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RESUMO

A pele de anfíbios é capaz de sintetizar vários compostos 

biologicamente ativos os quais por se assemelharem a mediadores de 

mamíferos podem ser usados como ferramentas farmacológicas para o estudo 

de funções fisiológicas nesta classe. O objetivo desse estudo foi caraterjzar 

farmacologicamente substâncias extraídas da pele de Leptodactylus 

labyrinthicus utilizando-se modelos clássicos de inflamação.

O extrato de pele foi purificado em HPLC e liofílizado. Para o estudo 

farmacológico foram utilizados os seguintes modelos: edema de pata medido 

em pletismógrafo, peritonite e permeabilidade vascular medida pelo 

extravasamento de azul de Evans em ratos Wistar (Ratus novergicus').

Os resultados demonstraram que o extrato bruto do veneno, assim 

como todas as suas frações, a exceção da fração 14, induziram edema 

(p<0,05), 30 minutos após injeção subcutânea intraplantar e com pico na 

primeira hora. Prosseguiu-se o estudo com uma das frações (Fr 5), cujo peso 

molecular aqui determinado foi 2490 D. Antagonistas de histamina e 

bradicinina bloquearam parciahnente porém signifícativamente (p<0,05) o 

edema de pata induzido por Fr 5. O bloqueador de serotonina foi mais eficaz 

em inibi-lo. A cipro-heptadina, que é antagonista das três substâncias, o inibiu 

quase por completo.

Antagonista seletivo de fosfolipase A2 inibiu (p<0,05) apenas o pico do 

edema, enquanto que dexametasona inibiu (p<0,05) de forma dose- 

dependente, este edema nas fases precoce e tardia. Antagonista seletivo de 

lipoxigenase também inibiu o edema de Fr 5 (p<0,05) em vários pontos da 

curva. No entanto, o antagonista de ciclooxigenases, não foi capaz de inibi-lo.

Ademais, a fração 5 foi capaz de degranular mastócitos 

signifícativamente (p<0,05) em modelos in vitro e in vivo. Fr 5 induziu 



migração de eosinófílos (p<0,05) e uma discreta, mas também significativa 

migração de neutrófilos, além de induzir aumento de permeabilidade vascular 

para a cavidade peritoneal, cujo pico coincidiu com o pico da degranulação 

de mastócito.

Estes dados sugerem que o aumento de permeabilidade vascular, a 

migração de eosinófílos e neutrófilos induzidos por Fr 5 são mediados por 

substâncias oriundas da ativação e/ou degranulação de mastócitos.

A descoberta de substâncias como Fr 5, cuja ação parece ocorrer em 

uma etapa específica do processo alérgico e o uso de modelos animais 

experimentais, podem se constituir em ferramentas de valor inestimável para 

a compreensão da físiopatologia de processos dessa natureza.



ABSTRACT

The amphibian skin synthesizes several biologically active substances. 

These substances resemble mediators of mammals and are used as 

phannacological tools for studies of the physiologic fimctions in this class. 

This study consists on evaluating the ability of these substances, extracted 

from the skin of frog (Leptodactylus labyrinthicus), to induce inflammation in 

rat and to determine the mechanisms involved on it.

Extract of skin were submitted to a reverse-phase high performance 

cromatography and tested in classical inflammation models: rat paw edema, 

inflammation in peritoneal cavities and increase of vascular permeability 

measured by Evans blue extravazation.

Our results demonstrated that the poison extract, as well as all fractions 

(Fr), exception the ffaction 14, were capable to induce edema (p<0,05) 30 

minutes after the subplantar injection, with peak activity at 1 hour. It was 

choose the Fr 5, which molecular weight determined by this study, was about 

2490 D, to continue the investigation. Histamine and bradykinin antagonists 

blocked partially, even so significantly (p <0,05) the paw edema induced by 

Fr 5. Serotonine antagonist was more efícient in inhibiting that edema. The 

cypro-heptadin that is antagonist of the three substances, inhibited the edema 

induced by Fr 5 almost completely.

Antagonist selective for phospholipase A2 was capable to inhibit 

significantly (p <0,05) just the peak of the paw edema induced by Fr 5. 

Dexamethasone inhibited significantly (p <0,05) and in a dose-dependent 

way, the paw edema induced by this fraction in the precocious and late 

phases. Antagonist selective for lipoxygenase also inhibited this edema (p 

<0,05) in several points of the curve, the same not happened with 

ciclooxygenase antagonist, indomethacin that was not capable to inhibit it.



Furthermore, Fr 5 was capable to signifícantly (p <0,05) induces ipast 

cell degranulation in in vitro and in vivo models. Fr 5 induced signifícant 

eosinophil migration (p <0,05) and a discreet, but also sigiifícant neutrophil 

migration, besides signifícant increase of vascular permeability to tlie 

peritoneal cavity whose peak, coincided with the peak of the mast cell 

degranulation.

The data suggest that the increase in vascular permeability, eosinophil 

and neutrophil migration induced by Fr 5 is mediated by substapces 

originating ffom of the activation and/or mast cell degranulation.

The discovery of substances like Fr 5, whose action seems to occur in a 

specifíc stage of the allergic process and the use of experimental animal 

models may be tools of great value for the understanding of the allergic 

processes phisiopathology.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. CONSIDERAÇÕES SOBRE OS ANFÍBIOS

1.1.1. INTER-RELAÇÕES ENTRE ANFÍBIOS E SOCIEDADE 
HUMANA.

Os primeiros registros acerca dos efeitos de substâncias extraída^ de 

plantas ou animais, embora conhecidos desde a pré-história, datam do 

aparecimento da escrita cuneifonne entre Assírios e Babilônios, sendo que a 

mais antiga alusão a utilização de anfíbios é dita anterior, em cerca de quatro 

séculos, a tal fato tendo sido documentada pelos próprios Assírios e 

Babilônios, bem como pela liturgia sagrada dos jesuítas e medicina folclórica 

Chinesa (Lee & Chen, 1951; Wallnofer & Von Rottauscher, 1965).

Papiros Assírios descrevem como remédio para conjuntivite uma 

mistura de bile de rã com leite azedo. Os Chineses e mais tarde os Romanos 

administravam pele de anfíbio e secreção de glândulas parótidas para regular 

funções internas do corpo e fertilidade ou como uma panacéia para mordida 

de cachorro e para curar uma grande variedade de doenças pela ingestão ou 

aplicação tópica (Lee & Chen, 1951; Wallnofer & Von Rottauscher, 1965).

Na Idade Média, marcada pelo obscurantismo nas artes e ciência, a 

secreção da pele de anfíbios era empregada na elaboração de venenos que 

compunham poções capazes de determinar a morte rápida ou lenta. Tais 

animais também estiveram presentes na história da humanidade de outras 

formas: como oferendas aos deuses em cultos religiosos, na literatura, nas 

artes (pinturas e esculturas), nos esportes (como atrativos para caças) e por 

fim como fonte direta de alimentação através da utilização de algumas 

espécies de rãs (Lazarus & Attila, 1993).
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A presença de peptídeos com ação antimicrobiana e antiviral na 

secreção de glândulas parótidas de rãs (Stone et al., 1992) tomam viáveis 

muitas das crenças postas ao longo da história. No Oeste e no Sudeste da 

Ásia, utiliza-se há séculos os venenos de sapos no tratamento de sinusites, 

resfriados, inflamações locais e dores de dente, sendo este o primeiro e mais 

antigo uso de veneno de origem animal na terapêutica (Sebben et al., 1993).

1.1.2. EVOLUÇÃO

O nome Amphibio deriva do grego (Amphi, duas + bios, vida), 

acuradamente define animais ditos de vida dupla, ou seja, aqueles que vivem 

parcialmente na água doce e na terra (Duellman,1992). Muito provavelmente 

se originaram de peixes aparentados aos dipnóicos atuais e representam na 

escala evolutiva o grupo de transição entre peixes e répteis (Marcondes & 

Lammoglia, 1981).

Atualmente são conhecidas cerca de 4.550 espécies de anfíbios 

agrupados em três ordens: Gymnophiona (anfíbios desprovidos de membros, 

vulgarmente conhecidos por cobra-cega); Caudata ou Urodela (salamandras e 

tritões); e Anura (sapos e pererecas) (Marcondes & Lammoglia, 1981).

Primeiros vertebrados a iniciar a conquista terrestre, passaram por 

muitas mudanças evolucionárias quando emergiram provenientes dos mares 

Devonianos no final da era Paleozóica há 300-350 milhões de anos atrás. 

Porém, as características que permitiram a sobrevivência desses animais em 

ambiente seco não são adaptações perfeitas; por esse motivo, são 

considerados um grupo de transição entre a vida aquática e a vida na terra. 

São os primeiros vertebrados tetrápodos, aquisição fundamental para a 

locomoção na terra e no estágio larval respiram por brânquias; os adultos têm 

respiração pulmonar e cutânea (Modificado de Lazarus & Attila, 1993).
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Os pulmões, nesse grupo de vertebrados, são considerados estruturas 

pouco eficientes, visto possuírem uma superfície interna limitada com 

alvéolos simples. Desta forma, a pele dos anfíbios, permeável, úmida, sem 

escamas e bem irrigada por vasos sangüíneos assume importância especial 

nas trocas gasosas. Por outro lado a presença de uma pele tão permeável traz 

problemas que dificultam a sobrevivência no ambiente terrestre: a perda de 

grande quantidade de água por transpiração pode ocasionar desidratação. Tal 

fato, podería explicar a estreita dependência dos anfíbios em relação a água e 

sua preferência por lugares úmidos. Além disso, um outro motivo os 

escraviza à água, é o tipo de reprodução. Os ovos, sem casca, apenas com um 

envoltório gelatinoso, só se mantêm viáveis em meio aquático (Storer et al, 

1985).

O esqueleto dos anfíbios apresenta tuna cintura escapular, dianteira e 

uma cintura pélvica, posterior nas quais se inserem as extremidades 

locomotoras. O crânio tem duas saliências, ou côndilos, que se articulam com 

a primeira vértebra; assim, esses animais conseguem movimentar a cabeça 

para cima e para baixo, mas não para os lados.

Apresentam a boca sem dentes, todavia possuem língua bem 

desenvolvida. O sistema digestivo consta de um grande estômago, fígado çom 

vesícula biliar, pâncreas e intestino, com o tubo digestivo terminando numa 

região chamada cloaca, onde também desembocam os canais geniturinários.

O coração é tricavitário, compondo-se de dois átrios e um ventrículp, 

no qual se misturam os sangues venoso e arterial. As hemácias são nucleadas.

Os olhos são desenvolvidos e adaptados à visão de objetos em 

movimento. Possuem ouvidos médio e interno com tímpanos ao nível da pele, 

logo atrás dos olhos. As fossas nasais dispõem de epitélio olfativo (Storer et 

al, 1985; Lazarus & Attila, 1993).
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1.2.ASPECTOS  MORFOLÓGICOS DA RÃ Leptodactylus labyrinthiçus

1.2.1. ASPECTO EXTERNO

A pele é mole, lisa e úmida com uma tonalidade escura indo do 

castanho ao negro e produzida pela melanina, usualmente encontrada nos 

melanóforos. A cabeça apresenta uma ampla boca, pequenas narinas 

valvulares, grandes olhos esféricos e atrás de cada olho um tímpano achatado 

ou membrana timpânica. Cada olho possui uma pálpebra superior camosa e 

opaca e uma inferior menor. Intemamente a elas, existe uma terceira pálpebra 

transparente que se assemelha funcionalmente à membrana nictante dos 

vertebrados superiores. Ela move-se para cima sobre o globo ocular para 

conservá-lo úmido no ar e para protegê-lo dentro da água (Stebbins & Cohen, 

1995).

Na extremidade posterior, situa-se o ânus ou abertura cloacal, no meio 

do corpo existe uma corcunda sacral onde a cintura pélvica se articula com o 

sacro. A pata anterior curta compõe-se de braço, ante-braço, pulso e mão; 

esta tem quatro dedos e um polegar vestigial. A pata posterior é formada por 

coxa, perna, tornozelo (região dorsal) e pelo longo pé com sola (metatarsp) 

estreita e cinco artelhos delgados, ligados por palmouras largas e finas. As 

palmas e as solas apresentam tubérculos comifícados que protegem os pés 

contra a abrasão e que fornecem tração em superfícies úmidas e escorregadias 

(Stebbins & Cohen, 1995).

1.2.2. GLÂNDULAS DE VENENO

A pele dos anfíbios é rica em glândulas que elaboram secreções cqjo 

significado biológico tem sido destacado em alguns trabalhos. Deve-se 

ressaltar que, de modo geral, elas intervém na respiração, na reprodução e na 
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proteção desses vertebrados contra predadores, dessecação e proliferação de 

microorganismos na superfície do corpo (Toledo & Jared, 1989).

As glândulas multicelulares cutâneas dos anfíbios adultos são 

fundamentalmente de dois tipos: as mucosas e as granulosas. As glândulas 

mucosas, em geral, ocorrem em maior número e são menores que as 

granulosas. O muco por elas produzidos intervém, em diversas atividades 

funcionais, por exemplo: respiração cutânea, termorregulação, defesa e 

reprodução (Toledo, 1986).

As glândulas granulosas ou de veneno elaboram uma secreção tóxica 

para muitas espécies de vertebrados sendo, por isso importantes para defesa 

passiva dos anfíbios. Ressalta-se que na espécie Leptodactylus labyrinthicus, 

de habitat em regiões semi-áridas ou secas há secreção, através de suas 

glândulas, de substâncias serosas que são usadas para reter água em sua pele 

(Toledo & Jared, 1989)

A origem e função dos venenos e substâncias tóxicas encontrados na 

pele de anfíbios é apenas parciahnente conhecida. Porém, estudos têm 

demonstrado que a secreção venenosa elaborada pelas glândulas granulosas é 

bastante diversificada quanto a composição química, funcionando desta 

forma, como um verdadeiro arsenal de produtos químicos naturais com 

variadas atividades biológicas (Mills & Prum, 1984).

Segundo Lazarus e Attila, (1993) as glândulas granulosas de anfíbips 

sintetizam histamina e estocam produtos para a secreção, nos quais incluem- 

se cinco grupos de espécies químicas: 1) Peptídeos, sendo um grupo com 

atividade antimicrobiana e outro com princípios ativos diversos; 2) Proteínas, 

substâncias proteináceas e enzimas; 3) Esteróides cardiotônicos e não 

cardiotônicos; 4) Alcalóides e 5) Aminas biogênipas.

Os tipos de substâncias biologicamente ativas encontradas na pele de 

anfíbios parecem ter signifícância fílogenética. Desta maneira, alquilaminas 
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inólicas são tipicamente encontradas em grande número de sapos da família 

Bufonidae e particularmente nos do gênero Bufo; aminas fenólicas em rãs do 

gênero Leptodactylus; peptídeos vasoativos em muitas variedades de rãs e 

nas glândulas paratóides de sapos do gênero Bufo; alcalóides lipofílicos e 

também o alcalóide hidrossolúvel tetrodotoxina são encontrados na família 

das salamandras; muitas aminas, incluindo algumas bem conhecidas como a 

serotonina, tiramina e derivados são encontrados em vários sapos e rãs, bem 

como muitos peptídeos vasoativos, como a bradicinina, sauvagenina, 

ceruleína, bombesina, dennofínas, etc (Daly, 1995).

Em termos de atividade farmacológica os peptídeos isolados da pele de 

rãs podem ser classificados em vários grupos e, de modo geral, possuem 

semelhanças com peptídeos de diversos órgãos de mamíferos, que funcionam, 

nestes vertebrados, como hormônios gastrointestinais, autacóides, 

neurotransmissores e fatores de liberação (Mignogna et al, 1997).

Peptídeos com atividade farmacológica equivalente podem ser 

encontrados em diferentes espécies de anfíbios, porém suas seqüências de 

aminoácidos raramente são idênticas. Peptídeos análogos da pele de rãs são 

freqüentemente encontrados no sistema nervoso central e células 

neuroendócrinas e nervos do trato gastrointestinal e respiratório de 

mamíferos. Como exemplo, citam-se análogos da bombesina, 

colescistoquinina e ceruleína, além da bradicinina (BK), um nonapeptídeo, 

encontrado em grandes quantidades na pele de Rana temporária. (Bevins & 

Zasloff, 1990)

Estudos realizados por Conlon e Aronsson, (1997) confirmam que a 

BK presente na pele de R. temporária é idêntica a BK encontrada em 

mamíferos, inclusive quanto aos efeitos fisiológicos, sendo que sua função 

nos anfíbios seria a de proteção contra os predadores, já que a BK foi 

encontrada no lúmen do estômago destes e esta agiría como estimulante da 
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motilidade gástrica, que ativaria o reflexo do vômito do predador facilitando 

desta forma a ejeção da presa.

As aminas biogênicas encontradas na pele de algumas espécies de rãs 

são divididas em três grupos: 1) O das indolalquilaminas, que inclui a 5- 

hidroxitriptamina (5-HT); 2) Imidazolalquilaminas, que tem como principal 

representante a histamina; 3) Hidroxifenilalquilaminas, que inclui a 

leptodactilina. (Clarke, 1997).

No tegumento de espécies da família Leptodactylidae foram 

identificados aminas biogênicas como a 5-HT, a histamina e a leptodactilina. 

Algumas destas aminas têm ações farmacológicas bem conhecidas. A 

leptodactilina por exemplo é bloqueadora da transmissão sináptica 

neuromuscular, provocando efeitos semelhantes aos do curare. (Toledo & 

Jared, 1989).

A histamina tem uma ação acentuadamente relaxante sobre os 

músculos dos vasos sangüíneos mais delgados, reduzindo a pressão sangüjnea 

sistêmica. Entretanto em alguns animais como coelhos e roedores, age cqmo 

constritora de vasos sangüíneos maiores. Essa amina biogênica intensifica a 

contração dos músculos atrial e ventricular por intensificar o fluxo dos íons 

cálcio. Além disso, liga-se a receptores que participam da ativação de céltpas 

parietais do estômago. Também está envolvida em reações de 

hipersensibilidade e, ainda, com impulsos sensoriais cutâneos que provocam 

prurido e dor (Douglas, 1996 & Guo et al, 1997).)

1.3.DISTRIBUIÇÃO

Os anfíbios conseguem sobreviver em todas as regiões do mundp, 

exceto na Antártida e Groenlândia. Vivem principalmente na água ou em 
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lugares úmidos, nunca no mar. São comuns em regiões temperadas úmidas e 

mais abundantes em florestas tropicais, embora algumas espécies de rãs 

atinjam o círculo polar ártico (Storer et al, 1985).

A família Leptodactylidae é encontrada no ocidente da índia e do sul 

dos Estados Unidos até o sul da América do Sul. O gênero Leptodactylus, por 

sua vez, é encontrado em toda a América do Sul e do México até o Texas. 

No Brasil, a espécie Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824), está 

distribuída no cerrado, na caatinga do Nordeste, no Norte (Roraima) e em 

algumas regiões do Sudeste.

1.4.CLASSIFICAÇÃO

A rã da espécie L. labyrinthicus (figura 1) tem como “habitat” típico o 

estado do Rio de Janeiro, onde foi originalmente classificada como:

reino - Animalia

filo - Chordata

subfilo - Vertebrata

classe - Amphibia

subclasse - Salentia

ordem - Anuran

família - Leptodactylidadae (Berg, 1896) 

subfamília - Leptodactylinae (Berg, 1896) 

gênero - Leptodactylus (Fitzinger, 1896) 

grupo - Pentadactylus

espécie - Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) (Giulio & Eugênio,

1980)
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Rã da espécie Leptodactylus labyrinthicus

1.5. ASPECTOS GERAIS DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA

Os primeiros relatos sobre inflamação datam de 3.000 a.C., porém fpi 

Comelius Celsus que, no início da era Cristã, descreveu os quatro sinais 

cardeais da resposta inflamatória: rubor, tumor, calor e dor. Mais tarde, a 

perda de função foi acrescentada por Virchow, como o quinto sinal da 

inflamação (citado por Rocha e Silva, 1978).

A inflamação é uma complexa reação de defesa do organismo, mais 

especificamente dos tecidos vascularizados, em resposta a uma lesão, trauma 

ou infecção (Robbins et al, 1994). Estímulos físicos, químicos ou biológicps 

são suficientes para ativar, na área lesada, tuna série de fenômenos, que 

microscopicamente envolvem: a) vasodilatação com aumento do fluxo 

sanguíneo e conseqüente aparecimento de sinais como calor e rubor; b) 
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aumento de permeabilidade venular e exsudação de proteínas plasmáticas e 

plasma, o que resulta em edema; c) migração de leucócitos (Sedgwick & 

Willoughby, 1985).

A reação inflamatória pode ter duas fases, a primeira denominada 

aguda e a segunda, denominada crônica. A fase aguda é caracterizada pela 

curta duração, exsudação de fluido e proteínas plasmáticas e migração de 

leucócitos, predominantemente neutrófílos. Em geral, como resultado da 

reação inflamatória ocorre a prevenção da progressão da lesão (resolução), 

sendo o processo de reparo iniciado já nas primeiras fases da inflamação, 

atingindo seu clímax após ter sido neutralizado o estímulo agressor. Apesar 

de ser um mecanismo de defesa, desvios na intensidade desta reação podem 

causar sérios danos ao organismo. Em casos de uma resposta diminuída o 

risco de infecções recorrentes e severas aumenta, como por exemplo na 

doença granulomatosa crônica. A situação oposta também é indesejável, ou 

seja, quando ocorre uma resposta exarcebada, podem haver lesões tissulpres 

com comprometimento funcional importante como na artrite reumatóide, 

rejeição de enxertos, etc. (Robbins et al., 1994). O desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas alternativas necessita, pois, da compreensão plena 

dos fenômenos inflamatórios agudos ou crônicos.

1.6. PERMEABILIDADE VASCULAR E EDEMA

O aumento de permeabilidade vascular leva ao escape de fluido rico 

em proteína (exsudato) para o interstício, o que resulta em diminuição da 

pressão oncótica do plasma e aumento da pressão oncótica do fluido 

intersticial. Este fato, juntamente com o aumento da pressão hidrostática 
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causada pela vasodilatação, produz saída de fluido do meio intravascular e 

sua acumulação no tecido, o que resulta em 

edema (Robbins et al., 1994).

São conhecidos cinco mecanismos para, o aumento de permeabilidade 

do endotélio (Majno, 1992): 1. Contração da célula endotelial, alargando as 

junções intercelulares - E o mecanismo pelo qual histamina, bradicinina e 

leucotrienos agem. O aumento de permeabilidade ocorre rapidamente após a 

exposição ao mediador e é de curta duração (15 a 30 minutos). Este 

mecanismo afeta somente vênulas, provavelmente pela maior densidade de 

receptores para os mediadores no endotélio venular (Majno & Palade, 1961);

2. Reorganização do citoesqueleto com retração endotelial - pode ser 

induzida in vitro por IL-1, TNF e IFNy. E um efeito retardado (4 a 6 horas) e 

de longa duração (24 horas ou mais). Se esse mecanismo contribui para o 

aumento de permeabilidade in vivo ainda é incerto (Brett citado por Robbins, 

1994, p. 56); 3. Necrose da célula endotelial em queimaduras e infecções 

bacterianas líticas; 4. Aumento de permeabilidade vascular mediada por 

leucócitos - as substâncias leucotáticas C5a, LtB4 e fMLP não foram efetjvas 

em produzir aumento de permeabilidade vascular em animais injetados com 

mostarda nitrogenada, usada para depletar leucócitos polimorfonucleares 

(PMNs). Esses resultados sugerem que, ao contrário da histamina e 

bradicinina, que aumentam a permeabilidade vascular, agindo diretamente 

sobre as células endoteliais, as substâncias C5a, LtB4 e fMLP agem somente 

na presença de leucócitos PMNs. O modo pelo qual os leucócitos PMN 

aumentam a permeabilidade vascular, permanece incerto. Porém, existem 

hipóteses de que durante sua passagem pela parede do vaso eles secretem 

enzimas, que quebram as junções entre as células endoteliais ou que atuam 

sobre a membrana basal. Os leucócitos polimorfonucleares podem, ainda, 

secretar substâncias que afetam as células endoteliais, causando contração.
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Apesar dos leucócitos PMNs estarem presentes em grande quantidade no 

tecido depois de várias horas do início da resposta inflamatória, evidências 

sugerem que essas células interagem com o endotélio vascular para regular a 

permeabilidade, poucos minutos após o estímulo inflamatório (Wedmore & 

Williams, 1981); 5. Permeabilidade aumentada de capilares em regeneração 

(angiogênese), até a formação das junções intracelulares definitivas (Robbins 

et al., 1994).

A bradicinina, um nonapeptídeo, causa vasodilatação e aumento de 

permeabilidade vascular. Porém, o mecanismo para tal efeito ainda não foi 

completamente esclarecido. Embora, trabalhos recentes demonstrem que em 

pele de ratos essa ação deva-se ao fato de que bradicinina pode agir 

degranulando mastócitos e promovendo a liberação de histamina. Entretanto, 

sua ação vasodilatadora pode também ser devido ao fato de que, ao agir 

sobre células endoteliais, ela estimula a FLA2 gerando Pgl2 e também provoca 

a liberação de óxido nítrico que é um importante agente vasodilatador. A 

bradicinina é um potente produtor de dor, um efeito que é potenciado pelas 

prostaglandinas. O efeito, semelhante ao da histamina e da serotonina em 

algumas espécies, é exercido nas pequenas vênulas e envolve a separação das 

junções entre as células endoteliais. Isto, junto com um aumento do gradiente 

de pressão hidrostática, provoca edema (Goodman & Gilman, 1997).

1.7. A BIOLOGIA DOS MASTÓCITQS

Todos os mastócitos são derivados de progenitores presentes na 

medula óssea e expressam na sua superfície o receptor FcsRI que é 

responsável pela grande afinidade da porção Fc do anticorpo IgE. São 

considerados células enigmáticas do organismo, por serem responsáveis pela 
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secreção de um grande número de mediadores pró-inflamatórios que 

contribuem para a manutenção de estados inflamatórios crônicos como: 

úlcera intestinal induzida por estresse, artrite reumatóide,cistite intersticial, 

escleroderma e doença de Crohn. São proeminentes também no 

desenvolvimento da anafílaxia, e a despeito dos efeitos negativos de suas 

secreções, mastócitos ou células mastócitos símile têm sido descritos em 

muitas ordens de anúnais de modo que essa persistência fílogenética através 

da evolução sugere que eles desempenhem também papel benéfico em algum 

tipo de doença (Abraham et al., 1997).

Na espécie humana os mastócitos são seletivamente encontrados em 

número relativamente grande, adjacente aos vasos sangüíneos ou vasos 

linfáticos, sendo também predominantes na superfície epitelial da pele e 

mucosas geniturinária, gastrointestinal e do trato respiratório. Estima-se que 

as concentrações dessas células sejam 500 a 4000 por mm3 no pulmão; 7000 

a 12000 por mm3 na pele e 20000 por mm1 no trato gastrointestinal (Gaüi, 

1993).

1.7.1. ATIVAÇÃO DE MASTÓCITOS E LIBERAÇÃO Dl 
MEDIADORES.

Os mastócitos são altamente especializados na síntese e secreção de 

um grande número de substâncias farmacologicamente ativas, sendo essas 

substâncias categorizadas em duas classes distintas de mediadores. Uma que 

inclui aqueles ditos pré-formados, tais como histamina, heparina e serino 

proteases. Outra incluindo os mediadores oriundos da chamada síntese de 

novo, que ocorre quando do estímulo de células, tais como leucotrienos, 

prostaglandinas e tromboxanos. Dependendo da natureza do agonista os 

produtos da ativação de mastócitos podem ser liberados por diferentes 

mecanismos de exocitose (Abraham et al., 1997).
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Estudos ultraestruturais dos mecanismos de exocitose de mastócitos 

realizados por Dvorak (1997) têm revelado dois mecanismos básicos: um 

referido como de liberação lenta dos mediadores e outro como de liberação 

rápida, também chamado de degranulação anafílática. A primeira consiste em 

um esvaziamento lento dos grânulos na ausência de fusão intergranular; já a 

segunda é descrita como explosiva, consistindo de eventos de secreção 

rápida que se completam minutos após a estimulação e que parecem ser 

iniciados pela fusão coordenada e concomitante secreção dos mediadores dos 

grânulos através de degranulação intracitoplasmática (Dvorak, 1997).

Os passos bioquímicos que envolvem a degranulação anafílática são 

parcialmente conhecidos, mas supõe-se que a ligação cruzada das IgEs 

ligadas, pelo antígeno, ative uma proteína (G) de ligação do trifosfato de 

guanosina (GTP), que por sua vez provoca a ativação de uma fosfolipasp C 

específica para o bifosfato de fosfatidil-inositol (PIP2). Esta enzima catalisa a 

liberação do trifosfato de inositol (ZP3) e do DAG do PIP2 de membrana. IP3 

provoca a liberação do cálcio intracelular do retículo endoplasmático. O 

cálcio no citoplasma ativa diretamente certas enzimas, como a fosfolipase A2 

e em complexo com a calmodulina, ativa outras enzimas, como a cinase da 

cadeia leve de miosina. Cálcio e DAG combinam-se com fosfolipídeos de 

membrana, para a ativação da proteína cinase C (PKC). Estes eventos 

intracelulares são similares aos que ocorrem nos linfócitos T e B, em resposta 

à ligação cruzada de seus receptores antigênicos. Nos mastócitos, o resultado 

da ativação é a geração de mediadores lipídicos, como as prostaglandinas D2 

(PGD2) ou leucotrieno C4 e a exocitose de grânulos secretórios ( Abbas et al, 

1997).

Os mastócitos são heterogêneos, ou seja, nem todos liberam os 

mesmos mediadores, ou as mesmas combinações de mediadores. Os seus 

grânulos contêm mediadores vasoativos não-lipídicos de baixo pteso
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molecular, sendo o mediador protótipo desta classe a histamina, mas em 

certos roedores a serotonina pode ter importância igual ou superior 

especialmente na mucosa do pulmão e serosa de roedores (Galli, 1993).

A histamina, uma amina básica encontrada em muitos tecidos do corpo 

e em grandes concentrações nos pulmões, na pele e trato gastrintesrinal, é 

liberada pelos mastócitos por um processo secretor durante reações 

inflamatórias ou alérgicas. Os estímulos para esta secreção incluem a 

interação dos componentes do complemento C3a e C5a com receptores 

específicos na superfície celular ou a interação de antígenos com anticorpos 

IgE fixos aos mastócitos. O processo secretor é desencadeado por uma 

elevação do cálcio intracelular. Isso se segue a uma ligação cruzada dos 

receptores (IgE), feita pelo antígeno, que ocasiona um aumento na 

permeabilidade ao cálcio e a liberação de cálcio pelas reservas intracelulares 

(Rang et al., 1997)

O aumento de permeabilidade vascular induzido pela histamina é 

atribuído a sua ação sobre receptores Hj localizados nas células endoteliais, 

especialmente nas vênulas pós-capilares (Atkinson et al., 1992). Estudos em 

tecidos intactos e em células endoteliais em cultura, demonstram que a 

ligação da histamina ao receptor resulta na mudança de forma (contração) da 

célula endotelial e formação de espaços de lpm de diâmetro entre células 

adjacentes. Esses espaços levam ao extravasamento de macromoléculas. A 

estimulação de receptores H] em células umbilicais humanas em cultura, está 

associada com a hidrólise de fosfatidilinositol e aumento do Ca^ intracelular, 

proveniente inicialmente dos estoques intracelulares, mas que requer CaM 

extracelular para sustentar a resposta. O fato da citocalasina B, que inibe a 

polimerização da actina, bloquear a resposta da histamina em aumentar a 

permeabilidade, sugere que a contração da célula endotelial é essencial para 

obtenção desse efeito (Gallin et al, 1992). Nas células endoteliais vasculares, 
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a ligação da histamina conduz à retração e a um vazamento paracelular do 

plasma para os tecidos. A histamina também faz com que as células 

endoteliais sintetizem miorrelaxantes da musculatura lisa- vascular, como a 

prostaciclina e o óxido nitrico, o que provoca vasodilatação. Estas ações da 

histamina produzem a resposta de eritema-edema da hipersensibilidade 

imediata (Lukacs et al, 1996).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) é um segundo mediador vasoafivo 

pré-formado e apresenta ações semelhantes às da histamina. Encontra-se 

presente nas plaquetas e células enterocromafínicas e nos mastócitos de 

roedores ,embora não nos de seres humanos (Goodman & Gilman, 1996).

Os grânulos dos mastócitos contêm também diversas enzimas, como as 

serino-proteases e a aril sulfatase, bem como proteoglicanos como heparina 

encontrada no pulmão e serosas das cavidades do corpo e o sulfato de 

condroítina encontradas na mucosa do trato gastrointestinal (Abbas et ql., 

1997).

Há ainda três classes de mediadores lipídicos sintetizados por essas 

células ativadas. Em geral, estas reações são todas iniciadas pelas ações da 

fosfolipase A2, que libera substratos dos fosfolipídeos precursores 

armazenados em membranas nos corpos lipídicos. O primeiro mediador 

lipídico descrito foi a prostaglandina D2 (PGD2) que liga-se a receptores nas 

células da musculatura lisa, atuando como vasodilatador e broncoconstritor. 

Uma segunda classe de mediadores, derivados do ácido araquidônicp e 

provenientes da degranulação de mastócitos, são os leucotrienos, sendo os 

principais o LTC4, LTD4, LTE4 e em menores proporções o LTB4. O terceiro 

mediador lipídico produzido por basófilos, e provavelmente por mastócitos, é 

0 fator de ativação de plaquetas (PAF), que pode ter uma importância 

particular nas reações de fase tardia, onde atuaria ativando leucócitos. Porém, 
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em tal situação a principal fonte de PAF seria a superfície de células 

endoteliais estimuladas pela histamina e não os mastócitos (Galli, 1993).

1.7.2. MASTÓCITOS COMO FONTE DE CITOCINAS

A descoberta de que mastócitos são uma potencial fonte de citocinas 

tem, nos últimos anos, sugerido a existência de novos caminhos que levam a 

crer na ativação de mastócito como passo importante no desenvolvimento da 

fase tardia do processo inflamatório, bem como na manutenção de estados 

inflamatórios persistentes.

Galli e colaboradores (1993) demonstraram que a estimulação de 

mastócitos de ratos in vitro por FcsRI ou por outros mecanismos induzem o 

crescimento dos níveis de RNA mensageiro (RNAm), a secreção de 

substâncias pró-inflamatórias e também o surgimento de citocinas 

mitogênicas como interleucina 1, 3, 4 e 6; fator estimulador de colônias de 

granulócitos e macrofágos; interferon gama; membros da família de integrjnas 

(proteínas pró-inflamatórias de macrofágos la e ip, antígeno ativador de 

células T e JE); e fator de necrose tumoral- a (TNF-a). Em conjunto estas 

citocinas não regulam unicamente a produção de IgE e outras respostas 

imunes, mas também afetam a resposta inflamatória, hemostasia, 

hematopoese, angiogênese, remodelação tecidual e desenvolvimento de tupior 

ou resistência ao tratamento do mesmo (Galli, 1993).

Estudos desse mesmo autor, têm demonstrado que mastócitos 

convenientemente estimulados liberam TNF-a pré-formado e sintetizam novo 

TNF-a proporcionando uma rápida exposição dos tecidos próximos, a 

quantidades signifícantes desse mediador (Galli et al., 1991)
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1.7.3.IMPORTÂNCIA DOS MASTÓCITOS NA REAÇÃO 
INFLAMATÓRIA.

Os mastócitos eram vistos, até pouco tempo, unicamente como as 

células que desencadeavam as reações de alergias agudas ou eram capazes de 

gerar alguns metabólitos do ácido araquidônico. Todavia, hoje têm se 

revelado como células capazes de orquestrar um grande número de reações 

inflamatórias liderando, em alguns casos, a infiltração de leucócitos, sendo 

este efeito desencadeado em período de algumas horas e citocina dependente 

(Galli, 1993).

Segundo a literatura, em certos eventos inflamatórios IgE dependentes 

os mastócitos podem simplesmente iniciar a resposta inflamatória, mas em 

outros casos podem influenciar o processo de outra forma, ou seja, iniciar ou 

propagar mecanismos independentes da sua ativação direta. Por exemplo, 

muitas evidências sugerem que mastócitos participariam da estimulação de 

células T, que por sua vez , contribuiríam de forma importante, para o 

desenvolvimento da asma alérgica crônica (Schwartz et al., 1984)

A consideração de que citocinas liberadas por mastócitos podem ser 

responsáveis por consequências clínicas importantes em determinados 

estados patológicos também é fato marcante. Além disto mastócitos têm sido 

implicados em várias doenças que são acompanhadas por neovascularização 

e o exato mecanismo que envolve mastócitos e angiogênese ainda não é claro, 

mas há indício de que o fator de crescimento endotelial/ fator de 

permeabilidade vascular (VEGF/VPF) de linhagem de mastócitos da pele 

humana HMC-1 possam estar implicados nesse fato (Grützkau et al., 1998).

Mastócitos são, enfim, considerados como células amplificadores da 

reação inflamatória por liberarem ou estimularem a produção de muitos 

mediadores que por sua vez podem atuar aumentando a permeabilidade 
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vascular ou mais tardiamente contribuindo para a migração e infiltração 

neutrofílica (Galli, 1993).

A identificação do papel específico desta célula no processo 

inflamatório, pode ser bastante complexa. O desenvolvimento de drogas ou 

mesmo o descobrimento de ferramentas fannacológicas que permitissem 

estudos in vivo mais precisos sobre o real papel dessas células no organismo, 

podería contribuir significativamente para a solução definitiva ou melhor 

manipulação terapêutica de condições patológicas comuns como asma 

alérgica aguda e crônica ou condições mais específicas como angiogênese e 

crescimento tumoral.

É de conhecimento comum que durante a reação inflamatória uma 

variedade de substâncias são formadas e liberadas concomitante ou 

seqüenciahnente no local da agressão. Esses mediadores inflamatórios estão 

envolvidos na síntese e/ou manutenção dos eventos característicos do 

processo inflamatório. Muitos desses mediadores são de natureza protéjca. 

Entre esses citam-se a histamina, serotonina e bradicinina (BK), taquicininas 

(substância P, neurocininas A e B) e citocinas (TNF- a, IL-1, IL-6, IL-8, 

etc.), componentes do sistema de coagulação/fibrinólise e do complemento 

(C3a e C5a) além das prostaglandinas da série E (PGE) e prostaciclina (PGI) 

que são importantes mediadores da inflamação, sendo a terapêutica 

antiinflamatória atual baseada fundamentalmente na inibição da geração 

destes metabólitos do ácido araquidônico.

Assim, mesmo sendo, a reação inflamatória considerada um fenômeno 

estereotipado, hoje em dia são inúmeras as evidências mostrando que existem 

complicações, que justificam, o estabelecimento de terapêuticas específicas. 

Desta forma, acreditamos que a utilização de modelos animais que permitam 

ampliar os conhecimentos sobre a fisiopatologia da inflamação, nos quais 

possamos utilizar ferramentas de baixo custo e oriundas do nosso próprio 
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meio, é fundamental. Portanto, a utilização de agentes injuriantes, como 

toxinas protéicas, peptídeos ou outras substâncias químicas, extraídas por 

exemplo, da pele da L. labyrinthicus, animal típico da nossa região, podem 

potencialmente ativar etapas específicas e se constituir em ferramentas de 

valor inestimável.

Sabemos que muito ainda há a esclarecer sobre a secreção cutânea dos 

anfíbios e em particular desse animal. Estudos têm demonstrado que há uma 

grande diversidade de compostos já conhecidos química e 

farmacologicamente. Todavia, são ainda muitas as correlações a serem feitas 

entre estes compostos e as funções fisiológicas em mamíferos. Cumpre, 

então, ressaltar que a descoberta de novos componentes químicos na pele 

desses animais ou mesmo o aprofundamento dos estudos sobre os já 

existentes, possibilitará a obtenção de ferramentas de importantes aplicações 

farmacológicas. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram:
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2. OBJETIVOS

GERAIS

• Isolar e avaliar os efeitos pró-inflamatórios de substâncias extraídas 

da pele da Leptodactylus labyrinthicus.

• Estudar o efeito pró-inflamatório destes fatores em modelos clássicos 

de inflamação experimental.

ESPECÍFICOS

• Estudar o efeito dos fetores isolados sobre eventos mflamatórios 

como edema e permeabilidade vascular;

• Investigar o efeito de um fator isolado sobre a atividade pró- 

inflamatória com relação a migração de neutrófilos, e eosinófílos;

• Investigar o mecanismo envolvido na possível atividade pró- 

inflamatória, utilizando um fator isolado.



2- MATERIAIS E MÉTODOS
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2- MATERIAIS E MÉTODOS

2.1-ANIMAIS

Foram utilizadas rãs Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) 

capturadas na cidade de São Gonçalo do Amarante, no estado do Ceará e 

transportadas em caixas perfuradas para o laboratório de Neurobiologia 

Molecular Humana, no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da 

Faculdade de Medicina - UFC.

Utilizou-se também ratos albinos (Rattus novergicus) variedade 

Wistar, adultos, ambos os sexos, com pesos entre 150 a 200g, procedentes do 

biotério central do Campus do Piei - UFC e do biotério setorial da instituição 

supracitada. Todos os animais foram mantidos em condições ambientais 

semelhantes antes do uso, recebendo ração padrão (Purina Chow) e água ad 

libitum.

2.2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

- HPLC - Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência; modelo SCL-10A,

SPD-10AV, LC-10AS, Shimadzu - Japão.

- Chromatopac C-RGA, Shimadzu - Japão

- HPLC; modelo SPD - 10A, LCAS, Shimadzu - Japão

- Chromatopac C - R6A, Shimadzu - Japão

- Registrador EGB - SP, Brasil

- Centrífuga Excelsa Baby I; modelo 206 (FANEM)

- Centrífuga refrigerada Beckman; modelo J- 212 C, Beckman

instruments, USA.

- Coluna Shim - pack prep. ODS (H)

- Coluna C - 18 LC shim-pack CLC-ODS
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- Liofílizador Metal lux

- Balanças analíticas (Metler e Marte)

- Capela de Fluxo Laminar (VECO)

- Espectrofotômetro (Spectronic Instruments ou Spectronic 20 Genesys

™, USA).

- Pletismógrafo (UGO BASILE)

- Microscópio óptico binocular (NIKON)

- Medidor de pH

- Autoclave (SOC. FABRE)

- Câmaras de Neubauer (0,100/0,0025mm2)

- Agulhas fenestradas

- Lâminas para microscopia

- Papel filtro qualitativo (REAGEN - QUIMIBRAS)

- Alicate para deslocamento cervical

- Seringas de 1, 5, 10 e 20 ml (B-D-PLASTIPAK)

- Tubos de polipropileno para centrífuga (GIBCO) de 12 ml e líjml

- Tubos de ensaio

- Micropipetas (LABSYSTEMS ou GILSON)

- Material cirúrgico (pinças e tesouras)

- Placas de Petri

- Balão volumétrico

- Becker

- Erlenmayer
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2.3-SOLUÇÕES,  DROGAS E CORANTES UTILIZADOS

- Salina tamponada com fosfato (PBS):

Cloreto de sódio P.A................................................. 8,0g

Cloreto de potássio P.A............................................ 0,2g

Fosfato de sódio dibásico P.A................................. 1,15g

Fosfato de sódio monobásico P.A...........................0,2g

Água destilada............................................................1,0 litro

O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH ou HC1

- Solução de Albumina 3% (REAGEN):
Albumina bovina....................................................... 3,0g

Água destilada............................................................100,0 ml

- Solução de Ringer - Locke

Cloreto de Sódio P.A.....................................................9,0g

Cloreto de Potássio P.A................................................ 0.42g

Cloreto de Cálcio P.A....................................................0.23g

Carbonato de Sódio P.A................................................0.15g

Glicose............................................................................. 0.99g

Água destilada................................................................ 1,0 litro
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- Solução para Pletismógrafo

Cloreto de Sódio P.A.............................  45,0 mg

Solução padrão (.......).....................................  0.3 ml

Água destilada................................................................  100,0 ml

- Solução de Acetonitrila

Acetonitrila (CARLO HERBA)..................................1,0 litro

Ácido Trifluoracético P.A (MERCK)........................ 0,2 ml

- Solução de Ácido Trifluoracético

Ácido Trifluoracético P.A (MERCK)..........................0,5 ml

Água bidestilada...............................................................1,0 litro

- Solução de Azida

- Solução de Adrenalina

-Azul de Toluidina

Azul de Toluidina.................................................................100,0 mg

Álcool Etílico P.A................................................................70,0 ml

Água destilada....................................................................... 30,0 ml

O pH foi ajustado para 1.8 - 2.0 com HC1 (5 ml/1).
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- Azul de Evans

Azul de Evans..................................................................... „. 100,0 mg

Salina 0.9%................................................... .,......................... 2,0 ml

Água destilada...........................................................................2,0 ml

- Líquido de Turk

Ácido acético glacial P.A.........................................................20, 0 ml

Violeta de genciana.......................... f.................................... 2,0 ml

Água destilada........................................................................... 1,0 litfo

As diluições foram feitas em solução salina 0,9% estéril.

- Dextrana (Dextran 70, PHARMACIA, UPPSALA);

- Leucotrieno B4 (SIGMA): solução de estoque de 3 x 10'4 M em etanol;

- Ciproheptadina (PRODOME);

- Acetato de dexametasona( PRODOME);

- Indometacina (SIGMA);

- Mepiramina (SIGMA);

- Mepacrina (SIGMA);

- Composto 48/80 (SIGMA);

- HOE-140 (SIGMA); MK-886 (SIGMA);

- Metisergida (SIGMA).

- Corante rápido HEMA 3

- Hematoxilina (REAGEN)

- Eosina (MERCK)
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2.4..PROTOCOLO EXPERIMENTAL - PARTE 1

2.4.1. EXTRAÇÃO DO VENENO

A Leptodactylus labyrinthicus foi banhada com água destilada e em 

seguida foi injetada no seu dorso, por via subcutânea, 1 ml de adrenalina 

100p,g/ml em ácido clorídrico 0,0IN, ficando então em repouso por 20 

minutos. Após esse período as rãs são massageadas para aumentar o estresse 

e facilitar a liberação do veneno pelas glândulas granulosas como mostra a 

figura abaixo. Solução de azida foi adicionada à esta secreção e colocada sob 

refrigeração à 4°C por um período de 24 horas, após o qual o material foi 

centrifugado a lO.OOOrpm por 15 minutos em centrífuga refrigerada, sendo o 

sobrenadante liofílizado e o precipitado descartado.

Liberação de secreção venenosa pelas glândulas granulosas da pele dç L.

labyrinthicus
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2.4.2. PURIFICAÇÃO DE EXTRATO BRUTO DO VENENO EM 
HPLC COM COLUNA PREPARATIVA

O extrato bruto de veneno, após liofílização, foi ressuspenso com água 

bidestilada acrescida de TFA a 0,05% e centrifugado a lO.OOOrpm por 15 

minutos em centrífuga refrigerada. O sobrenadante foi então fracionado em 

HPLC acoplado a coluna preparativa C-18 (Shim pack prep. ODS 2,5\x30 

cm), eluído com um fluxo de 5 ml/min e um gradiente de acetonitrila variando 

de 5 a 80% em 103 minutos, seguindo-se um programa específico.

O HPLC utilizado era dotado de um detector de absorção de luz ultravipleta 

(com comprimento de onda de 214 nm e sensibilidade de 500 Hz), acoplado a 

um registrador. As frações ou picos eram coletados, no instante em que 

apareciam no registrador, liofílizados, pesados e armazenados ou ressuspen- 

sos em água bidestilada para testes farmacológicos.

TEMPO FUNÇÃO GRADIENTE

0 0,01 T.Flow 1,00

1 0,01 B.Conc 5,00

2 5,00 T.Flow 5,00

3 20,00 B.Conc 10,00

4 33,00 B.Conc 10,00

5 36,00 B.Conc 27,50

6 54,00 B.Conc 30,00

7 68,00 B.Conc 30,00

8 75,00 B.Conc 45,00

9 78,00 B.Conc 80,00

10 88,00 B.Conc 80,00

11 93,00 B.Conc 5,00

12 103,00
214 mn 

f = 500 Hz

B.Conc 5,00
T.Flow = Tempo de Fluxo
B.Conc = Concentração de Acetonitrila



47

2.4.3. DETERMINAÇÃO DO GRAU DE PUREZA DA “FRAÇÃO 5” 
EM HPLC COM COLUNA ANALÍTICA.

Uma alíquota da Fr 5 foi injetada no HPLC em uma coluna fina 

analítica específica, obedecendo-se as seguintes condições:

• Injeção: 20pl da solução de 10 mg/ml

• Coluna utilizada: coluna fina analítica

• Eluente: acetonitrila

• Gradiente: 20%

• Tempo de retenção: 40min

• Fluxo: lml/min

• Detector: absorção de luz ultravioleta com comprimento de onda de 214

nm.

• Programa: descreve-se abaixo

# TEMPO FUNÇÃO GRADIENTE
0 0,01 T.Flow 1,00

1 0,01 B.Conc 0,00

2 40,00 B.Conc 2Ç,00

3 43,00 B.Conc 0,00

4 53,00 B.Conc 0,00

2.4.4. DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR

A massa da substância natural foi determinada em colaboração com a 

Universidade Nacional de Brasília por espectometria de massa usando um 

Perkin Elmer-Sciex API 300 electrospray-triple quadrupole mass 

spectrometer de acordo com a metodologia utilizada por Kalume et al., 1995.
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2.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL - PARTE 2

2.5.1. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE PRÓ-INFLAMATÓRIA

Os estudos da atividade pró-inflamatória iniciaram-se na forma de 

“screening”, para o qual sendo tomados inicialmente o extrato bruto do 

veneno (EBL) e cinco frações isoladas e denominadas: Fr 1, Fr 5, Fr 6, Fr 7 e 

Fr 14. Como a “fração 5” apresentou atividade edematogênica significativa 

visível e mensurável nos primeiros 30 minutos e na cromatografía em coluna 

preparativa apresentava-se mais isolada e com menor probabilidade de 

contaminação, foi escolhida para aprofundamento dos estudos 

farmacológiços.

2.5.2. EDEMA DE PATA EM RATOS

Os animais foram pesados e divididos em grupos de 6 animais cada. 

Tendo suas patas direitas traseiras marcadas a nível da borda póstero-proxi- 

mal da proeminência do calcanhar e medido seus volumes em pletismógrafo 

(método adaptado de Winter et al., 1962). A seguir os animais foram tratados 

com 0,lml/pata do extrato bruto de veneno (1:20, 1:5 ou puro) ou das fra­

ções purificadas (Fr) puras ou diluídas, através de uma injeção subcutânea na 

região plantar. O volume da pata foi medido em pletismógrafo (UGO BA- 

SILI, ITALY) antes e 30 min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas após injeção 

da Fr. O volume do edema foi dado pela diferença entre o volume final e o 

volume inicial (antes da injeção do estímulo) das patas medidas. Em seguida 

os animais foram sacrificados e a pele e subcutâneo da região plantar dos 

animais tratados com a Fr 5 foi retirada, fixada em formol a 10% e processa­

das pelo método de coloração pela hematoxilina e eosina.
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2.5.3- INIBIÇÃO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA Fr5 POR 
MEPIRAMINA, CIPROHEPTADINA, DEXAMETASONA, MK886, 
MEPACRINA, INDOMETACINA OU HOE140

Os animais foram pesados e divididos em grupos de 6 animais cada. 

Tendo suas patas direitas traseiras marcadas a nível da borda póstero-proxi- 

mal da proeminência do calcanhar e medido seus volumes em pletismógrafo 

(método adaptado de Winter et al., 1962). Em seguida receberam injeção 

prévia, 1 hora antes de mepiramina na dose de 5 ou 1 Omg/kg por via intrape­

ritonial; ciproheptadina na dose de 6mg/kg por via intraperitonial; dexapre- 

tasona na dose de 0,5 ou lmg/kg por via subcutânea; MK 886 na dose de 

lmg/kg por via intraperitonial; mepacrina na dose de 20mg/kg por via subcu­

tânea; indometacina na dose de 2mg/kg por via subcutânea; Hoe na dose de 

0,6 ou lmg /kg por via endovenosa; ou solução salina 0,9%-0,lmVanipial 

pela via correspondente.

Após 1 hora todos os animais receberam uma injeção subcutânea na 

região plantar das patas direitas traseiras, de 0,1 ml de Fr 5, na dose de 

800mg/ml. O volume da pata foi medido em pletismógrafo (UGO BASILI, 

ITALY) antes e 0,5, 1, 2, 3, 4, 8, 12 e 24 horas após injeção da Fr 5. O vo­

lume do edema foi dado pela diferença entre o volume final e o volume inicial 

das patas medidas antes da injeção da fração.

2.5.4- AVALIAÇÃO DO EFE’ITO DA DEPLEÇÂO C|E 
MASTÓCITOS SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA Fr 5 
DA PELE DE L. LABYIRINTHICUS.

Os animais foram pesados e divididos em quatro grupos de seis ani­

mais cada. Após pesados foram tratados duas vezes ao dia em intervalos re­

gulares de doze horas com 0,6 mg/kg de composto 48/80 ou salina por via 

intraperitoneal. No quarto dia de tratamento os animais receberam 1,2 mg/kg 
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de composto 48/80 ou salina. No quinto dia os animais foram tratados com 

800mg/0,lml de Fr 5 ou 100mg/0,lml de dextrana. O volume da pata foi 

medido em pletismógrafo (UGO BASILI, ITALY) antes e.0,5, 1, 2, 3, 4 ho­

ras após injeção da Fr 5 ou dextrana. O volume do edema foi dado pela dife­

rença entre o volume final e o volume inicial das patas medidas antes da inje­

ção da fração.

2. 5.5-DEGRANULAÇÃO DE MASTÓCITOS IN VITRO.

Ratas Wistar foram sacrificadas e cortes do mesentério foram retirados 

e colocados em solução de Ringer-Locke. As peças de mesentério foram in­

cubadas por 30 minutos em 20ml de solução de Ringer-Locke, contendo as 

frações de veneno a serem testadas (200, 400 e 800 pg/ml). Como controle 

positivo de degranulação foi utilizado o composto 48/80, na dose de 0,8 

pg/ml. Após o período de incubação as peças permaneceram em placa de Pe- 

tri a temperatura ambiente. Após 30 minutos o tecido foi retirado das placas 

e colocado sobre lâmina, após secagem, corado com azul de toluidina por 2 

min, lavado com água destilada e colocado para secar. Após a secagem a 

gordura foi retirada do tecido com auxílio de uma lâmina de bisturi. Foram 

contadas 100 células em diferentes campos com auxílio de microscópio 

óptico (aumento de 400 vezes). O percentual de degranulação foi considerado 

tomando-se por base o grupo controle que recebeu apenas salina 0,9%.
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2.5.6- AVALIAÇÃO DO AUMENTO DE PERMEABILIDADE 
VASCULAR ASSOCIADO A DEGRANULAÇÃO DE MASTÓCITOS 
IN VIVO E MIGRAÇÃO DE NEUTRÓFILOS EM CAVIDADE 
PERITONEAL DE RATOS.

Os animais foram previamente tratados com lml da fração 5 ou salina 

por via intraperitoneal. Em seguida, foram sacrificados por deslocamento 

cervical 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas após o tratamento. Estes animais receberam 

azul de Evans, por via endovenosa, 30 minutos antes do sacrifício.

Em seguida a cavidade peritoneal foi lavada com lOml de solução de 

PBS, contendo 5 ui/ml de heparina. O exsudato colhido foi utilizado para 

medida da quantidade de azul de Evans em espectofotômetro a 600mp e 

para avaliação da migração de neutrófilos conforme o item 5.3.7- A 

quantidade de azul de Evans presente foi calculada com base na equação da 

reta, construída com diluições conhecidas de azul de Evans. O abdome do 

animal foi aberto para retirada do mesentério que foi corado pelo azu| de 

toluidina por 2 min, lavado com água destilada e colocado para secar. Após a 

secagem a gordura foi retirada do tecido com auxílio de uma lâmina de 

bisturi. Foram contadas 100 células em diferentes campos com auxílio, de 

microscópio óptico (aumento de 400 vezes). O percentual de degranulação foi 

considerado tomando-se por base o grupo controle que recebeu apenas salina 

0,9%.

2.5.7- AVALIAÇÂO DA MIGRAÇÃO DE NEUTRÓFILOS E 
EOSINÓFÍLOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL

Os animais foram previamente tratados com lml do estímulo 

inflamatório (Fr 5) ou salina por via intraperitoneal. Foram sacrificados por 

deslocamento cervical 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas após o tratamento quando se 
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desejou avaliar migração de neutrófílos e 24 horas após o tratamento, quando 

se desejou avaliar migração de eosinófílos.

Em seguida a cavidade peritoneal foi lavada com lOml de solução PBS, 

contendo 5 ui/ml de heparina. O abdômen do animal foi agitado levemente e 

foram coletados cerca de 5ml de fluido da lavagem com agulha fenestrada, 

conectada a uma seringa de lOml. As contagens total e diferencial foram 

realizadas baseadas no método de Souza e Ferreira (1985).

Do exsudato colhido, 20 p.1 foram diluídos em 380 pl de líquido de 

Turk (diluição 1:20) e usados para contagem total de células em câmara de 

Neubauer.

Para a contagem diferencial de células, 30 pl do exsudato foi colocado 

em citocentrífuga por 10 minutos a 2.800rpm. As lâminas retiradas da 

citocentrífuga foram coradas com corante rápido HEMA 3. A leitura foi 

realizada em microscópio óptico, com objetiva de imersão (aumento de 100 

vezes). Foram contadas 100 células em cada orifício (200 células /lâmina). O 

total foi dividido por 2, resultando na percentagem de cada tipo de célula. O 

número total de neutrófílos e eosinófílos foi estimado calculando-se as 

percentagens do número total de células encontradas.

2.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA

De todos os experimentos foram calculadas as médias +_EPM de um 

certo número de eventos (n) em cada grupo. A diferença estatística entre os 

grupos foi determinada através de análise de variância (ANOVA). A 

comparação entre as médias foi feita pelo teste de Tukey. Nos experimentos 

de cinética usamos análise de variância para medidas repetidas a fím de 

avaliar a diferença entre as curvas.



3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

3.1. EXTRAÇÃO DO EXTRATO BRUTO DE VENENO DA PELE DA 

RÃ Leptodactylus labyrinthicus

Da excreção da pele das rãs Leptodactylus labyrinthicus foi obtido, 

por liofílização, um pó branco posteriormente ressuspenso para purificações 

sucessivas em HPLC.

3.2. PURIFICAÇÃO DE EXTRATO BRUTO DO VENENO EM HPLC

COM COLUNA PREPARATIVA

Uma alíquota de 2,5ml do extrato bruto, ressuspenso em água 

bidestilada na proporção de 20mg/ml, foi submetida à HPLC com coluna 

preparativa. O material resultante, dividido em vários picos, foi coletado e 

submetido a posterior liofílização.

Pico 5

Figura 1. Perfil de eluição dos diversos picos obtidos a partir do extrato 

bruto de pele da rã Leptodactylus labyrinthicus em coluna preparativa.



55

3.3.DETERMINAÇÃO  DO GRAU DE PUREZA DA FRAÇÃO 5 EM

HPLC COM COLUNA ANALÍTICA.

A fração 5, correspondente ao pico 5, foi escolhida para 

aprofundamento de estudos fannacológicos após a realização dos primeiros 

ensaios, por apresentar atividade pró-inflamatória com um edema mensurável 

já nos primeiros 30 minutos e que perdurava por 24 horas o que sugere a 

participação de outros mediadores inflamatórios que não aminas vasoativas, 

bem como por apresentar-se mais facilmente purifícável quando da análise do 

cromatograma oriundo da passagem por coluna preparativa. O cromatograma 

da coluna analítica, mostra uma substância completamente pura (= 99% de 

pureza), conforme demonstrado abaixo.

Figura 2. Perfil de eluição da fração 5 obtida a partir do extrato broto de 

pele da rã Leptodactylus labyrinthicus em coluna analítica.
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3.4. DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR

A massa molecular de Fr 5, determinada por espectometria está em 

tomo de 2490 D.

3.5. CINÉTICA DO EDEMA INDUZIDO PELO EXTRATO BRUTO 

DE L. LABYRINTHICUS (EBL) EM PATA DE RATO.

O EBL injetado por via subcutânea intraplantar induziu edçma 

significativo (p<0,05) já nos primeiros 30 minutos após a injeção; com pico 

em 2 horas quando injetado bruto e em 1 hora quando injetado nas diluições 

1:5 e 1:20. Como se pode observar na figura 3.

3.6. CINÉTICA DO EDEMA INDUZIDO POR FRAÇÕES 

EXTRAÍDAS DO EXTRATO BRUTO DE L. LABYRINTHICUS (EBL) 

EM PATA DE RATO.

As frações 1, 5, 6, 7 e 14 (2mg/kg administradas por via subcutânea 

intraplantar induziram edema significativo (p<0,05) já nos primeiros 30 

minutos após a injeção; com pico em 1 hora, sendo apenas a fração 14 

desprovida de qualquer efeito edematogênico. Como é mostrado no gráfico 4.
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3.7. CINÉTICA DO EDEMA INDUZIDO PELA FRAÇÃO 5 

EXTRAÍDA DO EXTRATO BRUTO DE L. LABYRINTHICUS EM 

PATA DE RATO.

A fração 5 (400ju.g, 800pg e 2mg/kg) administrada por via subcutânea 

intraplantar induziu edema significativo (p<0,05) já nos primeiros 30 minutos 

após a injeção; com pico em 1 hora para as diferentes doses. Como se pç>de 

observar no gráfico 5.

A figura 6 mostra em microfotografia o edema significativo induzido 

pela injeção de Fr 5 após 30 minutos de sua injeção, bem como o infiltrado 

celular inflamatório presente já na 2a hora.

3.8. CINÉTICA DA INIBIÇÃO POR MEPIRAMINA, 

METISERGIDA, HOE 140 E CIPRO-HEPTADINA DO IDEMA 

INDUZIDO PELA FRAÇÃO 5 EXTRAÍDA DO EXTRATO BRUTO 

DE L. LABYRINTHICUS EM PATA DE RATO.

A administração de Mepiramina (5 e lOmg/Kg) ou HOE 140 (0,6 e 

lmg/kg) reduziu signifícativamente (p< 0,05) e de forma dose dependente, o 

edema induzido pela fração 5 (800pg/Kg), como é mostrado nos gráficos 7 e 

10. A administração de Cipro-heptadina (6mg/Kg) e Metisergida (0,3 e 

lmg/Kg) foi eficaz em inibir quase que completamente o edema induzido pela 

fração 5 como mostram os gráficos 8 e 9.
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3.9. CINÉTICA DO EDEMA INDUZIDO PELA FRAÇÃO 5 

EXTRAÍDA DO EXTRATO BRUTO DE £. LABYRINTHICUS (EBL) 

EM PATA DE RATO APÓS DEPLEÇÃO DE MASTÓCITOS PELO 

COMPOSTO 48/80.

O pré-tratamento dos animais, por via intraperitoneal, por quatro çlias 

consecutivos duas vezes ao dia com composto 48/80 (0,6mg/Kg nos três 

primeiros dias e 1,2mg/Kg no quarto dia) resultou em uma inibição 

significativa (p<0,05) do edema induzido pela Fr 5 (800pg/Kg) ou do edema 

induzido por Dextran (100pg/0,lml) como é mostrado na figura 11.

3.10. EFEITO DA FRAÇÃO 5 EXTRAÍDA DO EXTRATO BRUTO DE 

L. LABYRINTHICUS, COMPOSTO 48/80 OU SOLUÇÃO SALINA 

0,9% NA DEGRANULAÇÃO DE MASTÓCITO DA CAVIDADE 

PERITONEAL DE RATOS IN VITRO.

A fração 5 (200, 400 e 800p.g/ml) induziu degranulação significativa 

p< 0,05 de mastócitos quando comparada ao grupo que recebeu salina e 

degranulação equivalente ao composto 48/80 especialmente quando a 

incubação do mesentério foi feita com a maior dose (800pg/ml). Conforme se 

pode observar na figura 12.

A figura 13 mostra em microfotografia, o efeito significativo sobre a 

degranulação de mastócitos quando da incubação do mesentério do animal 

com a Fr 5 (800pg/ml) ou composto 48/30.
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3.11. CINÉTICA DA INIBIÇÃO, POR DEXAMETASONA, MK 886, 

MEPACRINA E INDOMETACINA, DO EDEMA INDUZIDO PELA 

FRAÇÃO 5 EXTRAÍDA DO EXTRATO BRUTO DE L. 

LABYRINTHICUS EM PATA DE RATO.

A administração de Dexametasona (lmg/Kg) por via subcutânea ou 

MK 886 (lmg/Kg) por via intraperitoneal inibiu significativamente (p< 0,05) 

edema induzido pela fração 5 (800pg/Kg), como é mostrado nos gráficos 14 e 

15. A administração de Dexametasona (0,5mg/Kg ) ou Mepacrina (20mg/Kg) 

inibiu significativamente p< 0,05 apenas o pico do edema como se ppde 

perceber pelas figuras 14 e 15. A injeção subcutânea de Indometacina 

(2mg/Kg) não inibiu o edema de pata induzido pela Fr 5. Como mostra a 

figura 16.

3.12. EFEITO DA FRAÇÃO 5 EXTRAÍDA DO EXTRATO BRUTO 

DE L. LABYRINTHICUS OU SOLUÇÃO SALINA 0,9% NO 

AUMENTO DE PERMEABILIDADE VASCULAR, 

DEGRANULAÇÃO DE MASTÓCITO E MIGRAÇÃO DE 

NEUTRÓFÍLOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL DE RATOS IN 

VIVO.

A administração, por via intraperitoneal, da fração 5 (800pg/ml), 

induziu significativo ( p< 0,05) extravasamento de azul de Evans para a 

cavidade peritoneal de ratos sacrificados 30 minutos após a administração; do 

mesmo e 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas após o tratamento com Fr 5, com pico em 

uma hora. Como pode ser observado na figura 17. A mesma cinética foi 

observada em relação a degranulação de mastócitos (figura 18). A 
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administração, por via intraperitoneal, da fração 5 (SOOpg/ml), induziu uma 

discreta porém significativa ( p< 0,05) migração de neutrófílos (figura 19).

3.13. EFEITO DA FRAÇÃO 5 EXTRAÍDA DO EXTRATO BRUTO 

DE L. LABYRINTHICUS OU SOLUÇÃO SALINA 0,9% NA 

MIGRAÇÃO DE EOSINÓFILOS PARA A CAVIDADE 

PERITONEAL DE RATOS IN VIVO.

A administração, por via intraperitoneal, da fração 5 (800pg/ml), ou de 

leucotrieno B4 (25ng) induziu uma significativa ( p< 0,05) migração de 

eosinófilos (figura 20).
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Tempo (h)

Figura 3. Cinética do edema induzido pelo extrato bruto de L. 

labyrinthicus (EBL) em pata de rato. EBL(puro, 1:5, 1:20 ) ou salina foram 

administradas por via subcutânea intraplantar. O edema foi medido 1, 2, 3, 4, 

8, 12, 24, 48 e 72 horas após, em pletismômetro. Os pontos representam a 

média ± EPM da variação de volume (A de volume = volume após injeção de 

EBL - volume antes da injeção), n = 6. (♦) p< 0,05 em relação ao grupo que 

recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 4. Cinética do edema induzido por frações extraídas do 

extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em pata de rato. As frações 1, 5, 

6, 7 e 14 (2mg/kg) ou salina foram administradas por via subcutânea 

intraplantar. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas 

após, em pletismômetro. Os pontos representam a média ± EPM da variação 

de volume (A de volume = volume após injeção de EBL - volume antes da 

injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. ANOVA 

(medidas repetidas) e Tukçy.
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Figura 5. Cinética do edema induzido pela fração 5 extraída do 

extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fração 5 

(400gg, 800pg e 2mg) ou salina foram administradas por via subcutânea 

intraplantar. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas 

após, em pletismômetro. Os pontos representam a média ± EPM da variação 

de volume (A de volume = volume após injeção de EBL - volume antes da 

injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. ANOVA 

(medidas repetidas). O segundo gráfico representa uma amplificação do curso 

do edema de F5 té 4 horas.
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Figura 6. Microfotografia da pele e tecido celular subcutâneo da

iV^iao pícoitai t*<i paia iiíijtiia uv i atUd. vuo^rvcrdv vicucuIlCIilv um

acentuado edema na pata dos animais, 30 minutos após a injeção rntraplantar 

da fração 5 (C), quando comparado com a pata de um animal que recebeu
o 1 ii oí zy o «”»1-s •e-yr'» QO/Ú. /A\ A rvAc O /“Si"» 1i z^, za z~lrx ilouiuyau oaiiiia /O ipi rxpvS Z iiviclô vict llijvÇav uv CouiiiuiO

ainda edema e presença de infiltrado celular inflamatório nas 

animais que receberam a fração 5 (D), quando comparados com 

observa-se

patas dos

os animais

que receberam salina 0,9%(B). HE, lOOx.
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Figura 7. Cinética da inibição por Mepiramina (Mep) do edema 

induzido pela fração 5 extraída do extrato bruto de L. labyrinthicus 

(EBL) em pata de rato. A fração 5 (800pg/Kg) foi administrada por via 

subcutânea intraplantar 1 hora após a injeção de Mepiramina (5mg/Kg e 

lOmg/Kg) por via intraperitoneal. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 

12,24 e 48 horas após, em pletismômetro. Os pontos representam a média ± 

EPM da variação de volume (A de volume = volume após injeção de EBL - 

volume antes da injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu 

salina. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 8. Cinética da inibição por Metisergida (Met) do edema 

induzido pela fração 5 extraída do extrato bruto de L. labyrinthicus 

(EBL) em pata de rato. A fração 5 (800pg/Kg) foi administrada por via 

subcutânea intraplantar 1 hora após a injeção de Metisergida (0,3mg/Kg e 

lmg/Kg) por via intraperitoneal. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 

24 horas após, em pletismômetro. Os pontos representam a média ± EPM da 

variação de volume (A de volume = volume após injeção de EBL - volume 

antes da injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. 

ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 9. Cinética da inibição por Cipro-heptadina (Cipro) do 

edema induzido pela fração 5 extraída do extrato bruto de L. 

labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fração 5 (800pg/Kg) foi 

administrada por via subcutânea intraplantar 1 hora após a injeção de Cipro­

heptadina (6mg/Kg ) por via intraperitoneal. O edema foi medido 30min, 1,2, 

3, 4, 8, 12 e 24 horas após, em pletismômetro. Os pontos representaip a 

média ± EPM da variação de volume (A de volume = volume após injeção de 

EBL - volume antes da injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que 

recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
, «WERMAM FEDERAL 00 (UU
| MLIOTECA DE CIÊNCIAS DA SAM
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Figura 10. Cinética da inibição por HOE 140 do edema induzido 

pela fração 5 extraída do extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em 

pata de rato. A fração 5 (800u.g/Kg) foi administrada por via subcutânea 

intraplantar 30 minutos após a injeção de HOE 140 (0.6mg/Kg e lmg/Kg) por 

via endovenosa. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24 e 48 horas 

após, em pletismômetro. Os pontos representam a média ± EPM da variação 

de volume (A de volume = volume após injeção de EBL - volume antes da 

injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. ANOVA 

(medidas repetidas)
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Figura 11. Cinética do edema induzido pela fração 5 extraída do 

extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em pata de rato após depleção de 

mastócitos pelo composto 48/80. A fração 5 (800pg/Kg) ou Dexfran 

(100pg/0,lml) foram administradas por via subcutânea intraplantar no quinto 

dia após tratamento consecutivo dos animais com composto 48/80. O edema 

foi medido 30min, 1, 2, 3 e 4 horas após, em pletismômetro. Os poptos 

representam a média ± EPM da variação de volume (A de volume = volume 

após injeção de EBL - volume antes da injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em 

relação ao grupo correspondente (Fr 5 ou Dextran) e que recebeu salina. 

ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 12. Efeito da fração 5 extraída do extrato bruto de L. 

labyrinthicus (EBL), composto 48/80 ou solução salina 0,9% na 

degranulação de mastócitos do mesentério de ratos in vitro. A fração 5 

(200, 400 e 800pg/ml), composto 48/80 (0,8juig/ml) ou solução salina foram 

adicionados à solução nutritiva de Ringer-Locke contendo pedaços de 

mesentério e incubados por 30 minutos. Os valores representam a média ± 

EPM da percentagem de mastócitos degranulados obtidos por contagem 

microscópica de 100 células, n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que 

recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas)



71

igura 13, Microfofografia de mesentério de ratos tratados com 

solução salina 0,9%, fração 5 extraída do extrato bruto dc L. 

labyrinthicus (EBL) ou composto 48/80. Nota-se claramente uma grande 

quantidade de mastócitos degranutados pela fração 5 (800pg/mI - C eD) 

comparável a observada no mesentério de animais incubado com composto 

48/80 (0,8pg/ml - E e F). Observe a diferença em relação ao controle {A e 

B). Azul de toluidina, 100 e 400 X.
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Figura 14. Cinética da inibição por Dexametasona (Dexa) do 

edema induzido pela fração 5 extraída do extrato bruto de Z. 

labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fração 5 (800pg/Kg) foi 

administrada por via subcutânea intraplantar 1 hora após a injeção de 

Dexametasona (0,5mg/Kg e lmg/Kg) ou salina por via subcutânea. O edema 

foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, e 24 horas após, em pletismômetro. Os 

pontos representam a média ± EPM da variação de volume (A de volume = 

volume após injeção de EBL - volume antes da injeção), n = 6. (*) p< 0,05 

em relação ao grupo que recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas) e 

Tukey.
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Figura 15. Cinética da inibição por MK 886 (MK) e Mepacrina 

(Mepa) do edema induzido pela fração 5 extraída do extrato bruto de L. 

labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fração 5 (SOOiig/Kg) ou salina foi 

administrada por via subcutânea intraplantar 1 hora após a injeção de MK 

886 (lmg/Kg) por via intraperitoneal ou Mepacrina (20mg/Kg) por via 

subcutânea. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12 e 24 horas após, em 

pletismômetro. Os pontos representam a média ± EPM da variação de 

volume (A de volume = volume após injeção de EBL - volume antes da 

injeção), n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. ANOVA 

(medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 16. Cinética da inibição por Indometacina (Indo) do edema 

induzido pela fração 5 extraída do extrato bruto de £. labyrinthicus 

(EBL) em pata de rato. A fração 5 (SOOpg/Kg) ou salina foi administrada 

por via subcutânea intraplantar 1 hora após a injeção de Indometaçina 

(2mg/Kg) por via subcutânea. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12 e 

24 horas após, em pletismômetro. Os pontos representam a média ± EPM da 

variação de volume (A de volume = volume após injeção de EBL - volume 

antes da injeção), n = 6. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 17. Cinética da permeabilidade vascular induzida -pela 

Fração 5 de L. labyrintJücus para cavidade peritoneal de ratos Wistar. Fr 

5 (800jj.g) ou solução salina estéril foram administradas por via 

intraperitoneal (i.p) e 30 minutos antes do sacrifício foi injetado azul de 

Evans (25mg/Kg) por via endovenosa (e.v). O aumento de permeabilidade foi 

avaliado pela quantidade de azul de Evans extravasado para a cavidade 

peritoneal medido em espectofotômetro a 600 nm. Os pontos representam a 

média ± EPM da quantidade de azul de Evans por ml de exsudato. n = 6. (*) 

p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. ANOVA (Tukey).
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Figura 18. Efeito da fração 5 extraída do extrato bruto de L. 

labyrinthicus (EBL) ou solução salina 0,9% na degranulação de 

mastócitos do mesentério de ratos in vivp. A fração 5 (800pg/ml), ou 

solução salina foram administradas, por via intraperitoneal e os animais 

foram sacrificados 30min, 1, 2, 3 e 4 horas após. O azul de Evans (25mg/kg) 

foi injetado por via endovenosa 30 min antes do sacrifício. Os pontos 

representam a média ± EPM da quantidade de azul de Evans por ml de 

exsudato. n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. 

ANO VA (Tukey).
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Figura 19. Efeito da Fração 5 de L. labyrinthicus em induzir 

migração de neutrófílos para a cavidade peritoneal de ratos Wistar. Fr 5 

( 800Ltg) ou salina estéril foram administradas por via intraperitoneal (i.p.). A 

migração de neutrófílos para a cavidade peritoneal foi avaliada 30 min, 1, 2 ,3 

e 4 horas depois. Os pontos representam a média ± EPM do número de 

neutrófílos/ml. n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. 

ANO VA (Tukey).



78

Figura 20. Efeito da Fração 5 de L labyrinthicus em induzir 

migração de eosinófíio para a cavidade peritoneal de ratos Wistar. Fr 5 ( 

800pg), LtB4 (25ng) ou salina estéril foram administradas por via 

intraperitoneal (i.p.) A migração de eosinófíio para a cavidade peritoneal foi 

avaliada 24 horas depois. Os pontos representam a média ± EPM do número 

de eosinófílos/ml. n = 6. (*) p< 0,05 em relação ao grupo que recebeu salina. 

ANOVA (Tukey).
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4.DISCUSSÃO

A inquietação pela pouca compreensão do mecanismo gerador de 

alguns estados patológicos ou mesmo pelo fato de alguns desses males 

apresentarem-se como incuráveis, tem levado vários grupos de pesquisa a 

buscar nos animais e plantas, fontes naturais de novos compostos químicos, 

novas drogas ou novas ferramentas que permitam a solução e/ou melhor 

compreensão de patologias que até então encontram-se sem soluções clínicas 

definitivas. Nesse contexto, os anfíbios surgem como fontes potenciais desses 

novos compostos químicos, e a reação inflamatória, enquanto resposta efetiva 

do hospedeiro à danos teciduais ou infecções, como objeto de investigação.

Considerando, então, que no repertório altamente complexo dos passos 

bioquímicos que constituem a resposta do hospedeiro ao patógeno invasor, o 

papel exato dos diversos mediadores envolvidos ainda não foi completamente 

descrito e sabendo que a pele de anfíbios constitui-se de um verdadeiro 

arsenal químico, resolveu-se traçar uma investigação que iniciou-se com a 

extração da secreção venenosa das glândulas de L. labyrinthicus com o 

auxílio de uma solução de adrenalina (lOOpg/ml), injetada por via subcutânea. 

Após 24 horas o material foi centrifugado e o sobrenadante liofilizado.

Após liofilização ressuspendeu-se o pó obtido em água bidestdada 

acrescida de TFA a 0,05%, centrifugou-se e submeteu-se o sobrenadanjte a 

análise cromatográfíca em HPLC acoplado a coluna preparatjva.

A cromatografía em HPLC utiliza instrumentos muito sofisticados, que 

são automatizados. Ela realiza separações e análises quantitativas de uma 

grande quantidade de compostos presentes em amostras, em escala de tempo 

de poucos minutos, com alta resolução, eficiência e sensibilidade (Guimarães 

& Collins,1990; Lindsay, 1992).
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Dessa análise foram obtidos diversos picos ou frações com os quais 

iniciamos um “screening” de farmacológico. Porém, antes de serem iniciados 

os testes farmacológicos com as frações, foi testada a ação edematogênica do 

extrato bruto do veneno. Verifícou-se que este era capaz de induzir um edema 

significativo, visível já nos primeiros 30 minutos após sua injeção subcutânea 

intraplantar. O mesmo aconteceu quando se testou as diluições do EBL (1:5 e 

1:20).

Notamos claramente um acentuado edema com pico na segunda hora 

quando da injeção do EBL e com pico na primeira hora quando da injeção de 

suas diluições. Tal edema mantém-se elevado até 48 horas com o EBL e até 

24 ou 12 horas quando da injeção das diluições 1:5 e 1:20 respectivamente.

Relatos clássicos da literatura dão conta de que da pele de anfíbios já 

foram isolados, até o momento, mais de 300 compostos bioativos, 

pertencentes a grupos químicos distintos: aminas biogênicas, peptídeos, 

proteínas hemolíticas, alcalóides e esteróides (Sebben et al, 1993). Vialli, 

1933 e Erspamer, 1937 identificaram a “enteramine”, substância idêntica a 5- 

hidroxitriptamina, um neurotransmissor presente em mamíferos. Erspamer et 

al., 1962b relataram também a presença de bradicinina na pele de várias 

espécies de phylomedusa e ranas sul americanas. Assim, baseados nesses 

relatos e sabendo que um edema tão precoce podería ser proveniente da ação 

de substâncias desse tipo, resolvemos investigar a ação edematogênica dos 

extratos provenientes do fracionamento do EBL.

Foram testadas cinco das oito frações purificadas e confirmou-se ação 

edematogênica em quatro delas, sendo apenas a fração 14 isenta de qualquer 

efeito. Percebemos também que o pico de ação coincidia para todas as 

frações em 1 hora e que o edema decaia rapidamente, ou seja, nas primeiras 

24 horas para as frações 6 é 7, mas mantinha-se alto para fração 5 até 48 

horas e até 72 horas para fração 1. O fato do edema persistir quando da 
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injeção da fração 1 pode ser explicado pela presença de sal nesta fração, uma 

vez que é a primeira a sair durante o processo de cromatografía.

De posse dos dados acima, optou-se então pela escolha de apenas uma 

das frações para aprofundamento dos estudos farmacológicos. Desta forma, 

analisou-se cuidadosamente o cromatograma e decidiu-se a favor da fração 5 

por esta apresentar-se em posição privilegiada quando comparada às outras, 

ou seja, por apresentar-se isolada, dificilmente sofreria alguma contaminação 

pelas circunvizinhas durante o processo de purificação. Desta forma, teria-se 

certeza de estarmos trabalhando com apenas uma substância.

Testou-se então três doses distintas da fração 5 e verificou-se 

coincidência dos picos de ação na primeira hora, bem como um edema 

duradouro, persistente até a 48a hora para as doses mais elevadas.

Sabe-se, pela literatura, que o edema que aparece precocemente deve- 

se a contração da célula endotelial com alargamento das junções 

intercelulares (Brett citado por Robbins, 1994, p. 56). Este é o mecanismo 

pelo qual histamina, bradicinina e leucotrienos agem. O aumento da 

permeabilidade vascular ocorre rapidamente após a exposição ao mediador. 

O edema em pata de rato gerado por bradicinina, por histamina ou serotonina 

é precoce, iniciando-se nos primeiros 15 minutos para histamina e bradicinina 

e mantendo-se acentuado ainda na Ia hora, no entanto, o edema por ação da 

histamina decai mais rapidamente do que o da bradicinina. Já o edema 

ocasionado pela injeção de serotonina mantém o pico de ação na Ia hora e 

ainda é acentuado na 4a hora após a injeção ( Rocha e Silva, 1970 e Mailing 

etal, 1974).

Como a fração 5 extraída da pele de L. labyrinthicus mostrou-se capaz 

de induzir um edema precoce, com pico na primeira hora resolveu-se, no 

presente trabalho, investigar o efeito de uma série de potenciais bloqueadqres 

da atividade de substâncias de ação precoce.
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Os resultados aqui apresentados mostraram que mepiramina, um anti- 

histamínico derivado da etilenodiamina e seletivo por receptores do tipo Hi 

da histamina (Korolkovas et al, 1988), inibiu signifícativamente e de forma 

dose dependente, embora não tenha inibido completamente o edema de pata 

induzido pela fração 5. O mesmo ocorrendo com a metisergida (lmg/Kg), um 

alcalóide semi-sintético derivado do esporão do centeio e antagonista da 

serotonina (Korolkovas et al, 1988). Observou-se que a metisergida foi mais 

potente em inibir o edema de pata induzido pela Fr 5 que a mepiramina, 

sugerindo uma participação maior da serotonina em relação à histamina no 

edema de pata de rato induzido por essa fração. Corroborando com esta idéia, 

Maling et al, 1974 demonstrou que o edema de pata em ratos, induzido por 

composto 48/80, conhecido por liberar histamina de mastócitos (Paton, 1951, 

1957; Feldberg e Talesnik, 1953; Riley e West, 1956), pode cursar com a 

liberação de mediadores vasoativos e que dentre estes mediadores destaca-se 

a serotonina, posto ser tal edema bloqueado em mais de 70% quando da 

injeção de metisergida, um bloqueador específico de sua ação. Quando 

utilizou-se a cipro-heptadina (6mg/Kg), um anti-hitamínico H] (Maling et al, 

1974) que tem estrutura analóga aos fenotiazínicos, possuindo também 

atividade anti-serotoninérgica (Maling et al, 1974), observou-se uma inibição 

quase total do edema de pata induzo pela F5. Estes dados sugerem uma 

participação importante da histamina e da serotonina na fase precoce deste 

edema. Como estes dois mediadores estão presentes em grânulos de 

mastócitos presentes na pele de ratos é razoável supor que a Fr 5 possa está 

agindo ao nível dessas células induzindo extrusão dos seus grânulos.

Quando utilizamos o HOE 140, um bloqueador para receptores do tipo 

B2 da bradicinina, verificou-se que no pico do edema ambas as doses 

utilizadas (0,6 e lmg/Kg) foram capazes de inibi-lo signifícativamente e de 

forma dose dependente, porém não de forma completa. Sugerindo que a 
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fração 5 utilizada neste traballlio, também atua em receptores B2 de 

bradicinina. Dados recentes de literatura demonstram que o aumento de 

permeabilidade vascular induzido pela injeção de bradicinina em pele de 

ratos, se deve principalmente a liberação de mediadores vasoativos como 

histamina de mastócitos (Morishita et al, 1996). Portanto, pode-se supor que 

a fração em estudo, possua alguma semelhança estrutural com BK, a ponto de 

atuar diretamente em seus receptores do tipo B2, podendo também estar 

agindo degranulando mastócitos, como citado na literatura. Cumpre-se 

ressaltar também, que a cipro-heptadina além de possuir efeito 

antihistamínico e antiserotoninérgico, é. também bloqueador de receptores B2 

da bradicinina (Maling et al, 1974), o que podería explicar o potente efeito 

inibitório desta substância no edema da fração testada.

Apesar da possibilidade da existência de uma semelhança estrutural 

entre a substância aqui estudada e a bradicinina, podemos afirmar que a Fr 5 

não é a própria bradicinina, tendo em vista, que já dispomos de seu peso 

molecular que é em tomo de 2490 D e o da bradicinina é 1060,2 D. Portanto 

não se tratam de uma mesma substância.

Dessa forma, não seria de todo estranho, imaginar que na pele de um 

anfíbio pudesse ser encontrado um agente degranulador de mastócitos, visto 

existirem na literatura relatos de que substância com ação semelhante já foi 

isolada, por exemplo, do veneno da apis mellifera (Stansfeld et al, 1987).

Tal relato vem, então corroborar os dados por nós apresentados. Assim 

sendo, resolveu-se investigar a possibilidade da participação de mastócitos no 

edema de pata induzido pela Fr 5.

Utilizou-se o tratamento repetido com composto 48/80 para depleção 

experimental de mastócitos descrito por Di Rosa et al , 1971. Os nossos 

dados demonstram uma inibição significativa da ação de Fr 5 em animais 

pré-tratados com composto 48/80, quando comparados aos animais que 
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receberam salina. Este resultado, é semelhante ao que ocorreu com a 

dextrana, agente que conhecidamente induz um edema precoce, que decorre 

da degranulação de mastócitos (Wedmore & Williams, 1981) e cujo edema 

foi também inibido pelo pré-tratamento com o 48/80. Para confirmação deste 

dado foi também feita degranulação de mastócitos do mesentério de ratos zfi 

vitro e os resultado mostram que a fração 5 é capaz de degranular estas 

células sendo o seu efeito semelhante ao composto 48/80 quando da 

utilização da maior dose (800pg/Kg).

Como pode-se observar, apesar do edema induzido pela Fr 5 ter o pico 

na primeira hora, ele manteve-se significativo até a oitava hora após sua 

administração. Para justificar o curso deste edema portanto, é possível que 

dois mecanismos estejam presumivelmente envolvidos. Primeiro, a Fr 5 

atuaria, a exemplo de outras substâncias (Santos et al, 1997 e 1998), 

degranulando mastócitos o que explicaria a fase precoce do edema. Segundo, 

esta substância podería agir estimulando a síntese de novo de outros 

mediadores que poderíam ser responsáveis pela sustentação da reação 

edematogênica. Estas proposições ganham respaldo na literatura onde 

encontramos a afirmação de que os mastócitos quando ativados, não liberam 

unicamente mediadores pré-formados como histamina e serotonina, mas 

sintetizam ou estimulam a síntese de vários outros mediadores incluindo 

metabólitos derivados do ácido araquidônico como prostaglandinas e 

leucotrienos e de outros mediadores não provenientes deste ácido como PAF, 

adenosina e inclusive de citocinas (Befus et al, 1988).

Desta forma resolveu-se utilizar outros bloqueadores assim dispostos: 

1) um bloqueador de ciclooxigenase; 2) um bloqueador de lipoxigenase; 3) 

um bloqueador de fosfolipase A2 e citocinas; 4) um bloqueador específico de 

fosfolipase A2. Os dados revelam que a indometacina (2mg/Kg), um derivado 

do ácido indolacético e bloqueador de ciclooxigenases (Korolkovas et al, 
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1988), não bloqueou o edema induzido pela Fr 5, sugerindo que a síntese de 

prostraglandina não se constitui um evento importante no edema induzido por 

Fr 5. Entretanto, quando injetou-se dexametasona, um çorticosteróide que 

atua inibindo a ação de fosfolipase A2, mas que também atua inibindo a 

síntese e atividade de algumas citocinas (Korolkovas et al, 1988; Beutler et 

al, 1986; Bochner et al, 1987), verificou-se inibição significativa do edema 

induzido por Fr 5 apenas no pico, quando da injeção de 0,5mg/Kg e uma 

inibição significativa porém, não completa, até a 8a hora após a injeção da 

dose de lmg/Kg.

Existem relatos prévios da ineficiência da cortisona e fenilbutazona em 

modificar o edema induzido por dextran, no qual histamina e serotonina 

apresentam papel predominante (Stucki e Thompson, 1958). Entretanto, o 

fato de no presente trabalho a dexametasona ter inibido o edema pode estar 

relacionado ao seu efeito em inibir síntese de leucotrienos em virtude de sua 

ação inibitória sobre fosfolipase A2, ou seu efeito inibitório sobre síntese e 

atividade de citocinas. Utilizou-se portanto, a mepacrina, um bloqueador 

específico de fosfolipase A2 e demonstrou-se que o mesmo inibiu o edema 

nas suas fases iniciais, sendo esta inibição significativa apenas no pico. 

Provavelmente a utilização de uma dose maior, levaria a um efeito mais 

pronunciado e duradouro. Já quando da utilização de MK 886, um 

bloqueador de lipoxigenase, observou-se inibição significativa em todos os 

pontos da curva até a 4a hora após a injeção da Fr 5. Tal fato pode ser 

explicado com base em trabalhos anteriores que dizem que a injeção 

subcutânea de LTC4, LTD4 e LTE4 em pele humana causa tuna reaçqo 

semelhante a da histamina porém, cerca de 100 vezes mais potente e com 

duração bem mais prolongada (Austen, 1982; Lewis, 1981, Stolc, 1982). 

Segundo esses autores, que citam trabalhos realizados em cobaias e hamster, 

a ação desses leucotrienos culmina com vasodilatação arteriolar e aumento de 
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permeabilidade venular. Assim é presumível que também esses leucotnenos 

possam estar envolvidos no edema de pata induzido pela Fr 5.

As evidências indicam então, que a Fr 5 atua induzindo degranulação 

de mastócitos e que o edema precoce induzido por essa fração é dependente, 

pelo menos parcialmente, de fatores liberados nessa degranulação como 

histamina e serotonina, e da síntese de novo de leucotrienos. Como o edema 

se manteve significativo até a oitava hora, resolveu-se investigar a 

participação de neutrófilos na sua fase tardia. Assim sendo, realizou-se pina 

cinética de permeabilidade vascular medida pela concentração de azul de 

Evans no exsudato peritoneal de animais tratados com a fração, ao mesmo 

tempo em que se analisava a degranulação de mastócitos e a migração de 

neutrófilos. Observou-se que o pico de permeabilidade vascular ocorria na 

primeira hora, o que coincide com os resultados obtidos no edema de pata. 

Este pico também coincidiu com o tempo em que se observou a maior 

degranulação de mastócitos, confirmando dados anteriores que demonstraram 

a participação importante de mediadores oriundos desta célula no aumento de 

permeabilidade vascular induzido pela Fr 5.

Da mesma forma que no edema de pata, o aumento de permeabilidade 

vascular induzida por Fr 5 e medido pela concentração de azul de Evans, 

permanecia elevada nas primeiras 4 horas. A manutenção deste aumento de 

permeabilidade vascular podería ser explicado pela participação de citocinas 

quimiotáxicas para neutrófilos como TNF-a IL1 e IL6. Corroborando com 

esta hipótese, Galli e colaboradores, 1993 demonstraram que a estimulação 

de mastócitos de ratos in vitro por FcsRI ou por outros mecanismos induzem 

a secreção de substâncias pró-inflamatórias e também o surgimento de 

citocinas como: interleucina 1, 3, 4 e 6 e fator de necrose tumoral- a (TNF- 

a). Em conjunto estas citocinas não regulam unicamente a produção de IgE e 

outras respostas imunes, mas também induzem migração de leucócitos.
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A hipótese da participação de neutrófios neste edema foi confirmada 

pela demonstração no presente trabalho, de uma migração discreta porém 

significativa, de neutrófilos para cavidade peritoneal de ratos tratados com a 

Fr 5, o que podería explicar a fase mais tardia do edema induzido por esta 

fração.

Tem sido demonstrado na literatura que nas doenças alérgicas e 

parasitárias a ativação de mastócitos precede a liberação por estas células de 

IL4 que induz uma migração seletiva de eosinófilos através da indução da 

expressão de VCAM na superfície da célula endotelial (Abbas et al, 1997). 

Estes informações nos fizeram supor que a fração testada neste trabalho e 

que vinha demonstrando um potente ação sobre mastócitos, podería também 

atuar induzindo migração de eosinófilos. Os dados obtidos neste trabalho 

confirmam esta hipótese e demonstram que a Fr 5 foi capaz de induzir 

migração de eosinófilos a exemplo do já conhecido efeito do leucotrieno B4, 

utilizado como controle positivo.

Em conjunto os dados obtidos aqui, sugerem que a fração 5 obtida da 

pele de Leptodactilus labyrinticus se constitue em um potente ativador da 

atividade e degranulação de mastócitos.

O principal objetivo da terapêutica das desordens atópicas, como a 

rinite alérgica é bloquear a produção ou a liberação de mediadores oriundos 

de mastócitos ou antagonizar a ação do mediador na célula alvo. No entanto, 

os mediadores de mastócitos envolvidos nas diversas desordens alérgicas, 

inclusive no choque anafilático não são completamente conhecidos. A 

descoberta de substâncias como a Fr 5 do L. labyrinthicus, animal típico da 

nossa região, capaz de atuar em uma etapa específica do processo alérgico e 

o uso apropriado de modelos animais experimentais, podem se constituir em 

ferramentas de valor inestimável para a compreensão da fisiopatologia dos 

processos alérgicos e para uma melhor abordagem terapêutica.
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5 CONCLUSÕES:

• A fração 5 isolada da pele de Leptodactillus labirynthincus é uma 

substância de peso molecular em tomo de 2490 D, capaz de induzir um 

acentuado aumento de permeabilidade vascular;

• A fase precoce do edema induzido por Fr 5 é mediado por histamina, 

serotonina e leucotrienos, mas também decorre de sua ação em 

receptores B2 de bradicinina;

• A Fr 5 induz um edema sustentado que possivelmente é mediado por 

uma discreta migração de neutrófilos;

• A Fr 5 também induz migração de eosinófilos para o tecido;

• Esta substância é um potente indutor da degranulação de mastócitos.

• Podemos sugerir que esta substância poderá ser utilizada como 

ferramenta para estudo da físiopatologia de processos alérgicos.
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