
SCHWAB et al.,, 1979; SEILER e SCHWAB, 1984 ). Receptores para o NGF foram
demonstrados no cérebro de rato por imunoprecipitagio com anticorpo monoclonal (
TANTUCHI e JOHNSON, 1985; TANIUCHI et al., 1986 ) e receptores para 0 NGF no
cérebro de humanos foram visualizados usando imunohistoquimica (ROSS et al., 1984 ).

Os efeitos do NGF em animais experimentalmente lesionados em uma parte do
sistema neuronal colinérgico do prosencéfalo anterior ( este caminho se degenera na DA ),

mostram um aumento na atividade da ChAT no septum e hipocampo na area lesionada (
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HEFTI et al., 1984 ) e andlises histologicas revelaram que o NGF resgatou os neurdnios
colinérgicos septais lesionados ( a reducdo ficou em 10% ). Lesdes nesta area resultam em
défcits na memoria de ratos ( FLICKER et al., 1983, HEPLER et al., 1985; SALAMONE et
al., 1984 ) e na habilidade para aprender uma tarefa no modelo do labirinto radial. E o
tratamento com NGF neutraliza estas deficiéncias induzidas pela lesdo. Ratos tratados com
NGF aprenderam a tarefa que Ihes foi apresentada no modelo do labirinto mais rapidamente
que os ratos ndo tratados, com a mesma lesdo ( WILL e HEFTI, 1985 ). Entretanto, a
possibilidade de que o efeito tenha sido mediado por outros sistemas neuronais ndo pode ser
excluida. O NGF pode estar envolvido na patogénese de DA, apesar de ndo haver evidéncias
indicando que a perda de NGF ou uma reduzida resposta a ele seja responsavel pela morte
dos neurénios colinérgicos na DA, a perda destes neurdnios pode refletir uma degeneragao
secundaria & atrofia de areas alvo como o cOrtex e o hipocampo.

A relagdo entre memoria, neurdnios colinérgicos e NGF leva a hipétese de que o
NGF pode ser uma arma a ser utilizada na terapéutica da DA. Tuszynski et al. ( 1990 )
demonstraram que a degeneracdo de neurdnios colinérgicos de primatas induzidos por lesdo
é prevenida por terapia com NGF. Assim o NGF pode ser benéfico em prevenir a
degeneracdo dos neurénios colinérgicos na DA, que pode assim melhorar alguns déficits
cognitivos que sdo caracteristicos desta desordem ( BARTUS et al.,, 1982; COYLE et al,,
1983; HEFTI e WEINER, 1986 ). Estudos com NGF recombinante humano mostraram sua
eficdcia em prevenir a degeneracdo dos neur6nios colinérgicos apds transeccdo na fimbria-
fomix ( no complexo magnocelular do prosencéfalo ) in vivo ( KOLIATSOS et al., 1991) e
in vitro ( KNUSEL et al., 1990 ) e este NGF mostrou ser equivalente em eficacia ao NGF
de camundongo. Assim, o tratamento de animais com lesdo no sistema septo-hipocampal
pode restaurar, parcialmente, a inervacgdo no campo terminal desaferenciado (
HAROUTUNIAN et al, 1986 ) e pode melhorar transitoriamente deficiéncias

comportamentais relacionados a uma denervagdo hipocampal ( WILL e HEFTI, 1985 ).

Entretanto, 0 NGF sé pode ser benéfico para os neur6nios colinérgicos ndo funcionais se a
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deficiéncia de sintese ou uma aumentada degradacdo de NGF, ndo é um evento priméario na
desordem. A intervencdo com fatores neurotroficos pode ser mais eficaz no inicio do curso
da DA, quando uma grande populagdo de neurdnios colinérgicos permanece intacta e
susceptivel a agdo do NGF. Apo6s um certo estagio de degeneragdo, a perda da populacéo
colinérgica pode tomar a terapia com NGF ineficaz. Existe a possibilidade de que o NGF
possa promover mudangas neuronais aberrantes no cérebro ( MOBLEY et al., 1988 ) e
portanto o tratamento crénico com NGF deve ser feito com cautela, uma vez que o0 uso e 0s

possiveis efeitos colaterais sdo ainda sdo questdes em aberto.

ACOES FARMACOLOGICAS DO NGF

Ja estd demonstrado que o NGF eleva o nimero de mastécitos em ratos recém-
nascidos ( ALOE e LEVI-MONTALCINI, 1977 ) e na presenca de fosfatidil serina, libera
histamina de mastdcitos peritoneais de rato (BRUNI et al., 1982; MAZUREK et al., 1986 )
como o faz o composto 48/80 e o peptidio 401 do veneno de abelha. Além do mais, 0 NGF
aumenta a permeabilidade vascular na pele de rato de uma maneira dose-dependente (
OTTEN et al., 1984 ) e esta aumentado no exsudato inflamatério ( WESKAMP e OTTEN,
1987 ) o que pode sugerir que a producdo de NGF esta relacionada com as células
inflamatdrias que se acumulam no exsudato ao mesmo tempo que o NGF ( CAPASSO et al.,
1975 ). Por outro lado, outros estudos mostram que o NGF tem um efeito inibitério no
aumento da permeabilidade vascular em alguns tipos de inflamacdo aguda ( peritonite com
acido acético e edema de pata induzido por carragenina, serotonina e dextrano ) ( AMICO-
ROXAS et al., 1989 ). Em doses baixas ( 0,25-5,0 /zg/kg ), o NGF tem uma acgdo anti-
inflamat6ria 100 vezes maior que a indometacina e 10 vezes maior que a dexametazona (
BANKS et al., 1984 ) e esta dose corresponde a quantidade de NGF presente no soro de
animais adultos ( BANKS et al.,, 1973 ) levantando a possibilidade de que ele aja como um

anti-inflamat6rio natural.
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Em trabalhos recentes ( LEWIN et al., 1993 ) foi demonstrado que a administragéo
de altas doses de NGF por varias semanas em ratos recém-nascidos ou jovens, leva a uma
profunda hiperalgesia mecénica que persiste até os animais alcancarem a maturidade ( 6
semanas ) e esta hiperalgesia pode ser explicada por sensibilizacdo mediada pelo NGF das
fibras aferentes nociceptivas do tipo A<5. Em animais adultos, a hiperalgesia mecénica
induzida pelo NGF é devido a mudancas a nivel central ( LEWIN et al., 1992 ), enquanto a
hiperalgesia térmica é provavelmente o resultado de uma sensibilizagdo dos receptores
periféricos ao calor. O NGF pode influenciar as propriedades dos nervos sensoriais por
regular a expressdo de varios genes, o0 NGF estimula a sintese de substancia P, CGRP (
peptidio gene relacionado & calcitonina ) e do receptor de capsaicina nos neurdnios
sensoriais de ratos adultos (LINDSAY et al., 1989; WINTER et al., 1988 ). Niveis elevados
de NGF podem levar a um aumento da sintese e da liberacdo de peptidios in vivo, que
podem ser compativeis com os achados de niveis aumentados de substancia P em tecidos
inflamados ( MARSHALL et al., 1990 ). A substéncia P pode ativar macrofagos a liberar
interleucina-1, que agiria em células tais como fibroblastos e células de Schwann para
estimular a produgdo de NGF, formando um "feedback" positivo entre a liberagdo da
substancia P e a producdo do NGF, o que pode ser importante para alguns dos crénicos

eventos associados com inflamagéo e sensitizagdo neuronal.

Nao existem informacdes a respeito do NGF presente no veneno de serpentes do
género Crotalus que habitam o sertdo nordestino, é interessante se fazer um estudo
comparativo com o NGF de saliva de camundongo ja estudado e também investigar outras
acOes farmacologicas deste fator. Tais informagbes podem ser Uteis para o eventual

aproveitamento do NGF como instrumento farmacoldgico.
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OBJETIVOS

Os principais objetivos do presente trabalho foram:

a- Estudar de modo comparativo, as caracteristicas bioquimicas e imunoldgicas do
fator de crescimento do nervo ( NGF ), isolado do veneno de Crotalus durissus cascavella,
Wagler, 1984 e da saliva de camundongo.

b- Estudar as a¢des farmacoldgicas do NGF, em modelos de inflamacéo e de dor
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MATERIAL E METODOS

1- COLETA DAS AMOSTRAS

1.1-REAGENTES

- Epinefnna (bitartarato )- Sigma, USA

- Pentobarbital sodico - Sigma, USA

1.2- METODO

O veneno de Crotalus durissus cascavella, Wagler, 1984, foi obtido do Laboratério
Regional de Ofiologia de Fortaleza ( LAROF ) e foram sempre colhidos de serpentes
machos adultas ndo anestesiadas, no periodo da manhd, através da compressao da glandula
produtora de veneno.

A saliva foi obtida de camundongos Swiss machos de 10 a 16 semanas, segundo
Wallace e Partlow ( 1976 ) com pequenas modificagdes. Os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico ( 60 mg/kg, i.p.) e a salivagdo induzida pela injecdo subcutanea de
epinefnna ( 5mg/kg ). A secrecdo salivar foi coletada com auxilio de uma seringa durante
45-60 min apods a injecdo do secretagogo. Aproximadamente 25-30 p,\ de saliva foi obtida
por camundongo sendo seu pH em tomo de 8,5.

As amostras foram congeladas a -20°C imediatamente apds a coleta, até o0 momento

de uso.

2- DIALISE E CENTRIFUGACAO
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2.1- REAGENTES E MATERIAIS UTILIZADOS

- Saco de Diélise- 250-11 ( Sigma)
- Agitador Magnético- modelo 120MR, Fisher, USA
- Centrifuga refrigerada, modelo J21C, Beckman, Alemanha

- Tampao fosfato de sodio 25 mM, pH 6,8

2.2- METODO

As amostras de saliva e veneno ( 1-1,5 ml ) foram dialisadas durante toda a noite a
4°C em tampéo fosfato de sédio 25 mM pH 6,8. Depois foram centrifugadas a 3.000 r.p.m.

por 10 min e o sobrenadante coletado foi usado para cromatografia.

3- CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE GEL DE SEPHADEX G-100

3.1- REAGENTES E MATERIAIS UTILIZADOS

- Blue Dextran 2000 - Sigma, USA
- Albumina bovina- Sigma, USA
- Ovoalbumina- Sigma, USA
- Citocromo C- Sigma, USA
- Inibidor de Tripsina de Soja- Sigma, USA
- Sephadex G-100 -120 - Sigma, USA
- Fosfato monobasico de sédio - Reagen, Brasil
- Colunas Cromatogréaficas KI5/90 - Pharmacia Fine Chemicals, USA

- Coletor de fracfes - LKB 2070 Ultro Rac 11, Suécia
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-Espectrofotdmetro Beckman DU modelo G-4700 acoplado a um sistema de

modernizacdo Gilford -USA

3.2- METODO

A cromatografia em coluna de Sephadex G-100 foi realizada segundo metodologia
descrita por ANDREWS ( 1970 ).

Inicialmente o p6 de Sephadex ( 15 g ) foi adicionado a &4gua deionizada ( 400 ml ) e
em seguida deixado em repouso por 72 h para haver o entumescimento do gel. Apds
resfriamento ( 4°C ) as particulas mais finas foram decantadas e o gel foi lavado vérias vezes
com agua. Na ultima lavagem foi adicionado tampéo fosfato monobasico de s6dio 25 mM
pH 6,8, na proporcédo 1:1 ( volume do tampdo: volume da suspensdo do gel). Em seguida,
duas colunas cromatogréaficas com dimens@es de 1,5 x 90 cm foram compactadas com o gel,
por gravidade, a 4°C, tendo-se o cuidado para que a altura entre a superficie do liquido no
topo da colunas e o fim do polietileno de escoamento do tampdo das mesmas, néo
ultrapassasse 10 cm. As colunas foram lavadas com o tampdo, utilizando-se um fluxo de 30
ml/hora.

Antes da aplicacdo das amostras, 1 ml de uma solugdo a 0,2 % ( p/v ) de Blue Dextran
2000 foi cromatografada com a finalidade de verificar possiveis defeitos na compactacdo do
gel e também de determinar o "void volume" ( Vo ). A reta foi obtida através de regressao
linear pelo grafico do logaritmo do peso molecular das proteinas usadas como padrdes
versus volume de eluicdo das amostras/"void volume". As seguintes proteinas puras foram
utilizadas como padrdes para a determinacdo do peso molecular: Albumina bovina ( PM 66
kD ), Ovoalbumina ( PM 45 kD), Inibidor de Tripsina de Soja ( PM 22,5 kD ), Citocromo C
( PM 12,5 kD ). Todas as proteinas foram aplicadas na concentracdo de 5 mg/ml , no

volume de 1,0 ml, dissolvidas no tampéo de eluicé&o.
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As amostras de veneno e saliva foram aplicadas em colunas separadas, hum volume de
1,0 ml. As fragbes obtidas foram coletadas num volume de 2 ml por tubo e a atividade da
proteina existente foi detectada através de espectrofotdmetro em comprimento de onda de

280 nm.

4- DETERMINACAO DA PROTEINA

4.1- MATERIAL E REAGENTES UTILIZADOS

- Saco de coloide para concentracdo de proteina- 10 S & S Collodion Bags n°100,
Schlei & Schuell, Inc, USA.
- Sistema para concentracao de proteinas SELECTRON, USA
- Espectrofotdbmetro Beckman acoplado a um sistema de modernizacdo Gilford,
USA
Solucdes e reagentes usados:
- Solugéo A: Na™Oj a 2% em NaOH 0,1 N
- Solucédo B: CuSO™HjO a 0,5% em NaKC4H406.4H20 a 1%
- Solucdo C: 24ml da solucdo A misturado com Iml da solugdo B no momento de
uso
- Reagente de Folin-Ciocalteu-Fenol ( Labordin ) 1:1 em &gua bidestilada

- Albumina sérica bovina - Sigma, USA

4.2- METODO

As ffagdes onde estavam a maior atividade de proteina foram reunidas e no caso da
saliva foram concentradas por dialise & vacuo usando o sistema para concentragdo de

proteina SELECTRON e em seguida a concentracdo de proteina foi determinada pelo
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método de Lowry ( 1951 ). Este método emprega duas reacGes de formacdo de cor.
Inicialmente é feita uma reacao biureto de baixa eficiéncia na qual os ions de cobre alcalino
produzem uma cor azulada na presenca de ligacGes peptidicas. Esta cor é caracteristica de
todas as proteinas e fornece uma cor basica de fundo para a préxima etapa do ensaio.
Depois 0 método emprega uma mistura complexa de sais organicos, o reagente de Folin-
Ciocalteu, que produz uma cor verde azulada intensa na presenca de tirosina ou triptofano
livres ou ligados a proteinas. Como as quantidades desses dois aminoacidos sdo geralmente
constantes nas proteinas sollveis, com poucas exceg¢des, a cor das reagfes é indicativa da
presenca de proteina e a intensidade da cor proporcional & concentracdo. Esta coloragdo é

medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 750nm.

5- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA A 7,5 % COM SDS

5.1- MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS

- Cuba para eletroforese- modelo, LKD-Bromma, Suécia
- Fonte para eletroforese - LKB-Bromma 2197, Suécia
- Albumina bovina - Sigma, USA

- Tripsinogénio - Sigma, USA

- Anidrase carbbnica - Sigma, USA

- Lactalbumina - Sigma, USA

- Azul de Bromofenol - Sigma, USA

- Tris ( hidroximetil)- amino metano - Sigma, USA

- Glicina - Sigma, USA

- Acrilamida - Sigma, USA

- Bis-acrilamida - Sigma, USA

- TEMED (N,N,N',N'- Tetrametiletilenodiamina ) - Sigma, USA
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- Persulfato de amonio- Reagen, Brasil

- Dodecil sulfato de sodio ( SDS ) - Sigma, USA
- Coomasie R - Merck, Brasil

- Acido acético p.a- Reagen, Brasil

- Metanol p.a - Reagen, Brasil

- Acido cloridrico p.a. - Reagen, Brasil

- Sacarose p.a - Reagen, Brasil

- Main gel estoque:

Acrilamida m34g
Bis-acrilamida m0,153g
Agua destilada mg.s.p. 100ml

- Stacking gel estoque:

Acrilamida 7,59
Bis-acrilamida 0,29
Agua destilada g.s.p. 25ml

- Tampéo de corrida:

Glicina m7,055g
Tris 3,09
SDS 0,59
Agua destilada g.s.p. 500ml

- Solucdo de azul de Bromofenol a 0,25%

- Solucéo corante:

Coomassie R 0,679
Metanol 400ml
Agua destilada 530ml
Acido acético 70ml
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- Solucgéo descorante:

Acido acético I00OmI
Agua destilada: 800ml
Metanol 350ml

Main gel (de uso ):

e Tris/HC1 1M pH 8,8 2,5ml
» Agua bidestilada 0,5ml
* Main gel estoque 3,4ml
e SDS a 10% 0,08ml
* TEMED conc. 15 fA
« Persulfato de aménio a 2,0%---------------- 0,2ml

- Stacking Gel (de uso):

e Tris/HC1 1M pH 6,8 0,625ml

e Stacking gel estoque ........ccccoocvvvrnnenn, 0,315ml

» Agua bidestilada 1,315ml

e TEMED conc. ~  -===-=-==-==-------- 7,54

«SDS a 10% 0,Iml

* Persulfato de amonio a 2% 0,125ml
5.2- METODO

A eletroforese foi realizada segundo LAEMMLI ( 1970 ). Foram empregadas placas
de vidro de 10 x 13,5 cm. Primeiramente foi adicionado o Main gel ( gel de separagdo ) com

uma pipeta, cuidadosamente para ndo criar bolhas no espago entre as placas de vidro,
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acopladas a cuba de eletroforese cheia de tamp&o Tris/HCI, depois se adicionou o Stacking
gel ( gel de aplicagdo ). Ap6s o preenchimento das placas, foi introduzido um “pente” de
acrilico formando "pogos" com a sua retirada apos a polimerizagdo da poliacrilamida. As
amostras foram preparadas em tampé&o Tris/HCI 0,01M pH 8,0, contendo 1% de SDS, 10%
de sacarose e 20 /zI de Azul de Bromofenol e aplicados em um volume de 30*1. O processo
foi desenvolvido utilizando-se uma corrente de 15 mA durante aproximadamente 3 horas
Apos a corrida o gel foi corado com Comassie R 0,2% por duas horas e descorado por

lavagens sucessivas de 4cido acético a 7%.

6- PRODUCAO DO ANTISORO CONTRA A FRACAO DO VENENO DE Crotalus

durissus cascavella

6.1- REAGENTES UTILIZADOS
- Formaldeido p.a. - Reagen, Brasil

- Adjuvante completo de Freund (FCA)- Sigma, USA

6.2-METODO

A producdo do anticorpo contra a fracdo do veneno ( F12-30 ) foi realizado
segundo Zanini et al. ( 1968 ). A fracdo do veneno ( 2 mg/ml ) foi misturada com
formaldeido ( solucdo final de 0,4% ) por 15 dias a 40°C, com o objetivo de eliminar o
toxdide do veneno.

No momento da imunizacdo, a fragdo formalizada foi emulsionada com igual volume
de Adjuvante completo de Freund. A seguir, coelhas jovens ( 3 meses ) foram divididas em
dois grupos ( n=2 ) e injetadas com Iml da emulsdo por via intramuscular em vérias partes
da coxa. O primeiro grupo recebeu uma dose de reforco com 30 dias e 0 segundo recebeu o

reforco com 15 e 30 dias. A coleta de amostras de sangue para a pesquisa de anticorpos foi
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feita através da veia marginal da orelha antes de cada refor¢o. O sangue colhido foi deixado

em repouso durante | hora a temperatura ambiente , depois centrifugado e congelado até o

momento da imunogeldifuséo.

7- IMUNODIFUSAO DUPLA RADIAL DE OUCHTERLONY

7.1- REAGENTES UTILIZADOS
- Acido bérico p.a.- Reagen, Brasil
- Borato de sédio p.a.- Reagen, Brasil
- Cloreto de sodio p.a.- Reagen, Brasil
- Agarose - tipo I - Sigma, USA
- Azida sédica - Reagen, Brasil
- Coomassie 25 R - Merk, Brasil

- Metanol p.a.- Reagen, Brasil

- Acido acético p.a.- Reagen, Brasil

Nerve Growth Factor (NGF ) de veneno de Vipera lebetina - Sigma, USA

Anticorpo anti-NGF 2,5S de saliva de camundongo - Sigma, USA

Tampéo ( estoque)

*Acido BOIIiCO...ovovoeeceeeerean 0,62 g
Borato de sédio 0,95 g
*NaCl 0,444
«Agua destilada 100ml
Gelose

eAgarose 109
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sTampéo a5 % ------------------- 100 ml

*Azida sodica-- ---------=-=------- 30 mg

Solucgéo para coloracéo

eCoomassie 25 R 67mg

*Metanol 40ml

«Acido acético 7ml

«Agua destilada 53ml
7.2- METODO

Essa técnica segue 0 método de OUCHTERLONY ( 1958 ). Foi utilizado gel de
agarose a 1% em salina tamponada colocado sobre lamina de vidro. Nesse foram feitos
pequenos pocos, sendo um central e os demais periféricos, equidistantes entre si e do
central. Foram feitas trés laminas, na lamina ! foi colocado no pogo central, o soro anti-
NGF de saliva de camundongo ( 5/zl), nos pogos periféricos foram usadas fragdes ( 5/zl) da
saliva obtidas em vérias cromatografias de Sephadex G-100 ( pog¢o 1- saliva de
camundongo, poco 2- F31-36, pogo 3- FI2-23, poco 4- F20-30, poco 5- F17-25, poco 6-
F4-9, pogo 7- F13-23, poco 8- NGF de Vipera lebetina ( 0,1yu.g/5/xl ). Na lamina 2 foi
colocado no pogo central, o soro de coelho anti-fracdo de veneno F12-30, e nos periféricos,
fraces de veneno obtidas de cromatografias em Sephadex e DEAE-celulose ( pogo 1- F4-7
( DEAE ), pogo 2- 19-27 ( Sephadex ), poco 3- veneno de Crotalus durissus cascavella,
poco 4- F8-20 ( Sephadex ), poco 5- F12-30 formalizada ( Sephadex ), po¢o 6- F12-30 nédo
formalizada, pogo 7- NGF de V. lebetina, poco 8- F33-39 ( DEAE ). Na lamina 3 foi
colocado no poco central, o anticorpo anti-NGF de saliva de camundongo e nos periféricos,

as fracOes a serem testadas ( po¢o 1- NGF de Vipera lebetina, pogo 2- veneno de Crotalus
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durissus cascavella, poco 3- fragdo de veneno F12-30, poco 4- fragdo de veneno F8-20,
poco 5- fracdo de veneno F5-8, poco 6- fragdo de veneno F4-7, poco 7- fragdo de saliva
F17-25 e poco 8- saliva de camundongo. Em todos os pogos foram colocados um volume
de 5gl. As laminas foram colocadas em estufa a 37°C por 24 h em camara Umida quando
foram observadas o desenvolvimento de linhas de precipitacdo ( reagdo antigeno-anticorpo)
entre o orificio central e o(s) periférico(s).

O fundamento dessa reacao é baseado na proposicdo de que o complexo antigeno-
anticorpo é sollvel tanto na regido de excesso de antigeno como na regido de excesso de
anticorpo, precipitando apenas na zona de equivaléncia. Como consequéncia, se tivermos
num meio gelificado, os reagentes migram em direcGes opostas e ao se encontrarem havera
a formacdo de uma linha de precipitacdo. Uma preparacdo contendo VArios antigenos e
migrando contra um antisoro contendo mais de um anticorpo, ir4 produzir multiplas linhas
Uma outra aplicacdo deste método diz respeito ao estudo das semelhancgas entre antigenos
Se deixarmos duas preparacdes de antigenos difundirem contra uma mesma preparacdo de
anticorpos, diversas situacbes podem ocorrer; as linhas de precipitacdo podem ser
completamente confluentes, indicando identidade imunol6gica; podem apresentar um
"espordo"”, no caso de antigenos parcialmente relacionados ou podem, ainda, entrecruzar-se
indicando a auséncia de relagdo imunoldgica entre os antigenos. Devemos lembrar,
entretanto, que mesmo no caso de linhas confluentes isto indica apenas uma identidade
imunoldgica em termos de epitopos presentes, ndo significando, necessariamente, uma

semelhanga completa do ponto de vista molecular.

8- ENSAIOS FARMACOLOGICOS

8.1 DETERMINACAO DA DL DA FRACAO DO VENENO DE Crotalus durissus

cascavella
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A DLS0 ( dose que mata 50% dos animais ) foi determinada pelo método de Miller e
Tainter ( 1944 ). Realizou-se a contagem do numero de animais mortos e calculou-se a
percentagem de mortes para cada grupo, a qual foi convertida em probitos e colocada na
ordenada enquanto que na abscissa constou o log da dose da fracdo do veneno. Foi usada a
fragdo do veneno F12-30 obtida da cromatografia em Sephadex, nas doses de 0,06; 0,125,
0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/kg, por via intraperitoneal e subcutanea, O mesmo procedimento foi
feito para a fracdo do veneno formalizada ( 0,4% de formaldeido ), nas doses de 1, 2; 4; 6 e

12 mg/kg, por via intraperitoneal.

8.2- TESTE DE RETIRADA DA CAUDA DA AGUA QUENTE (" RAT WATER TAIL

IMMERSION™)

A resposta de retirada da cauda de ratos Wistar ( 120-150g ) machos ndo
anestesiados a estimulos nocivos foi determinada pelo método de Janssen et al. ( 1963 ) e
serve para avaliar efeitos analgésicos centrais. As caudas ( 5 cm ) foram imersas em agua
quente (54 = 1°C) e o tempo de laténcia de retirada da cauda foi medido com 15 minutos
de intervalo até 60 minutos. Uma interrupcdo do teste foi feita quando os ratos ndo
retiravam a cauda da &gua quente aos 30 segundos. A fracdo de saliva ( F12-23 ) foi
injetada nas concentragfes de 0,16, 0,32, 0,8 e 4 p.g de proteina/'’kg, s.c. e a fracdo do
veneno ( F12-30 ) nas concentracBes de 25, 50, 100 e 200 /zg de proteina/kg, s.c. em um
volume de 1 ml/kg ( n=6 por dose ), 30 minutos antes de comecar o teste. O grupo controle

recebeu um igual volume de salina a 0,9%.
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8.3- TESTE DA PLACA QUENTE ( "HOT PLATE TEST")

O teste da placa quente foi feito em camundongos Swiss ( 20-25g ), machos,
segundo o método de Eddy e Leimback ( 1953 ) e serve para avaliar efeitos analgésicos
centrais. Os camundongos que exibiram respostas caracteristicas ao estimulo térmico ( 55 +
1°C) na placa quente (lamber as patas posteriores e/ou saltar sobre a placa ) em cérca de
10 segundos, foram selecionados para o teste. Os animais foram divididos em grupos de 6
animais cada e tratados com a fracéo de saliva (F12-23 ) nas doses de 0,8 e 4,0 /xg/kg, s.c. e
com a fracdo de veneno ( F12-30 ) nas doses de 10; 50 e 200 /xg/kg ou com salina a 0,9%
(grupo controle). Eles foram testados nos intervalos de 0, 30 e 60 min ap6s a administragao
das fracbes e registrado o tempo decorrido até que o animal demonstrasse resposta ao

estimulo térmico.

8.4- TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS PELO ACIDO ACETICO ( "

WRITHING TEST")

A habilidade das fraces de inibir as contor¢fes induzidas pelo acido acético a 0,6%
("writhing test') foi ensaiada em camundongos Swiss ( 20-25g ) machos ndo anestesiados,
pelo método de Koster ( 1959 ) . A fragcdo de saliva ( F12-23 ) foi injetada nas doses de
0,16, 0,32, 0,8 e 4,0 /xg/kg, s.c. e a fragdo do veneno ( F12-30 ) nas doses de 0,01, 0,1, 1,0,
10, 100 e 200 /xg/kg, s.c. em um volume de 5 ml/kg ( n=6 por dose ), o grupo controle
recebeu um igual volume de salina a 0,9%. Apds 30 minutos do tratamento os animais
receberam uma injecdo intraperitoneal de 0,1 ml/IOg de peso de uma solucdo de &cido
acético a 0,6%. O numero total de contorcdes foi entdo determinado por um periodo de 20
minutos comecdos a contar 10 minutos apos a administragdo do é&cido acético. Uma
contor¢cdo sendo identificada como uma extensdo da pata traseira acompanhada por

constricgdo do abdémen. Em alguns experimentos, naloxone ( Sigma), na dose de 1 mg/kg.
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um antagonista dos receptores opidides foi administrado subcutdneamente 15 min antes do

tratamento com as fracoes.

8.5- TESTE DA FORMALINA

O teste da formalina foi feito segundo o método de Dubuisson e Dennis ( 1977 ),
modificado por Hunskaar e Hole ( 1987 ). Camundongos Swiss ( 20-25g ) machos foram
pré-tratados com a fragdo do veneno ( F12-30 ) nas doses de 1, 50 e 200 /xg/kg e com a
fracdo de saliva nas doses de 1, 10 e 100 /xg/kg, s.c.. Os animais controle receberam salina a
0,9%. Um volume do 20 /xI de formalina a 1% foi injetada s.c. na regido plantar da pata
traseira esquerda dos camundongos 30 min apds o tratamento. O tempo gasto lambendo ou
mordendo a pata injetada foi medido nos tempos 0-5 min ( primeira fase) e 20-25 min |
segunda fase ) apoés a injecdo de formalina. Em outro grupo de experimentos, o naloxone (
Sigma), um antagonista de receptores opioides, foi injetado subcutdneamente, na dose de !

mg/kg, 15 min antes do tratamento com as fragdes.

8.6- EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS

Este teste serve para estudar a acdo antinflamatoria de drogas ( WINTER et al.,
1962 ). Camundongos Swiss machos ( 120-150g ), escolhidos aleatoriamente e divididos em
grupos de 6 animais cada, foram tratados com a fracdo ( F12-23 ) de saliva e de veneno (
F12-30 ) nas doses de 1; 10 e 100 /xg/kg, s.c. com salina, 30 minutos antes da injecéo
subplantar de 50 /xI de uma solugdo de carragenina (tipo | - Sigma, USA ) a 1% na pata
traseira direita. O volume da pata foi medido por pletismdgrafo ( Ugo Basile, Italia ), nos
tempos 0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 h ap0s a injecdo de carragenina.

A atividade anti-edematogénica das fracdes foi considerada em termos de inibicao

percentual do edema, de acordo com a seguinte férmula:
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Percentagem de inibicdo = 1 - Vt/ V¢ x 100, onde Vt e V¢ representam a média das

diferencas entre as medidas das patas nos grupos tratados e controle respectivamente.

Método pletismografico:

Foi utilizado uma variante do método de Winder et al. (1957).

A pata traseira direita do animal foi estendida firmemente e introduzida até uma
determinada regido referencial ( borda péstero-proximal da proeminéncia do calcanhar) em
um recipiente cheio, a quantidade de fluido deslocado é medida por um transdutor e a leitura
feita em um monitor digital. O fluido utilizado foi uma solu¢édo de NaCl 0,05% acrescido de

uma solucéo detergente (Imbibente BBC97, Ornano- Italia), na proporgdo de 5 ml/1

8.7. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRANO A 1,5% EM CAMUNDONGOS

Este teste serve para estudar a atividade antinflamatoria de drogas e segue 0 modelo
descrito por Parrat e West ( 1958 ). Camundongos Swiss machos ( 20-25 g ), escolhidos
aleatoriamente e divididos em grupos de 6 animais cada, foram tratados com a fracdo ( F12-
23 ) de saliva e de veneno (F12-30), nas doses de 1; 10 e 100 /xg/kg, s.c. ou com salina, 30
min antes da injecdo subplantar de 50 /zI de uma solucdo de dextrano, Sigma, USA ( PM-
12000 ) a 1,5% na pata traseira direita . O volume da pata foi medido por pletismégrafo (
Ugo Basile) nos tempos 0; 0,5; 1; 2 e 3 h apds a inje¢do do dextrano.

A atividade anti-edematogenica das fracOes foi considerada em termos de inibicdo
percentual do edema, de acordo com a seguinte formula:

Percentagem de inibicdo= 1- Vt/ Vc x 100, onde Vt e V¢ representam a média das

diferencas entre as medidas das patas nos grupos tratados e controle respectivamente
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8.8- DEGRANULACAO DE MASTOCITOS

8.8.1- REAGENTES E DROGAS UTILIZADOS
Formaldeido p.a.- Reagen, Brasil
Azul de toluidina - Sigma, USA
Acetona p.a.- Reagen, Brasil

Composto 48/80 - Sigma, USA

Solucdo de Ringer- Locke:

- NaCl 0,9%
- KC1 0,042%
- CaCl2 0,024%
-NaHCO3------emmmmv 0,015%
- Dextrose 0,1%

8.8.2 - METODO

A degranulacéo foi feita segundo Norton ( 1954 ). Ratos Wistar foram sacrificados e
cortes do mesentério foram retirados e colocados em solucdo de Ringer-Locke. As pecas de
mesentério foram incubadas por 30 min em solucdo de Ringer-Locke ( 5 ml), contendo as
fracOes de saliva e de veneno a serem testadas, nas doses de 1, 10 e 100 /zg/ml Como
controle positivo de degranulagdo foi usado o composto 48/80 ( Sigma ), na dose de 0,8
/ig/ml. Com o objetivo de tentar bloquear a degranulacdo, 10/d do anticorpo anti-NGF (1:8
), foi incubado 30 min com a fragdo de saliva ( 100 /xg/ml), e depois adicionados a solugédo
de Ringer-Locke. Apds o periodo de incubacdo, a pecas foram colocadas por 20 min em
solucdo de formaldeido a 4% contendo 0,1% de azul de toluidina. Depois, as pegas foram
descoradas com duas lavagens de acetona, fixadas com xilol e montadas em laminas. Apos a

montagem, o0 excesso de gordura foi retirado das pecas e as laminas foram lidas no
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microscépio 6tico, com o aumento de 400. Usualmente duas a trés pecas de mesentério
foram usadas para cada concentracdo da droga. De cada peca, 6-10 campos foram contados
ao acaso e a percentagem de células degranuladas por campo foi obtida. Para avaliar a
percentagem de degranulacdo, a marcacdo das laminas foi coberta e as laminas foram

contadas em sequéncia randémica.

9- METODOS ESTATISTICOS

Os resultados obtidos que exigiram uma analise estatistica foram expressos como
MEDIA = E.P.M., a significancia estatistica foi calculada de acordo com o teste "t de

Student, para amostra ndo pareadas, obedecendo os niveis de significAncia de p < 0.05
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RESULTADOS

1- CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-100

As amostras de saliva e de veneno, | ml aproximadamente , foram cromatografadas
em coluna de Sephadex G-100 e as fracOes obtidas, foram lidas em 280 nm. Os perfis
cromatograficos estdo apresentados nas Figuras 2 e 3. O volume de eluicdo (Ve)
correspondente a maior absorcdo de luz em 280 nm das fracdes da saliva variou de 64 ate
80 ml, como o "void volume" (Vo) da coluna usada foi de 51 ml, o valor de VV/Vo é de 1,254-
1,568. Plotando este ponto no gréafico da regressdo linear obtida do logaritmo do PM de
proteinas padrdes usadas para calibrar a coluna ( Albumina- 4,819, Ovoalbumina- 4,653,
Inibidor de tripsina de soja- 4,352, Citocromo C- 4,097 ) versus V/Vo destas mesmas
proteinas para esta coluna ( Albumina- 1,059, Ovoalbumina- 1,314, Inibidor de tripsina de
soja- 1,627, Citocromo C- 1,941 ) ( Figura 4 ) foi obtido o logaritmo do peso molecular
variando de 4,40 a 4,65, equivalente a um PM aparente do "pool” de fragbes ( F12-23 ) de
25-45 kD. Com relacdo ao veneno o Ve obtido das fracGes coletadas variou de 73 a 100 ml,
como o Vo da coluna usada foi de 54 ml, o valor de VV/Vo é de 1,352-1,852, plotando este
ponto no grafico da regressao linear obtida do logaritmo do PM de proteinas padrfes usadas
para calibrar a coluna ( ver acima ) versus o V/Vo destas mesmas proteinas para esta coluna
( Albumina- 1,055, Ovoalbumina- 1,148, Inibidor de tripsina de soja- 1,444, Citocromo C-
1,963 ) (Figura 5 ) foi obtido o logaritmo do peso molecular variando de 4,16-4,52, o que

equivale aum PM de 14,5-33 kD para este "pool” de fragcbes (F12-30 ).

49



O oy

Sar o w»

2-1

volume de eluicao (ml)

Figura 2. Cromatografia em gel de Sephadex G-100 da saliva do camundongo

A cromatografia foi feita em gel de Sephadex G-100, como descrita em "Materiais e
Métodos"”. A saliva foi dialisada em tampdo fosfato de sodio, 25 mM pH 6,8 e depois
centrifugada. O sobrenadante ( | ml) foi usado para a cromatografia. A ordenada representa
a absorbancia das fragdes coletadas lidas num comprimento de onda de 280 nm. A abcissa
representa 0 numero de tubos usados para coletar as fracbes. O volume de eluicdo das

fracOes estd mostrado abaixo da abcissa.
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Figura 3. Cromatografia em gel de Sephadex G-100 do veneno de Crotalus durissus
cascavella

A cromatografia foi feita em gel de Sephadex G-100, com descrito em "Materiais e

Métodos"”. O veneno foi dialisado em tampédo fosfato de sodio, 25 mM pH 6,8 e depois

centrifugado. O sobrenadante ( ! ml ) foi usado para a cromatografia. A ordenada

representa a absorbancia das fraces coletadas lidas num comprimento de onda de 280 nm

A abcissa representa 0 nimero de tubos usados para coletar as fragdes. O volume de eluigao

das fragOes esta mostrado abaixo da abcissa.
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Figura 4. Peso molecular aproximado (PM) da fracéo de saliva

Peso molecular aproximado da fracdo de saliva ( F12-23 ) obtida na cromatografia
em Sephadex G-100. A regressdo linear foi obtida pelo gréfico do logaritmo do PM das
proteinas usadas para calibrar a coluna ( albumina, ovoalbumina, inibidor de tripsina,

citocromo C ) versus o volume de elui¢do das proteinas/" void volume "( \V/Vo).
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Figura 5. Peso molecular aproximado (PM) da fracdo do veneno de Crotalus durissus

cascavella

Peso molecular aproximado da fracdo de veneno ( F12-30 ) obtida na cromatografia
em Sephadex G-100. A regressdo linear foi obtida pelo gréfico do logaritmo do peso
molecular das proteinas usadas para calibrar a coluna ( albumina, ovoalbumina, inibidor de

tripsina, citocromo C ) versus o volume de elui¢do das proteinas/"void volume™ (\V/\V/J.
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2- DETERMINACAO DA PROTEINA

A concentragdo de proteina existente na fracdo da saliva ( F12-23 ) obtida da
cromatografia foi de 1,1 mg/ml e para a fragdo de veneno ( F12-30 ), foi de 3,1 mg/ml.
Posteriormente as fragBes foram concentradas a vacuo resultando numa concentragdo final

de 3,1 e 5,6 mg/ml para as fragdes de saliva e de veneno respectivamente.

3- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA A 7,5% COM SDS

O perfil eletroforético em gel de Poliacrilamida a 7,5% com SDS estd mostrada na
Figura 6. Na fracdo de saliva (F12-23 ) vemos a presenca de uma banda que migrou para a
regido de 18,2-21,4 kD baseado nas proteinas de PM conhecidas usadas ( albumina bovina-
66kD, anidrase carblnica- 29 kD, tripsinogénio- 24 kD e lacatalbumina- 14,2 kD Na
fracdo do veneno ( F12-30 ) foi observado que a fragdo ainda estd impura, com quatro

bandas de migracédo, nas regides de 16,9-36,3 kD (Figura 6 ).

4- DETERMINACAO DA DL5 DA FRACAO DO VENENO DE Crotalus durissus

cascavella EM CAMUNDONGOS
A DLA50 da fragdo F12-30 formalizada foi de 5,0 = 0,9 mg/kg e da ndo formalizada

foi de 0,125 + 0,04 mg/ kg, quando injetadas por via intraperitoneal. Quando injetada por

via subcuténea, a DLS0 da fracdo F12-30 ndo formalizada foi de 1,0 + 0,1 mg/kg.
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Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% com SDS das fracGes de saliva e de

veneno
A eletroforese foi feita segundo o descrito em "Materiais e Métodos". 1- Marcador
de peso molecular ( a-» albumina ( 66 kD ), ac-» anidrase carbonica ( 29 kD ), t-»
tripsinogénio ( 24 kD ), 1-» lactalbumina ( 14,2 kD ) ). 2- Fragdo de saliva ( F12-23 ). 3-

Fracdo de veneno (F12-30).
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5- IMUNODIFUSAO DUPLA RADIAL DE OUCHERLONY

Na lamina 1 foram observadas linhas de precipitacdo entre o anticorpo anti-NGF de
saliva ( poco central), a saliva de camundongo ( pogo 1 ) e as fragcGes de saliva, F31-36 (
poco 2 ), F12-23 ( poco 3 ) e F20-30 ( poco 4 ). Com as demais fracbes usadas ndo foram
observadas nenhuma linha de precipitacdo. Também foi visto, que o NGF de Vipera
lebetina, ndo da reacdo cruzada com o anticorpo anti-NGF de saliva ( po¢co 8 ). Foram
detectadas, também, a presenca de duas proteinas na saliva, das quais uma apareceu na
fracdo F12-23 e a outra na fragdo F20-30 ( Figura 7 ). Na lamina 2 foram vistas linhas de
precipitacdo entre o soro de coelho anti-fracdo F12-30 ( pogo central ) e as fracGes de
veneno testadas ( poco 1- F4-7, poco 2- F19-27, poco 3- veneno de Crotalus durissus
cascavella, poco 4- F8-20, pogo 5- F12-30 formalizada, po¢o 6- F12-30 ndo formalizada,
poco 8- F33-39 ). Foi detectado uma reacdo entre 0 NGF do veneno de Vipera lebetina (
poco 7 ) e o soro anti-F12-30 de veneno de Crotalus durissus cascavella. Foi observada
também, a presenca de duas linhas de precipitacdo em todas as fragfes testadas, significando
a presenca de duas proteinas com identidade imunoldgica. ( Figura 8 ). Na lamina 3, foram
observadas duas linhas de precipitacdo entre o anticorpo anti-NGF de saliva ( po¢o central)
e a saliva ( pogo 8 ), demonstrando a presenca de duas proteinas na saliva com identidade
imunolégica com o anticorpo usado. Nem o NGF de Vipera lebetina ( po¢o ! ), nem as
fracOes de veneno testadas ( pogo 2- veneno de Crotalus durissus cascavella, poco 3- F12-
30, poco 4- F8-20, poco 5- F5-8, poco 6- F4-7 ) reagiram com o anticorpo anti-NGF de

saliva (Figura 9).



Figura 7. Imunodifuséo dupla radial com anticorpo anti-NGF, frages de saliva e NGF de
Vipera lebetina - LAmina |

As fracbes foram obtidas de cromatografias em Sephadex G-100. Pogo central-

anticorpo anti-NGF de saliva de camundongo, pog¢o 1- saliva de camundongo, poco 2- F31-

36, poco 3- F12-23, poco 4- F20-30, pogo 5- F17-25, poco 6- F4-9, pogo 7- F13-23, poco

8- NGF de Vipera lebetina. Nos pocos foram colocados 5 pA das amostras.
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Figura 8. Imunodifusdo dupla radial com anticorpo anti-F12-30, fragbes de veneno de
Crotahis durissus cascavella e NGF - Lamina 2

As fracdes de veneno de Crotalus durissus cascavella foram obtidas de

cromatografias em Sephadex G-100 e de DEAE-celulose. Pogo central- anticorpo anti-F 12-

30, pogco 1- F4-7 ( DEAE ), pogo 2- F19-27 ( Sephadex ), poco 3- veneno de C. d.

cascavella, pogo 4- F8-20 ( Sephadex ), po¢o 5- F12-30 formalizada ( Sephadex ), poco 6-

F12-30 ndo formalizada ( Sephadex ), poco 7- NGF de Vipera lebetina, poco 8- F33-39

Nos pocos foram colocados 5 /zI das amostras.
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Figura 9. Imunodifusdo dupla radial com anticorpo anti-NGF e fracbes de saliva de
camundongo e de veneno de Crotalus durissus cascavella - Lamina 3

As fracdes de veneno e de saliva foram obtidas de cromatografias em Sephadex G-

100. Pocgo central- anticorpo anti-NGF de saliva de camundongo, po¢co 1- NGF de Vipera

lebetina, poco 2- veneno de C. d. cascavella, poco 3- F12-30 ( veneno ), poco 4- F8-20 (

veneno ), pogo 5- F5-8 ( veneno ), pogo 6- F4-7 ( veneno ), pogo 7- F17-25 ( saliva ), poco

8- saliva de camundongo. Nos pogos foram colocados 5 (A das amostras.
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6- TESTE DA PLACA QUENTE EM CAMUNDONGOS ( "HOT PLATE TEST")

As fracOes testadas ndo influenciaram significativamente o tempo de reacdo a placa
quente (55 *+ 1°C ). Foi observado que os animais tratados com a fracdo de saliva ( F12-
23 ) na dose de 0,1 /xg de proteina /kg, mostraram um tempo de reacdo de 1,9 + 0,2, 19
+ 0,4 e 1,6 = 0,2 segundos, na dose de 0,8 /xg/kg o tempo de reacdo foi de 3,0 + 0,8,2,2
+ 0,4 e 29 = 0,7 segundos e na dose de 4,0 /xg/kg o tempo foi de 4,0 £ 0,8 ;3,0 + 0,7 e
2,8 = 1,0 segundos, nos tempos de 0, 30 e 60 min apds o tratamento, enquanto nos animais
controle o tempo foi de 2,8 + 0,7,2,2 = 0,5 e 2,7 + 1,0 segundos para 0s mesmos tempos
( Tabela 3 ). Em outro grupo de experimentos os animais foram tratados com a fragdo de
veneno (F12-30 ) nas doses de 10, 50 e 200 /xg/kg. Na dose de 10 /xg/kg o tempo de reagéo
foi de 105 + 13 ;75 + 1,2; 5,0 + 0,8 segundos, na dose de 50 /xg/kg o tempo foi de
113 £19;75 £+ 18 ;4,3 = 0,8 segundos, na dose de 200 /xg/kg o tempo foi de 10,2 +
2,0;6,6 + 1,8; 6,7 + 1,8 segundos. Nos animais do grupo controle o tempo de reacdo a
placa quente foi de 11,0 + 14 ;88 = 11 ;7,0 £ 1,6 segundos para os tempos de 0, 30 e

60 min apds o tratamento (Tabela 4).

7- TESTE DA RETIRADA DA CAUDA EM RATOS ( "RAT WATER TAIL
IMMERSION" )

As fracdes néo influenciaram significativamente (p < 0,05) o tempo de laténcia de
retirada da cauda da 4gua quente ( 54°C + 1 ). Os animais nos tempos de 0, 15, 30, 45 e 60
minutos apds tratamento com a fragdo de saliva ( F12-23 ) na dose de 0,8 /xg/kg mostraram
um tempo de laténcia de retirada da cauda de 4,7 £ 0,6 ; 6,3 £ 05;58 £ 0,6 ;6,1 + 0,3
e 7,3 + 0,4 segundos respectivamente, na dose de 4,0 /xg/kg o tempo foi de 5,4 + 0,7,6,6
+09;80+14;6,7 =05 e6,8 + 0,7 s respectivamente, nos animais do grupo controle
a tempo foi de 45 + 04 ;58 £ 09 ;43 = 06 ;65 + 15 e 55 *x 0,7segundos

respectivamente (Tabela 5 ).
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Tabela 3. Efeito da F12-23 de saliva de camundongo no tempo de reacdo a placa quente em

camundongos.
Grupo Dose Tempo de reacéo ( S)
/xg/kg, s.c. 0 min 30 min 60 min
Controle 2,8 0,7 22 +05 27+ 10
F12-23 0,1 19 + 0,2 19 £ 04 16 = 0,2
0.8 30+08 22 +04 29 0,7
4,0 40 + 0,8 30 £ 0,7 28 £ 10

Os numeros representam média + EPM do tempo de reacdo a placa quente (55 + !
°C ) em segundos cronometrados nos tempos 0, 30 e 60 min ap6s o tratamento. Foram
utilizados grupos de 6 animais. Os resultados do test "t" de Student ndo apresentaram
nenhuma diferenca significativa dos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle

injetado com salina.
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Tabela 4. Efeito da F12-30 de veneno de Crotalus durissus cascavella no tempo de reacéo a

placa quente em camundongos.

Grupo Dose Tempo de reagdo ( s)
Ixg/kg, s.c. 0 min 30 min 60 min
Controle 110 £ 14 88 = 11 70+ 16
F12-30 10 105 + 1,3 75 £ 12 50 +0,8
50 113 £ 19 75+ 18 43 + 0,8
200 10,2 = 2,0 6,6 £ 18 6,7 £ 18

Os numeros representam média = EPM do tempo de reacédo a placa quente (55 + |
°C ) em segundos cronometrados nos tempos 0, 30 e 60 min apds o tratamento. Foram
utilizados grupos de 6 animais. Os resultados do teste "t" de Student ndo apresentaram
nenhuma diferenca significativa dos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle

injetado com salina.

62



Tabela 5. Efeito da F12-23 de saliva de camundongo no tempo de laténcia de retirada da

cauda ao estimulo térmico em ratos

Grupo Dose Tempo de reagdo (S)
Mg/kg, s.c. 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min
Controle 45 + 04 58 £ 0,9 43 + 0,6 65 + 15 55 + 0,7
F12-23 0,8 47 +£06 63 +05 58 £ 0,6 6,1 £ 0,3 73 £ 04
4,0 5407 6,6 =*09 80+ 14 6,7 £ 0,5 6,8 £ 0,7

A cauda dos ratos ( 5 cm ) foi imersa na 4gua quente (54°C=Il)eo tempo de
laténcia de retirada da cauda foi medido nos tempos 0; 15; 30; 45 e 60 min apds o
tratamento com a fracdo. Os numeros representam média + EPM do tempo de laténcia de
retirada da cauda em segundos. Foram utilizados grupos de 6 animais. Os nimeros nao
diferem estatisticamente em relacdo ao controle. Os resultados do teste "t" de Student nédo
apresentaram nenhuma diferenca significativa dos grupos experimentais em relacdo ao grupo

controle injetado com salina.
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Os animais tratados com a fragdo de veneno ( F12-30 ) na dose de 25 /xg/kg,
mostraram um tempo de laténcia de 52 + 0,7 ;73 + 12 ;89 + 0,9,6,5 + 0,8 e 6,0 +
0,6 segundos respectivamente, nos tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apds o tratamento,
na dose de 50 /xg/kg o tempo de laténcia foi de 8,0 + 1,9,8,8 + 0,8 ;6,8 + 0,8, 6,2 +
0,7 e 6,3 = 0,4 segundos respectivamente, na dose de 100 /xg/kg o tempo foi de 7,2 + 0,8 ,
58 +05;63 +0,7;6,7 + 0,6 e 53 + 0,2 segundos respectivamente e na dose de 100
/xg/kg o tempo foide 83 + 16 ;7,2 £ 06 ;57 =03 ;75 + 0,7e 5,7 + 0,3 segundos,
nos animais do grupo controle o tempo de laténcia foi de 53 + 0,2 ;4,7 + 0,6 ;6,3 + 0,5 ;

5,7 £ 0,8 e 6,5 = 0,5 segundos respectivamente ( Tabela 6 ).

8- TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS PELO ACIDO ACETICO

A fracdo do veneno ( F12-30 ) nas doses de 1, 10, 100 e 200 /xg/kg, administrado
por via subcutanea, reduziu significativamente ( p < 0,05 ) e de maneira dose dependente, o
nuimero médio das contor¢des abdominais produzidas pelo &cido acético de um valor
controle de 51,0 + 15 para 333 + 36 ; 308 = 64 ; 2800 £ 71 e 255 + 6,9,
correspondendo a uma inibigdo de 34, 39, 45 e 50% respectivamente ( Tabela 7 ). Em outro
grupo de experimentos o naloxone ( | mg/kg ) ndo foi efetivo em bloquear a inibi¢&o
causada pela F12-30 na dose de 200 /xg/kg (F12-30= 28,0 + 6,6 ; F12-30 + Naloxone=
28,5 + 3,7) ( Tabela 8 ). A fragcdo da saliva ( F12-23 ) nas doses de 0,16; 0,32 e 0,8 /xg/kg,
s.c. inibiu as contor¢cdes de maneira dose dependente de um valor controle de 38,1 + 7,8
para225 + 4,2 ;180 + 4,8 ;7,3 + 2,8, correspondendo a uma inibicdo de 41, 53 e 81%
respectivamente, um posterior aumento da dose para 4 /xg/kg entretanto, resultou em menor
inibicdo ( 13,5 £ 3,3, equivalente a 65%) ( Tabela 9 ). Em outro grupo de experimentos o0
naloxone, a semelhanga do que foi observado com a fracdo do veneno, ndo foi efetivo em
reverter a inibicdo causada por esta fracdo na dose de 0,32 /xg/kg ( F12-23= 16,4 + 3,2 ;

F12-23 + Naloxone= 22,0 = 3,0) ( Tabela 10).
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Tabela 6. Efeito da F12-30 de veneno de Crotalus durissus cascavella no tempo de laténcia

da retirada da cauda ao estimulo térmico em ratos.

Grupo Dose Tempo de reagdo (S)
Mg/kg, s.c. 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min
Controle 53 £0,7 47 + 0,6 6,3 £ 0,5 57 £ 0,8 6,5 £ 0,5
F12-30 25 52 =+ 0,7 73 £ 172 89 09 6,5 + 0,8 6,0 + 0,6
50 80+19 88+08 68+08 62=x07 6,3 + 04
100 7,2 0,8 58 £ 0,5 6,3 = 0,7 6,7 = 0,6 53 = 0,2
200 83 16 72 = 0,6 57 0,3 75 = 0,7 57 0,3

A cauda dos animais ( 5 cm ) foi imersa em agua quente ( 54 °C = | ) e o tempo de
laténcia de retirada da cauda foi medido nos tempos 0; 15; 30; 45 e 60 min, apds o
tratamento com a fracdo. Os ndmeros representam média + EPM do tempo de laténcia de
retirada da cauda em segundos. Foram utilizados grupos de 6 animais. Os numeros nao

diferem estatisticamente em relacdo ao controle injetado com salina.
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Tabela 7. Efeito da F12-30 de veneno de Crotalus durissus cascavella na nocicepcao

induzida por &cido acético em camundongos.

Grupo Dose Numero de contorgdes Inibicdo (%)
Ixg/kg, s.c.
Controle BE— 51,0 £ 15
F12-30 1 333 +£36* 34,7
10 30,8 +64* 39,6
100 280+ 71* 45,1
200 255 +69* 50,0

Foi injetado &cido acético 0,6% ( 0,1 ml/10 g de peso, i.p.), 30 min apds o
tratamento com a fracdo. O numero de contor¢fes exibidos pelos animais foi contado apds
10 min da injecdo do &cido, durante 20 min. Os valores representam média + EPM de 6
animais por grupo. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle tratado com salina

(teste "t" de Student ndo pareado )
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Tabela 8. Efeito do naloxone na antinocicepg¢do induzida pela F12-30 de veneno de Crotalus

durissus cascavella no teste de contor¢gbes abdominais pelo acido acético em

camundongos.
Grupo Dose Ndmero de contorgdes Inibicdo (%)
s.C.
Controle 705 = 5,2
F12-30 200 /xg/kg 28,0 + 6,6 * 60,1
F12-30 200 /xg/kg
+
Naloxone 1 mg/kg 285 £ 3,7 * 59,6

Os valores representam média + EPM de 6 animais por grupo. O &cido acético a
0,6% ( 0,1 ml/10 g) foi injetado i.p. 30 min apos o tratamento com a fracdo. O naloxone foi
injetado 15 min antes do tratamento com a fracdo. O numero de contorc¢des exibidos pelos
animais foi contado 10 min apds a injecdo do &cido, durante 20 min. * p < 0,05 quando

comparado com o grupo controle tratado com salina (teste "t"de Student ndo pareado).
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Tabela 9. Efeito da F12-23 de saliva de camundongo na nocicepc¢do induzida por acido

acético em camundongo.

Grupo Dose Namero de contorgfes Inibicdo (%)
Ixg/kg, s.c.
Controle 381 =78
F12-23 0,16 225 + 4.2 41
0,32 18,0 = 4,8 53
0,80 73 +£28* 81
4,00 135 £ 33 * 65

Os numeros representam média = EPM de 6 animais por grupo. O &cido acético a
0,6% ( 0,1 ml/10 g ) foi injetado i.p., 30 min apds o tratamento com a fragdo. O ndmero de
contorgdes exibidos pelos animais foi contado 10 min a partir da injecdo do acido, durante
20 min. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle tratado com salina (teste "t"

de Student ndo pareado)
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Tabela 10. Efeito do naloxone na antinocicepcéo induzida pela (F12-23 ) de saliva de

camundongo no teste das contor¢des abdominais pelo acido acético.

Grupo Dose Namero de contor¢des Inibicdo (%)
(s.c.)
Controle 455 = 59
F12-23 0,32 /xg/kg 164 + 3,2 * 64
F12-23 0,32 /xg/kg
+
Naloxone 1 mg/kg 220 £ 30~ 52

Os numeros representam meédia = EPM de 6 animais por grupo. O &cido acético a
0,6% ( 0,1 ml/10 g ) foi injetado i.p. 30 min apds o tratamento com a fragdo. O naloxone foi
injetado 15 min antes do tratamento com a fragdo. O numero de contor¢Bes exibidos pelos
animais foi contado 10 min apds a injecdo do acido, durante 20 min. * p < 0,05 quando

comparado com o grupo controle tratado com salina (teste "t" de Student ndo pareado).
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9- TESTE DA FORMALINA

A fracdo de wveneno ( F12-30 ) nas doses de 1, 50 e 200 /xg/kg reduziu
significativamente o tempo de lamber a pata na primeira fase da resposta de um valor
controle de 51,1 + 34 para 325 = 65 ; 340 + 38 ; 27,8 £+ 45 segundos,
correspondendo a uma inibicdo de 36, 33 e 45% respectivamente, na segunda fase da
resposta a atividade de lamber a pata foi reduzida de um valor controle de 39,6 + 6,4 para
um valor de 24,0 + 9,2 ; 10,6 £ 3,4; 11,1 £3,3 segundos, correspondendo a uma inibicéo
de 39, 73 e 78% ( Tabela 11 ). Em outro grupo de experimentos o naloxone ndo foi efetivo
em reverter a inibicdo causada por esta fragcdo na dose de 200 /xg/kg, na primeira fase da
resposta ( F12-30= 27,5 £+ 1,0 , F12-30 + Naloxone= 25,0 + 3,2 segundos ), nem na
segunda fase da resposta ( F12-30= 7,2 + 2,0 , F12-30 + Naloxone= 2,0 + 0,7 segundos)
( Tabela 12 ). A fracdo de saliva (F12-23 ) nas doses de 1, 10 e 100 reduziu o tempo de
lamber a pata na primeira fase da resposta de um valor controle de 59,5 + 2,7 para 255 +
24 ;233 + 31 ;220 + 2,1 segundos, correspondendo a uma inibicdo de 57, 61 e 63%
respectivamente, na segunda fase da resposta o tempo de lamber a pata foi reduzida de um
valor controle de 125 + 26 para 55 = 30 ; 90 £ 17 ; 40 = 1,0 segundos,
correspondendo a uma inibicdo de 56, 28 e 68% ( Tabela 13 ). Em outro grupo de
experimentos o naloxone ndo foi efetivo em reverter a inibicdo causada por esta fracdo na
dose de 100 /xg/kg, na primeira fase da resposta ( F12-23= 22,0 + 21 , F12-23 +
Naloxone= 24,7 = 1,4 ), na segunda fase da resposta apesar de haver uma tendéncia para
uma reversdo estes resultados ndo foram diferentes estatisticamente ( F12-23= 4,0 = 1,0,

F12-23 + Naloxone= 7,8 + 1,7 segundos) ( Tabela 14 ).
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Tabela 11. Efeito da F12-30 de veneno de Crotalus durissus cascavella na nocicepgdo

induzida pela formalina na pata do camundongo.

Grupo Dose Tempo gasto lambendo a pata (s)
Mg/kg, s.c. la fase 2a fase
(0-5 min) (20-25 min)
Controle - 51,1 + 3,4 39,6 + 64
F12-30 1 325 65 * 240 £ 9,2
(36,4%) (39,5%)
50 340 = 38 * 106 + 34 *
(33,5%) (73,1%)
200 278 + 45 * 111 £ 33 *
(45,6%) (78,1%)

Os valores representam media + EPM de 6 animais por grupo. A formalina 1% ( 20
/zl/pata ) foi injetada s.c. na regido plantar da pata do camundongo, 30 min apés o
tratamento com a fracdo. O tempo gasto lambendo ou mordendo a pata foi medido nos
tempos 0-5 min e 20-25 min apds a injecdo da formalina. Os valores entre parénteses
representam a percentagem de inibicdo. * p < 0,05 em relacdo ao grupo controle tratado

com salina (teste "t" de Student ndo pareado).
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Tabela 12. Efeito do naloxone na antinocicepgdo induzida causada pela F12-30 de veneno

de Crotalus durissus cascavella no teste da formalina a 1%

Grupo Dose Tempo gasto lambendo a pata ( s)
(s.c) 1® fase 24 fase
(0-5 min) (20-25 min)
Controle 595 £ 2,7 125 + 2,6
F12-30 200 /xg/kg 275 = 10 72 =20
F12-30 200 /xg/kg
+
Naloxone 1,0 mg/kg 25,0 + 8.2 20+ 87

Os valores representam média + EPM de 6 animais por grupo. A formalina a 1% (
20 “il/pata ) foi injetada s.c. na regido plantar da pata do camundongo, 30 min apés o
tratamento com a fracdo. O naloxone foi injetado 15 min antes do tratamento com a fracéo
O tempo gasto lambendo ou mordendo a pata foi medido nos tempo 0-5 e 20-25 min apds a
injecdo da formalina. * p < 0,05 em ralagdo ao grupo controle tratado com salina (teste "t"

de Student ndo pareado).
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Tabela 13. Efeito da F12-23 de saliva de camundongo na nocicepcdo induzida pela

formalina em camundongos.

Grupo Dose Tempo gasto lambendo a pata (s)
jtg/kg, s.c. 12- fase IMase
(0-5 min) (20-25 min)
Controle 595 + 2,7 125 + 2,6
F12-23 1 255 +24* 55 + 3,0
(57%) (56%)
10 233 £ 31* 90 = 17
(61%) (28%)
100 220+ 21 * 40+ 10*
(63%) (68%)

Os valores representam média + EPM de 6 animais por grupo. Os nlmeros entre
parénteses representam a percentagem de inibicdo. A formalina a 1% ( 20 /il/pata ) foi
injetada s.c. na regido plantar da pata do camundongo, 30 min apds o tratamento com a
fracdo. O tempo gasto lambendo ou mordendo a pata foi medido nos tempos 0-5 e 20-25
min apds a injecdo da formalina. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle tratado com salina

(teste "t" de Student ndo pareado).
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Tabela 14. Efeito do naloxone na antinocicepg¢do induzida por F12-23 de saliva de

camundongo no teste da formalina a 1%.

Grupo Dose Tempo gasto lambendo a pata ( S)
(s.c) Is fase 2s fase

(0-5 min) (20-25 min)
Controle 595 + 2,7 125 + 2,6
F12-23 100 /xg/kg 22,0 ¥2,1 40 + %0
F12-23 100 /xg/kg

+

Naloxone 1 mg/kg 24,7 + 14 78 = 17

Os numeros representam média = EPM de 6 animais por grupo. A formalina a 1% (
20 fA/ pata ) foi injetada s.c. na regido plantar da pata do camundongo, 30 min ap6s o
tratamento com a fracdo. O naloxone foi injetado 15 min antes do tratamento com a fracéo
O tempo gasto lambendo ou mordendo a pata foi medido nos tempos 0-5 e 20-25 min ap06s
a injecdo da formalina. < 0,05 em relacdo ao grupo controle tratado com salina (teste "t"

de Student ndo pareado).
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10- EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS

A figura 10 mostra uma curva de tempo da acdo da fracdo de veneno ( F12-30 ), nas
doses de 1, 10 e 100 /xg/kg, sobre o edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. O edema foi medido nos tempos 0,5, 1, 2, 3 e 4 h, apds a carragenina. Na
dose de | /xg/kg, os valores do edema foram os seguintes: 0,5 h= 0,14 + 0,01 ml; 1 h= 0,20
+ 0,02 ml;2h=0,24 + 0,02 ml; 3 h=0,20 + 0,02 ml ; 4 h= 0,14 + 0,02 ml, na dose de
10 /ig/kg os valores foram: 0,5 h=0,18 + 0,01 ml, { h=0,16 + 0,03 ml; 2 h=0,17 + 0,01
ml; 3 h=0,18 + 0,01 ml; 4 h=0,17 + 0,05 ml, na dose de 100 /xg/kg os valores foram: 0,5
h=0,19 + 0,03 ml; 1 h=0,18 = 0,02 ml , 2 h=0,20 + 0,03 ml ; 3 h=0,20 £ 0,03 ml , 4
h= 0,22 + 0,08 ml. Os valores do grupo controle foram: 0,5 h=0,11 + 0,02 ml ; { h= 0,16
+ 0,02 ml; 2 h=0,24 + 0,02 ml ; 3 h=0,28 + 0,02 ml; 4 h=0,29 + 0,02 ml . A inibicdo
s6 foi significativa apds 4 h, com uma percentagem de inibicdo de 52, 41 e 24%, para as
doses de 1, 10 e 100 /xg/kg, respectivamente.

A figura 11 mostra uma curva de tempo da agdo da fracdo de saliva ( F12-23 ), nas
doses de 1, 10 e 100 /xg/kg, sobre o edema de pata induzido por carragenina. Na dose de |
/ig/kg os valores foram os seguintes: 0,5 h=0,17 + 0,03 ml ; { h=0,19 + 0,02 ml ; 2 h=
0,17 £ 0,02 ml; 3h=0,20 = 0,03 ml; 4 h=0,17 + 0,02 ml, na dose de 10 /xg/kg os valores
foram: 0,5 h=0,19 + 0,01 ml; 1 h=0,15 * 0,02 ml; 2 h=0,28 + 0,02 ml; 3 h=0,20 +
0,03 ml; 4 h=0,21 + 0,03 ml, na dose de 100 /xg/kg, os valores foram: 0,5 h= 0,24 + 0,03
ml; 1 h=024 + 0,02ml,2h=0,32 + 0,01 ml ;3 h=0,27 = 0,03 ml ; 4 h=0,20 = 0,02
ml. Os valores do controle sdo os mesmos do experimento com a fracdo de veneno A
inibicdo so foi significativa ap6s 4 h, com uma percentagem de inibicdo de 41, 28 e 31%,

para as doses de 1, 10 e 100 /xg/kg, respectivamente
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X Controle Veneno lug/kg
m Veneno [Oug/kg < Veneno 100 ug/kg

Figura 10. Efeito da fragdo ( F12-30 ) de veneno de Crotalus durissus cascavella no edema
de pata induzido pela carragenina em camundongos

Os animais foram tratados com a fracdo de veneno 30 min antes da injecdo da

carragenina. A carragenina a 1% (50 gl/pata ) foi injetada s.c. na regido dorsal da pata

traseira dos animais e o edema foi medido nos tempos 0,5, 1, 2, 3 e 4 h . Os valores

representam média = EPM de 6 animais por grupo, p < 0,05 ( teste "t" de Student ndo

pareado)
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0,4

x- Controle - Saliva lug/kg
>> Saliva 10 ug/kg Saliva 100 ug/kg

Figura 11. Efeito da fracdo ( F12-23 ) de saliva de camundongo no edema de pata induzido
pela carragenina em camundongos
Os animais foram tratados com a fracdo de saliva 30 min antes da injecdo da
carragenina. A carragenina a 1% ( 50 "1l/pata ) foi injetada s.c. na regido dorsal da pata
traseira dos animais e o edema foi medido nos tempos 0,5, 1, 2, 3 e 4 h. Os nameros

representam média + EPM de 6 animais por grupo. < 0,05 ( teste "t"de Student ndo

pareado).
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11- EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRANO A 1,5% EM CAMUNDONGOS

A figura 12 mostra uma curva de tempo da acdo da fracdo de veneno (F12-30 ), nas
doses de 1, 10 e 100 /xg/kg , sobre o edema de pata induzido por dextrano. O edema foi
medido nos tempos 0,5, 1, 2 e 3 horas apds a injecdo do dextrano. A fracdo ndo teve
nenhuma acéo significativa sobre o edema. Para a dose de ! /xg/kg, os valores encontrados
foram: 0,5 h=0,15 = 0,02 ml, | h=0,22 = 0,01 ml ; 2 h=0,21 + 0,03 ml, 3 h=0,20 +
0,01 ml, para a dose de 10 /xg/kg, os valores foram: 0,5 h= 0,13 + 0,01 ml ; L h= 0,18 +
0,01 ml ;2 h=0,19 + 0,02 ml ; 3 h=0,13 + 0,03 ml, para a dose de 100 /xg/kg os valores
foram: 0,5 h=0,19 + 0,02 ml; 1 h=0,23 = 0,03 ml ; 2 h=0,22 £ 0,02 ml ; 3 h=0,19 *
0,03 ml. Os valores do grupo controle foram: 0,5 h=0,10 £ 0,02 ml; 1 h=0,14 + 0,03 ml,
2h=0,17 = 0,02 ml; 3 h=0,16 = 0,02 ml.

A fracdo de saliva ( F12-23 ) também ndo teve agdo significante sobre o edema
Para a dose de ! /xg/kg, os valores foram: 0,5 h=0,09 + 0,02 ml ; 1 h=0,15 + 0,04 ml , 2
h= 0,18 = 0,03 ml; 3 h=0,14 + 0,02 ml, para a dose de 10 /xg/kg, os valores foram: 0,5 h==
0,09 + 0,02 ml; 1 h=0,15 + 0,02 ml; 2 h=0,26 £ 0,02 ml ; 3 h=0,21 + 0,01 ml, para a
dose de 100 /xg/kg, os valores foram: 0,5 h= 0,19 + 0,02 ml , | h=0,19 + 0,03 ml ; 2 h=
0,17 + 0,03 ml ; 3 h= 0,14 + 0,03 ml. Os valores do controle sdo os mesmos do

experimento com a fragdo do veneno ( Figura 13 ).
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Tempo (h)

Controle Veneno | ug/kg
= Veneno 10 ug/kg <« Veneno 100 ug/kg

Figura 12. Efeito da fragdo ( F12-30 ) do veneno de Crotalus durissus cascavella no edema
de pata induzido por dextrano em camundongos

Os animais foram tratados com a fracdo do veneno 30 min antes da injecdo do

dextrano. O dextrano a 1,5% ( 50 /xl/pata ), foi injetado s.c. na regido dorsal da pata traseira

dos animais e o edema, medido nos tempos 0,5, | 2 e 3 h. Os nimeros representam média +

EPM de 6 animais por grupo. Os valores do grupo tratado com veneno ndo diferem

significativamente do controle.
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-x- Controle v Saliva ! ug/kg
>> Saliva 10 ug/kg <<- Saliva 100 ug/kg

Figura 13. Efeito da fragdo ( F12-23 ) de saliva de camundongo no edema de pata induzido
por dextrano em camundongo.

Os animais foram tratados com a fracdo de saliva 30 min antes da injecdo do

dextrano. O dextrano a 1,5% ( 50 gl/pata ), foi injetado s.c. na regido dorsal da pata traseira

dos animais e 0 edema, medido nos tempos 0,5, 1, 2 e 3 h. Os nimeros representam média

+ EPM de 6 animais por grupo. Os valores do grupo tratado com saliva ndo diferem

significativamente do controle.
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12 DEGRANULACAO DE MASTOCITOS INDUZIDA PELAS FRACOES DE SALIVA

DE CAMUNDONGO E DE VENENO DE Crotalus durissus cascavella

As figuras 14a e 15a mostram os mastdcitos do mesentério de rato do grupo
controle, onde se pode observar a auséncia de degranulacéo, as figuras 14b e 15b mostram o
padrdo de degranulacdo dos mastécitos apds o tratamento com as fracdes de saliva e de
veneno, observa-se a grande quantidade de mastdcitos degranulados. A fracdo de saliva nas
doses de 1, 10 e 100 /xg/ml provocou a degranulacdo dos mastécitos de mesentério de rato
de uma maneira dose dependente. Os valores em percentagem de células
degranuladas/campo foram, 36,6 + 6,0; 43,6 + 4,6; 82,8 = 3,1 para as doses de 1,10 e 100
Ixg/ml respectivamente, o valor do grupo controle foi, 11,2 =+ 2,2% células
degranuladas/campo. O anticorpo anti-NGF bloqueou significativamente esta degranulacéo,
o valor foi 37,7 + 5,1% células degranuladas/campo. O valor encontrado para 0 composto
48/80, um conhecido degranulador de mastdcitos, foi 79,3 + 2,8% de células
degranuladas/campo (Tabela 15).

A fracdo de veneno nas doses de 1, 10 e 100 /xg/ml também provocou a
degranulagcdo dos mastécitos significativamente ( p < 0,05 ). Os valores foram, 25,2 + 3,9;
62,7 + 6,8; 86,3 £ 3,8% células degranuladas/campo,para as doses de 1, 10 e 100 /xg/ml
respectivamente ( Tabela 16 ).

A figura 16 compara os efeitos obtidos pelas fragbes de saliva e de veneno na
degranulagdo de mastécitos. Foi observado, que na dose de 10 /xg/kg, a fracdo de veneno
mostrou ser mais potente que a fragdo de saliva, com uma % de células degranuladas/campo
de 62,7% para o veneno e de 43,6% para a saliva. Nas demais doses, ! e 100 /xg/kg, as
fragdes mostraram poténcias que ndo diferem significativamente, se comparadas em termos

de dose.
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Figura 14. Padrdo de degranulacdo de mastécitos mesentéricos de rato induzida pelas
fragBes da saliva de camundongo e do veneno de Crotalus durissus cascavella ( x 10 )

A- Grupo controle, B- Grupo tratado com as fragoes.
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fracOes de saliva de camundongo e de veneno de Crotalus durissus cascavella ( x 40 )

A- Grupo controle, B- Grupo tratado com as fracoes
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Tabela 15. Efeito da fragdo de saliva de camundongo na degranulacdo de mastécitos em

mesentério de rato.

Grupo Dose Células degranuladas/campo (%)
Controle 112 £2,2 (25)
Composto 48/80 0,8 /xg/ml 79,3 +2,8 (30) *
F12-23 1 /ig/ml 36,6 +6,0 (21 ) *
10 /xg/ml 43,6 +4,6 (34)*

100 gg/ml 82,8 +3,1 (24) *

F12-23 100 /xg/ml
+ +

Anticorpo anti-NGF 2 Ixi/ml 37,7 £5,1 #19)

As pecas de mesentério foram incubadas 30 min com a fracdo de saliva. O anticorpo
anti-NGF de saliva ( 1:8 ) foi pré-incubado junto com a fragdo de saliva ( F12-23 ), 30 min
antes da incubacdo com as pecas de mesentério. O composto 48/80 foi usado como
controle positivo de degranulagdo. Os numeros entre parénteses representam o namero de
campos contados. Os numeros representam média + EPM da percentagem de células
degranuladas/campo. * p < 0,05 em relagdo ao controle, # p < 0,05 em relagdo a F12-23 (

100/xg/kg), (teste "t" de Student néo pareado ).
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Tabela 16. Efeito da fracdo (F12-30 ) de veneno de Crotalus durissus cascavella na

degranulagdo de mastdcitos em mesentério de rato.

Grupo Dose Células degranuladas/campo (%)
(/ig/ml)
Controle 11,2 £2,2 (25)
Composto 48/80 0,8 79,3 £28(30)*
F12-30 1 252 +39(20) *
10 62,7 £ 68 (22)*
100 86,3 + 38 (11)*

As pecas de mesentério foram incubadas 30 min com a fragdo de veneno. O
composto 48/80 foi usado como controle positivo de degranulagdo. os nameros entre
paréntesis representam o numero de campos contados. Os ndmeros representam meédia +
EPM da percentagem de células degranuladas/campo. * p < 0,05 em ralacdo ao controle (

teste "t" de Student ndo pareado ).
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Dose (pg/ml)

Saliva | |Veneno

Figura 16. Efeito das fracOes de saliva ( F12-23 ) de camundongo e de veneno ( F12-30 ) de
Crotalus durissus cascavella na degranulacdo de mastécitos em mesentério de rato

As pecas de mesentério foram incubadas 30 min com as fragdes. Os ndmeros
representam média + EPM da percentagem de células degranuladas/campo. * p < 0,05 ( em

relacdo ao controle, # p < 0.05 em relacdo a saliva ( 10 Nig/ml) (teste "t" de Student)
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DISCUSSAO

O fator de crescimento do nervo ( NGF ), uma proteina com a propriedade de
promover o crescimento de nervos, foi isolado e purificado de vérios tecidos e fluidos
corporais, principalmente do wveneno de serpentes e de glandulas submaxilares de
camundongos ( LEVI-MONTALCINI e COHEN; 1956, LEVI-MONTALCINI e
BOOKER, 1960; COHEN, 1960 ). Levi-Montalcini et al. ( 1954 ) desenvolveram um ensaio
biolégico para determinar a concentracdo de NGF de uma maneira semi-quantitativa,
determinando a habilidade deste fator, para produzir o crescimento de fibras nervosas de
ganglios sensoriais de embrido de pinto in vitro. O tratamento com o anticorpo anti-NGF,
além de inibir o efeito deste crescimento in vitro ( bioensaio inibitério ), resulta em uma
destruicdo completa da cadeia ganglionar simpatica ( imuno-simpatectomia ), quando
administrado a animais por via intracerebroventricular ( LEVI-MONTALCINI e BOOKER,
1960; LEVI-MONTALCINI e ANGELETTI, 1966 ). Evidéncias indicam que o NGF tem
um papel fundamental na vida de células nervosas e também estd envolvido no
desenvolvimento e funcdo de uma populagdo de neurbnios sensoriais peptidérgicos
relacionados com a nocicepcéo e possivelmente com a inflamacéo.

Neste trabalho foi feito um estudo comparativo entre fracbes contendo NGF, isolada
do veneno de Crotalus durissus cascavella, uma serpente nativa da caatinga nordestina e da
saliva de camundongos machos, além da caracterizagcdo farmacolégica dos resultados
obtidos com a administracéo deste fator, em modelos experimentais de inflamacgéo e dor

A purificagdo total do NGF do veneno de serpentes por cromatografia em gel de
Sephadex ndo é muito facil, devido a baixa concentragcdo deste fator, como também, devido
a presenca de glicoproteinas no veneno, substancias conhecidas por serem capazes de ter um
comportamento andémalo em filtragdo em gel e em cromatografia de troca idnica. O NGF de

Vipera russelli mostra a propriedade de ser adsorvido em muitas superficies. Por exemplo,
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forte adsorcdo ocorre em vidro e vidro coberto por silicone ou polipropileno ( PEARCE et
al., 1972 ) e isto pode explicar a ocorréncia de um retardo na passagem do NGF e
consequente erro na determinacdo do peso molecular. A purificacdo da saliva do
camundongo é mais facil, devido a uma maior concentracdo do fator e a presenca de poucas
proteinas interferentes ( VARON et al., 1967; BOCCHINI e ANGELETTI, 1969 ) A
filtracdo em gel pode ser usada para estimar o peso molecular ( PM ) de proteinas, pois
existe uma correlagdo entre o PM de proteinas globulares e seu comportamento em
Sephadex ou coluna de agar-gel ( ANDREWS, 1965 ).

Neste trabalho, conseguimos ffacionar o veneno de Crotalus durissus cascavella e
obter uma fragdo semi-purificada com peso molecular aproximado de 14,5-33 kD, peso este
muito semelhante ao PM da subunidade (3 do NGF que é de aproximadamente 28 kD. A
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS mostrou a presenca de quatro bandas
proteicas migrando na regido de 16,9-36,3 kD. Existem algumas diferengas entre os NGFs
das diferentes espécies de serpentes. O NGF mais bem estudado é o da Naja naja, nesta
serpente, 0 NGF tem PM de 25-28 kD ( ANGELETTI, 1970 ), jA o veneno de Vipera
russelli tem PM de 37 kD ( PEARCE et al., 1972 ), o de Agkistrodonpiscivorus PM de 20
kD ( COHEN, 1959 ), o de Crotalus adamanteus PM de 20-40 kD ( ANGELETTI, 1968b )
e 0 de Bothropsjararaca PM de 25 kD (ANGELETTI, 1968a).

Na purificagdo da saliva do camundongo macho em Sephadex, foi encontrada uma
proteina com PM de aproximadamente 25-45 kD, que revelou, na eletroforese em
poliacrilamida com SDS, uma banda proteica na regido de 18,2-21,4 kD. E muito provavel
que esta proteina seja 0 NGF, cuja presenca ja estd comprovada em gléndulas salivares de
camundongo macho ( BOCCHINI e ANGELETTI, 1969 ) em no minimo duas formas de
PM dependendo do método de purificacdo, uma desta forma sendo chamada de 2,5S NGF (
/3-NGF ) referente ao seu coeficiente de sedimentagdo, um dimero com cerca de 26,5 kD (
COHEN, 1960, ZANINI et al., 1973 ) e a outra forma conhecida como 7S NGF ( VARON

et al., 1968 ), uma grande molécula com um PM de 130-140 kD, composta das subunidades
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a, 3 ey . ONGF dimero é muito estavel, tendo uma constante de dissociagdo menor que
10’13M ( BOTHWELL e SHOOTER, 1978 ). Nenhuma dissociacdo do NGF dimero em
mondmero foi detectada em filtragdo em gel do NGF nativo na concentragdo de 5 nM ou
com 1251-NGF em concentragGes menores que 5 pM.

Os resultados apresentados na imunodifusdo dupla radial demonstraram que um
NGF imunologicamente reativo estd presente na fracdo de saliva e na fracdo do veneno e
que eles ndo sdo antigenicamente iguais, concordando com os dados constantes do trabalho
de Angeletti ( 1971 ) que, em testes de imunodifusdo mostrou que o anticorpo anti-NGF de
camundongo ndo reagia com NGF de C. adamanteus e B. jararaca. Testes de fixacdo do
complemento mostraram reacdo cruzada para o NGF de N. naja e B. jararaca quando
testado com anti-NGF de camundongo e os estudos de radioimunoensaio confirmaram estas
observagfes. Além disso, o anticorpo anti-NGF de camundongo inibiu in vitro a atividade
biolégica do NGF de N. naja, C. adamanteus, B. jararaca e V. russelli, em tomo de 6,6, 12
e 12% respectivamente ( ANGELETTI, 1969 ). Ao contrario, anticorpo anti-NGF de N.
naja ndo revelou reacdo cruzada com o NGF de camundongo em ensaios de imunodifusio
ou em testes de fixacdo do complemento. Entretanto, uma pequena reacdo cruzada em tomo
de 1% foi detectada pelo teste de bioensaio inibitério com anticorpo. Estes dados indicaram
uma relacéo estrutural parcial entre 0 NGF de camundongo e o de veneno de serpentes (
BAILEY et al., 1976).

Como ja foi dito, o NGF pode ser isolado das glandulas submaxilares em duas
formas, uma de alto peso molecular ( 7S NGF ) contendo /3-NGF e duas subunidades do
NGF inativas e outra contendo s6 o jS-NGF, em peso molecular de aprox. 30 IdD sem
carboidrato em sua molécula (BOCCHINI, 1970 ). O NGF do veneno de K russelli tem um
PM de 37 kD e é uma glicoproteina com 20% de carboidratos. Como em nosso trabalho
foram encontrados duas linhas de precipitacdo na reagdo do anticorpo anti-/3-NGF de saliva,
com a saliva pura e também com a fracdo de saliva, é possivel que isto seja devido a

presenca de pequena quantidade de anticorpos contra as subunidades inativas ( a e y-NGF )
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Este fendmeno também poderia ter acontecido na reacdo do NGF do veneno, e das fracdes
do veneno contra o anticorpo anti-veneno usado. Resultado similar foi encontrado por
Wallace e Partlow ( 1976 ).

Embora os NGFs de saliva e de veneno tenham efeitos bioldgicos semelhantes,
existem diferencas entre as cadeias polipeptidicas ativas dos NGF. O componente
carboidrato dos antigenos glicoproteicos sao conhecidos por serem capazes de contribuir ou
determinar as propriedades imunolégicas das moléculas ( CLAUSEN, 1969 ). O que ¢
surpreendente é que o NGF presente no soro de camundongo e de homem &, em termos do
teste descrito acima, praticamente indistinguivel do veneno de serpentes, porém ndo é tao
parecido com o NGF da glandula salivar. A significancia deste achado ndo esta clara, mas é
possivel que o fator presente no soro seja uma glicoproteina como acontece com o NGF do
veneno. Alguns autores ( CARAMIA et al., 1962; HENDRY, 1972 ) tém sugerido que o
NGF no soro de camundongo seja derivado diretamente da glandula submaxilar, assim
sendo, a proteina seria modificada na secrecdo salivar de tal modo que suas propriedades
antigénicas sdo alteradas. Esta modificacdo poderd ser o resultado da introdugdo de
carboidrato a proteina sintetizada, de modo a promover o transporte da glicoproteina para o
ambiente extracelular. Tal papel para o carboidrato das glicoproteinas j& foi sugerido por
Eylar ( 1965 ) cujos trabalhos demonstraram que a maioria das proteinas extracelulares,
especialmente as proteinas séricas, contém carboidratos.

Os mastécitos sdo células envolvidas em muitos processos inflamatérios Os
mastécitos estdo presentes em todos os tecidos do corpo, com exce¢do dos 0ssos e das
cartilagens. Existe uma heterogeneidade muito grande entre os mastécitos de diferentes
tecidos, particularmente ao nivel de receptores e conteldo de mediadores. Por exemplo, 0s
mastécitos peritoneais de rato contétm uma quantidade muito maior de histamina que 0s
mastécitos da mucosa intestinal, os mastocitos peritoneais de rato contém heparina e 0s
intestinais contém pouca heparina e muito sulfato de condrointina, ja os mastdcitos humanos

contém os dois ( METCALFE et al., 1980; ELIAKIM et al.,, 1986 ). Os mediadores
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presentes nos mastécitos podem ser divididos em duas categorias ( BEFUS et al., 1988 ), os
pré-formados e estocados, que podem ser sollveis, como a histamina, serotonina ( rato ),
proteinase 11, exoglicosidades e fatores quimiotaticos ou insollveis, como os proteoglicanos
( heparina ), proteinase I, carboxipeptidase, fatores inflamatdrios, peroxidase e superoxido
dismutase. E os mediadores que sdo sintetizados depois da ativacdo celular, entre eles,
adenosina, leucotrienos, prostaglandinas, fator de ativacio de plaquetas ( PAF ). E possivel
identificar os mastocitos pela presenca de proteoglicanos anibnicos, pois estes ao serem
corados com azul de toluidina ddo ao granulo uma coloragdo metacromatica vermelha ou
violeta.

Os anticorpos responsaveis pela reacdo de hipersensibilidade imediata (IgE ), tém a
capacidade de se ligar, através de receptores especificos, na superficie celular dos mastocitos
e basofilos apds reacdo com o antigeno. Entretanto, as caracteristicas do receptor e 0s
caminhos que levam & exocitose permanecem controversos ( FROESE, 1984 ). Sabe-se que
a degranulacdo mediada por IgE se caracteriza por uma série de eventos, incluindo a
"ativacdo da ceélula”, alargamento dos grénulos citoplasmaticos, solubilizacdo granular e
fusdo da membrana dos granulos adjacentes com a superficie da célula. Os condutos
formados entre os granulos e a membrana, permitem a comunicagdo dos granulos com o
espaco extracelular ( ISHIZAKA e ISHIZAKA, 1984 ). A ativacdo celular consiste
principalmente da ativacdo de uma pro-esterase, devido a uma perturbacdo da membrana,
resultando no aparecimento de uma esterase quimiotripsina-simile ativada, que depende do
célcio para sua ativacdo (LEWIS, 1986; BOURNE et al, 1974 ).

Embora o fator principal para a degranulacdo e liberagdo de mediadores dos
mastécitos e basoéfilos, seja a reacdo mediada por IgE, varios agentes quimicos e
neuropeptidios sdo capazes de promover a degranulagdo diretamente. Entre eles, peptidio
intestinal vasoativo, substancia P, neurotensina, polimero 48/80, dextrano, polimixina B,

morfina, curare, as anafilotoxinas ( C3a e Cba ) e os iondforos de célcio, tais como o

91



A23184 ( SHANAHAN et al., 1985; JOHNSON e ERDOS, 1973; FOREMAN et al., 1982,
MARKS e GREAVES, 1977; KAZIMIERCZAK et al., 1976; LEWIS, 1986 ).

As fracOes de veneno e de saliva isoladas no presente trabalho, mostraram que tem o
poder de degranular mastdcitos. Foi demonstrado que o NGF presente nestas fragcdes foi o
responsavel por este efeito, ja que o anticorpo anti-NGF inibiu esta acdo significativamente
Ja estd comprovado ( BRUNI, 1982 ) que o NGF do veneno e da glandula de camundongo
libera histamina e que esta liberacdo pode ser aumentada pela lisofosfatidilserina ( BRUNI et
al., 1982 ). Com esta substancia, 0 NGF em concentragdes fisioldgicas (1-10 ng/ml ) pode
aumentar a liberacdo de histamina em tomo de 50% e esta liberacdo é dependente de célcio
extracelular e néo resulta de danos na membrana celular, vez que foi observado ( BRUNI et
al., 1982 ) ndo existir atividade de lactato desidrogenase nas células em teste e que a 0°C
nao ocorre liberagdo. Mazurek ( 1986 ) também mostrou a ocorréncia de degranulagdo ( em
tomo de 67% ) com concentracdes de NGF em tomo de ICUM, sendo possivel que o0s
mastécitos tenham receptores especificos para o NGF, pois esta acdo foi bloqueada pelo
anticorpo anti-NGF. Esta degranulacdo é muito semelhante aquela induzida pelo 12-o-
tetradecanoilforbol-13-acetato ( TPA ), ambos causando exocitose sem afetar a
concentragdo de célcio intracelular. Mas apesar dos ésteres de forbol atuarem via proteina
quinase C, parece improvavel que a acdo do NGF esteja ligada a esta proteina (
MAZUREK, 1986). Boume et al. ( 1974) mostraram que agentes que levam a um aumento
no AMPc intracelular, como as catecolaminas, certas prostaglandinas, histamina, teofilina,
inibem a degranulacdo dos mastdcitos.

O extravazamento de proteinas pelos vasos é uma reagdo de defesa fisioldgica da
pele e das membranas mucosas contra traumas quimicos e mecénicos. Mecanismos
neuronais e ndo neuronais estdo envolvidos no aumento da permeabilidade vascular (
FOREMAN e JORDAN, 1984 ). O extravazamento plasmatico mediado por neurdnios pode

ser prevenido por capsaicina, que afeta principalmente as fibras C primarias ( JANCSO et

al., 1967 ). A injecdo do NGF de camundongo ou bovino, aumenta a permeabilidade
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vascular de uma maneira dose dependente ( OTTEN et al., 1985 ) e esta acdo pode ser
devida a um efeito direto nos vasos, pela estimulacdo dos neurdnios sensoriais aferentes
primérios e subsequente liberagcdo de mediadores ou devido a uma liberacdo local de
substancias mediadoras, tais como histamina. O tratamento com capsaicina ( 8-metil-N-
vanilil-6-nonenamida ) resulta em uma reducdo no aumento da permeabilidade vascular
promovida pelo NGF e é conhecido que esta substdncia causa uma intensa reducdo nos
peptidios contidos nos neurdnios sensoriais primarios, incluindo substancia P ( GAMSE et
al., 1980 ) o principal mediador da inflamacdo neurogénica (isto é, vasodilatacdo e edema
local ) ( LEMBECK, 1983; FOREMAN e JORDAN, 1984 ). Desta forma é possivel que o
aumento da permeabilidade vascular induzido pelo NGF seja principalmente neurogénico em
origem. Entretanto, este aumento de permeabilidade foi inibido pelo pré-tratamento com
antagonistas histaminérgicos ( mepiramine e cimetidina ), sugerindo um importante papel da
histamina enddgena nesta acdo do NGF. Assim, o aumento da permeabilidade pelo NGF
pode ser explicado por uma acdo direta nos mastécitos levando a liberacdo de histamina (
OTTEN et al., 1985 ).

Existem muitos mediadores quimicos enddgenos que podem explicar os sinais da
inflamacdo aguda e é muito dificil determinar sua importancia em diferentes reacdes e a
possivel sequéncia em que elas produzem seus efeitos. Evidéncias mostram que a histamina
e a serotonina sdo as responsaveis pelas primeiras mudancas vasculares e depois, numa fase
posterior, as respostas podem resultar da formacéo de bradicinina e por Gltimo a formacéo
de prostaglandinas, leucotrienos e talvez a formagdo de compostos vasoativos derivados do
complemento ( C5a e C3a ) ( DI ROSA et al.,1971; DI ROSA e SORENTINO, 1970,
WILLIS, 1969 ). Entretanto, existe uma certa variabilidade em diferentes tipos de
inflamacdo e é possivel que o C5a e o C3a possam ser gerados primeiro e serem
responsaveis pela liberacao de histamina ( GIROUD e WILLOUGHBY, 1970 ).

Existem muitos modelos para a avaliagdo de drogas antinflamatorias, o mais usado é

baseado na capacidade de drogas inibirem o edema produzido na pata de rato, pela injecdo
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de um agente flogistico. Os agentes mais usados sdo a carragenina, um polissacarideo
sulfatado, derivado da alga Chondrus crispus e o dextrano, um polimero da glicose,
derivado da acdo da bactéria Leuconostoc mesenteroides sobre a sacarina. O edema de pata
induzido pela carragenina é bifésico consistindo de uma fase rapida, detectada em tomo de
uma hora, resultante da liberagdo de histamina e serotonina e uma fase tardia, resultante da
liberagdo de bradicinina e prostaglandinas, que aparecem apés duas e tres horas
respectivamente ( VINEGAR et al., 1969; DI ROSA et al., 1971; HALSAPPLE et al., 1980
). Ja 0 edema induzido pelo dextrano resulta principalmente da liberacdo de histamina e
serotonina e tem um pico maximo de edema em tomo de duas horas ( DI ROSA e
WILLOUGHBY,1971 ).

No presente trabalho foi demonstrado que as fracdes do veneno e da saliva possuem
uma atividade anti-edematogénica no modelo de inflamagdo induzida pela carragenina, com
uma acdo efetiva quatro horas apds o estimulo edematogénico. Curiosamente, as fracdes
induziram o edema apds meia hora do estimulo e ndo apresentaram nenhuma atividade no
edema de pata provocado por dextrano, o que pode ser explicado por uma estimulacio
inicial da liberagdo de histamina. Porém, apesar de j& ter sido demonstrado que o NGF libera
histamina dos mastdcitos, alguns pesquisadores apontam para uma potente acéo
antinflamatdria deste fator. Amico-Roxas et al.( 1989 ) mostraram que o NGF inibe o efeito
do aumento da permeabilidade vascular em alguns tipos de inflamagdo aguda, isto &,
peritonite por acido acético e edema de pata induzido por carragenina, serotonina e
dextrano. Esta atividade foi observada em doses variando entre 1-8 gg/kg, s.c., contudo,
uma reducdo no efeito antinflamatério foi observado em doses maiores. Estes resultados
confirmam as observacdes de Banks et al. ( 1984), que mostraram uma acao antinflamatéria
no edema induzido por carragenina, mais potente que dexametasona e indometacina, sendo
possivel que esta acdo seja diferente das drogas antinflamatorias esterdides e ndo esteréides

E como o NGF s6 tem agdo em alguns tipos de inflamag¢do aguda ( ndo tem efeito por
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exemplo nos modelos de pleurisia ), esta acdo pode ser devida a uma redugdo da
permeabilidade vascular.

A producdo de superoxidos e outros radicais livres podem ter algum papel nas
mudancgas vasculares durante as reac¢Oes inflamatérias ( DEL MAESTRO et al., 1981 ),
porém, Amico-Roxas et al. ( 1989 ) mostraram que o0 NGF ndo tem efeito na peroxidagdo
lipidica em modelos de figado de rato.

Jad estd bem conhecido que diferentes proteinas inflamatérias sdo produzidas
endogenamente em resposta a injuria ( MCARTHUR et al.,, 1972; SAEED et al.,, 1977,
BONTA, 1978 ). Atualmente duas familias de proteinas antinflamatdrias sdo induzidas por
glicocorticoides, uma, de glicoproteinas inibitéria da fosfolipase Aj, a lipocortina (FLOWER
e BLACKWELL, 1979; HIRATA et al., 1980; CLOIX et al., 1983; DI ROSA et al., 1984 ),
que sdo especialmente associadas com os efeitos inibitérios dos estéréides na liberacdo do
acido araquidbnico e nos processos inflamatérios quimiotaticos ( BLACKWELL et al.,
1982; MIYASAKA e MIKAMI, 1982 ) e uma proteina até agora ndo bem caracterizada,
antigamente chamada proteina X ( OYANAGUI, 1981 ) e atualmente denominada
vasorregulina ( OYANAGUI e SUSUKI, 1985 ) ou vasocortina ( CARNUCCIO et al.,
1987). Diferente da lipocortina, a vasocortina é capaz de inibir o edema de pata induzido por
serotonina, histamina, bradicinina e dextrano ( TSURUFUGI et al.,, 1979; OYANAGUI,
1981; OYANAGUI e SUSUKI, 1985; CARNUCCIO et al, 1987 ), provavelmente através
de uma inibicao da liberagdo e ou atividade destes autacéides ( CARNUCCIO et al., 1987 )

Em vista dos nossos resultados, ndo é facil explicar o mecanismo de acdo
antinflamatdria das fragdes isoladas, mas é possivel que esta acdo envolva uma inibi¢do da
permeabilidade vascular mediada pelo NGF e o efeito antinflamatério natural deste fator
manifestado nos processos inflamatérios do organismo.

Na inflamacdo as células ndo neuronais produzem uma variedade de mediadores
quimicos que agem nos neurdnios nociceptivos. A descarga destes neurénios é controlada

pela atividade de canais ibnicos na membrana. Alguns mediadores quimicos ( por exemplo,
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ATP, protons, serotonina ) agem nos receptores que sdo ligados diretamente a canais
ionicos ( KRISHTAL e PIDOPLICHKO, 1980; KRISHTAL et al., 1988, PETERS e
LAMBERT, 1989 ). Outros, como a bradicinina, agem indiretamente, através de receptores
de membrana ligado a sistemas de segundos mensageiros e por este caminho, modulam a
atividade dos canais iGnicos e assim, ativam ou sensibilizam os neurénios ( BURGESS et al.,
1989; THAYER et al., 1988 ). Os eicosanodides ( PGE2, PGD2 e PGI2) que sdo produzidos
por muitas células, tém um papel importante intra e inter-celular na nocicepcdo (FERREIRA
et al., 1990 ). As interacOes entre células neuronais e ndo neuronais sdo complexas e ja esta
demonstrado, que alguns tipos de células ndo neuronais tem receptores para neuropeptidios
sensoriais ( substancia P ) ( LOTZ et al., 1988 ). Recentes estudos também sugerem que as
citocinas ( FOLLENFANT et al.,, 1990; FERREIRA et al., 1988 ) e os fatores de
crescimento podem ter efeitos na funcdo dos neurdnios nociceptivos ( WINTER et al.,
1988; LINDHOLM ET AL., 1987).

Os modelos de nocicepgdo quimica mais usados para se investigar a atividade
analgésica sao os testes das contor¢fes abdominais pelo acido acético e o teste da formalina.
O teste das contor¢des pelo acido é baseado na aplicacdo de um estimulo de alta intensidade
e a resposta nociceptiva é de curta duragdo. A desvantagem deste modelo € ser inespecifico,
com a resposta sendo bloqueada por muitas classes de drogas, tais como, anti-histaminicos,
hipotensores, estimulantes e depressores do SNC ( HENDERSHOT e FORSAITH, 1959 )
Os protons tem um efeito excitatério em muitos neurbnios, produzindo uma breve
despolarizacdo que se inativa dentro de poucos segundos ( KRISHTAL e PIDOPLICHKO,
1980 ). Em alguns neurbnios sensoriais, entretanto, esta resposta & seguida por uma
despolarizacdo que é mantida, associada com um aumento na condutancia iénica ( BEVAN
e YEATS, 1991 ). Estes neurdnios também sdo sensiveis a capsaicina, o que indica que eles
também sdo nociceptivos. As respostas a prétons e a capsaicina mostram muitas
similaridades, 0 que aumenta a possibilidade de que o H+ seja o ativador end6geno de um

canal de membrana associado com o receptor da capsaicina ( BEVAN e YEATS, 1991 ).
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O teste da formalina é considerado um dos modelos mais validos para se estudar
processos dolorosos observados na pratica médica. O teste permite monitorar a resposta do
animal a uma dor moderada e continua gerada pelo tecido injuriado e permite conhecer o
papel de sistemas enddgenos de regulacdo da dor ( TJOLSEN et al., 1992 ). A injecdo de
formalina produz um aumento bifésico na concentracdo de substéncia P no cordao espinhal (
McCARSON e GOLDSTEIN, 1990 ). O aumento inicial observado nos primeiros 10
minutos parece ser o resultado da ativacdo direta dos nociceptores periféricos, enquanto que
0 decréscimo apOs este tempo pode ser devido a uma inativacdo desta proteina pela
formalina. O segundo aumento com 60 minutos por sua vez, pode ser devido a um
subsequente recrutamento de células inflamatérias, pelos neurdnios aferentes primarios
adjacentes.

Como foi demonstrado no presente trabalho, as fragbes do veneno e da saliva
mostraram um efeito inibitério significativo a estimulos quimicos ( teste da formalina e do
acido acético ), mas ndo a estimulos térmicos (teste da placa quente e da retirada da cauda
da 4gua quente ), sugerindo uma analgesia predominantemente periférica. E possivel que a
proteina responsavel por esta analgesia seja 0 NGF e por ter caracteristicas de molécula
bésica ( ponto isoelétrico 9 ), ndo consiga atravessar a barreira hematoencefalica devido a
polaridade. Altemativamente, é possivel também que o NGF esteja em concentragdes tao
pequenas na fragdo e ndo consiga atingir o sistema nervoso central em concentragcfes
suficientes para exercer efeito farmacoldgico significativo. Seriam necessarios, entéo,
estudos utilizando as fracdes administradas por via intracerebroventricular, permitindo deste
modo a detecgdo de um possivel efeito central.

Por outro lado, o fato do efeito antinociceptivo ndo ter sido influenciado pelo
antagonista opidide naloxone, indica o ndo envolvimento de opidides enddgenos nesta acao

Esté claro que os neur6nios nociceptivos tem interagBes complexas com outros tipos
de células que sdo de importancia critica na inflamacdo e hiperalgesia. Uma variedade de

agentes produzidos a partir de tecidos danificados ou por células inflamatérias ativam ou
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sensibilizam estes nervos. A substancia P induz muitos dos eventos associados com a
inflamagdo neurogénica causando mudanga no calibre vascular e na permeabilidade, que sdo
potenciados pelas aminas ( histamina e serotonina ) liberada dos mastocitos. Esta substancia
libera um fator relaxante do endotélio vascular ( NO ) e estimula a liberagdo de uma
variedade de mediadores inflamatérios, incluindo interleucinas, fator de necrose tumoral
(TNF) e acido araquiddnico (LOTZ et al., 1988 ). A sensibilizacdo ou a ativagdo dos nervos
terminais pela liberagdo de mediadores inflamatorios, provavelmente, leva a liberagdo de
substancia P, formando um " feedback H positivo entre os neurdnios sensoriais e as células
envolvidas no processo inflamatorio.

Entre os compostos importantes para 0s neurdnios sensoriais estdo os fatores de
crescimento, entre eles 0 NGF. Weskamp e Ottem ( 1987 ) mostraram que a producédo de
NGF esta elevada em tecidos inflamados ( por exemplo, no exsudato pleural apos injecédo de
carragenina ). O NGF estimula a sintese de substancia P, CGRP ( peptideo relacionado ao
gene da calcitonina) e o receptor da capsaicina, nos neurénios sensoriais ( LINDSAY et al.,
1989, WINTER et al.,, 1988 ). A capsaicina € um composto algogénico ( BEVAN e
SZOLCSANYI, 1990 ) que, aplicado localmente na pele ou nas membranas mucosas, ativa
as fibras C dos neurdnios aferentes, produzindo uma breve dor, sensacdo de queimacao e
uma longa hiperalgesia. Ela ativa 0s nociceptores por abrir 0s canais permeaveis a cations (
sédio e célcio) (WOOD et al., 1988 ), com o influxo de ions, despolarizando os neurdnios
O influxo de célcio nos neurbnios e o seu aumento intracelular, por sua vez, inibem a
condutancia do canal de célcio voltagem dependente. A acdo inibitoria da capsaicina no
canal de célcio voltagem dependente, inibe a liberacdo de transmissores e isto pode ser
relevante para os efeitos antinociceptivos agudos e antinflamatérios da capsaicina Esta
substancia também pode iniciar mudangas nos niveis de segundos mensageiros ( GMPC |
diacilglicerol, inositol trifosfato e acido araquidénico) nos neurénios sensoriais ( BURGESS

et al., 1989, WOOD et al., 1989 ).
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Niveis elevados de NGF podem levar a um aumento da sintese e liberagdo de
peptidios in vivo, que podem ser compativeis com os achados de niveis elevados de
substancia P em tecidos inflamados. Os niveis teciduais de NGF podem também ser
regulados por peptidios liberados dos neurbnios sensoriais. A substancia P pode ativar
macrofagos para liberar interleucina-1 ( HARTUNG e TOYKA, 1983 ), que agindo em
células como os fibroblastos e células de Schwann, estimula a producdo de NGF
(LINDHOLM et al.» 1987 ). A interrelacdo entre a liberagdo de substancia P e a producgéo
de NGF poderd ser importante para alguns dos eventos associados com a inflamacéo e
sensibilizacdo neuronal.

Ja estd demonstrado por Lewin et al. ( 1993 ) que o NGF administrado em excesso
(1 /xglg, s.c. por 14 dias) pode causar uma profunda hiperalgesia apos seis horas da injecéo
em ratos. Em animais recém-nascidos, o tratamento pode resultar em uma hiperalgesia
mecanica persistente até a idade adulta. A hiperalgesia mecanica é observada quase sempre
na inflamacao ou lesdo dos nervos e foi postulada ser devido primariamente a mudancgas nos
processamentos da informacdo da dor vinda dos impulsos sensoriais, a nivel central
(HARDY et al., 1950; McCMAHON e WALL, 1984). Esta hiperalgesia pode ser explicada
por uma sensibilizagdo do NGF nas fibras nociceptivas A0. Em animais adultos a
hiperalgesia mecénica comeca 24 horas ap0s a inje¢do, também sendo acompanhada de
hiperalgesia ao calor e ndo parece envolver sensibilizacdo de fibras A6 e sim um receptor de
alta afinidade localizado nos neurdnios sensoriais periféricos ( DAVIES et al., 1987 )
Também foi mostrado que o NGF injetado diretamente na pata, ndo modifica o limiar para a
dor e ndo foram observadas mudancas no limiar agudo para a dor mecénica usando o teste
de Randall-Sellito ( TAIWO et al., 1991 ), que é mais sensivel para pequenas mudancas no
limiar.

E conhecido que receptores de alta afinidade para o NGF estdo presentes nos

mastdcitos e sua ativagdo pode levar a degranulagdo ( MAZUREK et al.,, 1986 ). Assim, a
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presenca de altas concentracdes de NGF pode levar a liberagdo de substancias que podem
sensibilizar os neurdnios aferentes primarios ao calor.

Assim, ndo esta inteiramente claro se 0 NGF regula a funcdo nociceptiva através de
mecanismos outros além daqueles que promovem o crescimento celular durante o
desenvolvimento. E possivel portanto, que o tratamento agudo com o NGF em doses Unicas
( 1-100 /xg/kg, s.c. ) produza efeitos antinociceptivos e em doses maiores e administrado
cronicamente ( 1000 /xg/kg, durante algumas semanas ) cause efeito oposto, funcionando
assim como uma proteina moduladora no controle da dor.

Os experimentos em animais que foram pré-tratados com capsaicina também
mostraram que para o desenvolvimento de algumas respostas inflamatorias, os nervos
terminais nociceptores devem estar intactos. Os animais dessensibilizados sdo insensiveis a
todos as substancias algogénicas quimicas mas, ao mesmo tempo, eles respondem facilmente

a dor fisica e aos estimulos tacteis ( JANCSO, 1960,). Por meio de registros de potenciais

de acdo de nervos sensoriais, foi mostrado que o efeito de dessensibilizagdo é causado por
uma lesdo ao nivel dos receptores da dor ( PORSZASZ e JANCSO, 1959 ). Green e
Tregear ( 1964 ) mostraram que, apés aplicagdes repetidas de capsaicina, 0os potenciais de
acdo evocados por diferentes irritantes sdo bloqueados, sem causar mudancas na resposta ao
frio ou aos estimulos mecéanicos.

Através do blogueio dos nociceptores terminais, os efeitos inflamatérios do 6leo de
mostarda, xileno, capsaicina, acil amidas, podem ser completamente inibidos ( JANCSO,
1967 ). Estas substancias também produzem dor intensa quando administradas em ratos. Os
agentes que induzem edema e que agem pela liberacdo de substéncias vasoativas sem causar
dor, como o dextrano por exemplo e também substédncias com uma acdo direta vascular (
histamina e serotonina ), ndo exercem seus efeitos em ratos dessensibilizados. E o aumento
da permeabilidade destes agentes ndo muda apds a denervacdo. A dessensibilizacdo pela
capsaicina vai inibir os efeitos somente das substancias que exercem suas agfes pela via

neurogénica.
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E possivel que a acio analgésica das fracdes de veneno e de saliva e possivelmente o
NGF nela contido, seja devido a um efeito hiperpolarizante na membrana. Estudos mostram
( SKAPER e VARON, 1979b ) que o NGF aumenta a extrusao de s6dio em ganglios da raiz
dorsal in vitro. A extrusdo de sédio por hormdnios ou outros fatores reguladores ja foi
mostrada, é conhecido que a insulina faz isso em musculo esquelético de sapo,
possivelmente através de mecanismos envolvente a bomba de Nat/K+ATPase ( GRINSTEIN
e ERLIJ, 1974 ). Ndo podemos esquecer que muitos segundos mensageiros sdo modulados
pelo NGF. Schubert e Whitlock ( 1977 ) mostraram que o NGF pode estar envolvido no
aumento do AMPc. Também foi demostrada a producgdo de IP3 dentro de segundos apés a
exposicdo de células neuronais ao NGF e isto pode ser responsavel por um rapido aumento
na concentracao de célcio intracelular ( PANDIELLA-ALONSO et al., 1986 ). Assim, ndo é
facil explicar a acdo analgésica e antinflamatoria do NGF, ja que nestas a¢des podem estar
envolvidos varios mecanismos.

Estudos mais profundos terdo que ser feitos, a nivel de eletrofisiologia, de canais de
célcio e também a nivel de segundos mensageiros, para podermos comprovar 0 mecanismo
de acdo através do qual as fracdes e provavelmente o NGF nela contido produzem seus

efeitos.

A historia do NGF pode ser definida como uma longa sequéncia de eventos
imprevisiveis. Ela comegou com a descoberta deste fator 35 anos atrds, por Rita Levi-
Montalcini. A principal causa desta imprevisibilidade reside muito mais nos caminhos
intricados percorridos pelo NGF, tais como o SNC e o sistema imune, do que no proprio
NGF. A enorme complexidade destes dois caminhos, que em vista de recentes achados estio
inter-relacionados e influenciam um ao outro, através de sinais bidirecionados, abrem
interminaveis possibilidades para a ativacdo pelo NGF de diferentes tipos de células
pertencentes a um ou ao outro sistema. Quantos efeitos indiretos podem ser conseguidos

pelas acgbes diretas do NGF nos neur6nios colinérgicos, adrenérgicos e peptidérgicos
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interligados via fibras e canais humorais ou atraves de difusdo a curta distancia? Quantos
efeitos podem se seguir a simples liberacdo de histamina pelo NGF através da ativacdo de
mastécitos, considerando o conhecido papel desta amina, como imunomodulador e
imunossupressor? Estes conhecimentos levam a utilizagdo do NGF em desordens do cérebro
e do sistema imune. Por exemplo, sempre que uma célula ou populagdo neuronal especifica
morre devido a um decréscimo na disponibilidade de fatores neurotréficos tais como o NGF,
seu suprimento exdgeno ou a estimulacdo de sua producdo enddgena via agentes
farmacoldgicos, pode oferecer um promissor tratamento para as doencas
neurodegenerativas crénicas das quais a doenca de Alzheimer é um excelente exemplo.
Muitos estudos tém mostrado que neurdnios colinérgicos do prosencéfalo sofrem
profundas alteragBes degenerativas na doenca de Alzheimer. Entre as caracteristicas
prevalentes da DA esté o declinio da funcdo colinérgica na formacao hipocampal e circuitos
basalocorticais. Finalmente a possibilidade de que o NGF possa vir a ser tratamento
potencial na DA baseia-se na eficacia do NGF em atenuar as les6es induzidas por deficts
colinérgicos e as alteragbes cognitivas em modelos experimentais. A diminuicdo de
marcadores colinérgicos em tecido hipocampal na DA é semelhante aquela observada apds
lesdo experimental do circuito septo-hipocampal quais sejam, diminuicdo da atividade da
ChAT e dos niveis de Ach. Portanto, a maioria dos estudos farmacologicos utilizando NGF,
sugere que o tratamento de pacientes com DA com NGF podera ser eficaz em aumentar a
capacidade funcional dos neurénios colinérgicos do prosencéfalo ao longo dos seus
terminais no hipocampo e coértex cerebral, melhorando assim os deficts cognitivos

associados com a diminuicao de funcéo colinérgica naquelas estruturas cerebrais.
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CONCLUSOES

1- As fracOes da saliva e do veneno obtidas na cromatografia em gel de Sephadex G-100,
tem um peso molecular aproximado de 25-45 e 14,5-33 kD respectivamente.

2. A imunodifusdo dupla radial mostrou uma grande identidade antigénica entre as fracoes
obtidas da saliva e do veneno e o fator de crescimento do nervo (NGF ).

3. O NGF contido nas duas fracdes estudades, causou degranulacdo de mastécitos de
mesentério de rato, com uma poténcia similar em doses altas.

4. As fragbes exibiram um efeito anti-edematogénico no edema de pata induzido por
carragenina. No edema causado por dextrano, as fracdes ndo mostraram atividade
significativa.

5. As fragbes e provavelmente o NGF nela contido, mostraram uma acdo antinociceptiva a
estimulos quimicos mas ndo a estimulos térmicos, acdo esta, que ndo foi blogueada pelo
antagonista opidide naloxone, sugerindo o ndo envolvimento de opidides enddgenos neste

processo.
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