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RESUMO

A pele de anfibios é capaz de sintetizar varios compostos
biologicamente ativos 0s quais por se assemelharem a mediadores de
mamiferos podem ser usados como ferramentas farmacoldgicas para o estudo
de funcdes fisioldgicas nesta classe. O objetivo desse estudo foi caraterjzar
farmacologicamente substancias extraidas da pele de Leptodactylus
labyrinthicus utilizando-se modelos classicos de inflamacao.

O extrato de pele foi purificado em HPLC e liofilizado. Para o estudo
farmacologico foram utilizados os seguintes modelos: edema de pata medido
em pletismégrafo, peritonite e permeabilidade vascular medida pelo
extravasamento de azul de Evans em ratos Wistar (Ratus novergicus').

Os resultados demonstraram que 0 extrato bruto do veneno, assim
como todas as suas fracOes, a excecdo da fracdo 14, induziram edema
(p<0,05), 30 minutos apods injecdo subcutanea intraplantar e com pico na
primeira hora. Prosseguiu-se o estudo com uma das fragoes (Fr 5), cujo peso
molecular aqui determinado foi 2490 D. Antagonistas de histamina e
bradicinina bloquearam parciahnente porém significativamente (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 trés substancias, o inibiu
guase 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 varios pontos da
curva. No entanto, o antagonista de ciclooxigenases, nao foi capaz de inibi-lo.

Ademais, a fracdo 5 foi capaz de degranular mastocitos

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



migracdo de eosindfilos (p<0,05) e uma discreta, mas também significativa
migracdo de neutrdfilos, alem de induzir aumento de permeabilidade vascular
para a cavidade peritoneal, cujo pico coincidiu com o pico da degranulagdo
de mastdcito.

Estes dados sugerem que o aumento de permeabilidade vascular, a
migracdo de eosinofilos e neutrofilos induzidos por Fr 5 sdo mediados por
substancias oriundas da ativacao e/ou degranulacdo de mastocitos.

A descoberta de substancias como Fr 5, cuja acdo parece ocorrer em
uma etapa especifica do processo alérgico e 0 uso de modelos animais
experimentais, podem se constituir em ferramentas de valor inestimavel para

a compreensdo da fisiopatologia 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 eficient 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 significantly (p <0,05) induces ipast
cell degranulation in in vitro and in vivo models. Fr 5 induced significant
eosinophil migration (p <0,05) and a discreet, but also sigiificant neutrophil
migration, besides significant 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
specific 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. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES SOBRE OS ANFIBIOS

1.1.1. INTER-RELACOES ENTRE ANFIBIOS E SOCIEDADE
HUMANA.

Os primeiros registros acerca dos efeitos de substancias extraida”™ de
plantas ou animais, embora conhecidos desde a preé-historia, datam do
aparecimento da escrita cuneifonne entre Assirios e Babil6nios, sendo que a
mais antiga alusdo a utilizacdo de anfibios é dita anterior, em cerca de quatro
séculos, a tal fato tendo sido documentada pelos préprios Assirios e
Babil6nios, bem como pela liturgia sagrada dos jesuitas e medicina folcldrica
Chinesa (Lee & Chen, 1951; Wallnofer & Von Rottauscher, 1965).

Papiros Assirios descrevem como remédio para conjuntivite uma
mistura de bile de rd com leite azedo. Os Chineses e mais tarde 0s Romanos
administravam pele de anfibio e secrecdo de glandulas parotidas para regular
funcdes internas do corpo e fertilidade ou como uma panacéia para mordida
de cachorro e para curar uma grande variedade de doencas pela ingestdo ou
aplicacéo topica (Lee & Chen, 1951; Wallnofer & Von Rottauscher, 1965).

Na ldade Média, marcada pelo obscurantismo nas artes e ciéncia, a
secrecdo da pele de anfibios era empregada na elaboracdo de venenos que
compunham pog¢Oes capazes de determinar a morte rapida ou lenta. Tais
animais também estiveram presentes na historia da humanidade de outras
formas: como oferendas aos deuses em cultos religiosos, na literatura, nas
artes (pinturas e esculturas), nos esportes (como atrativos para cagas) e por
fim como fonte direta de alimentacdo através da utilizacdo de algumas

espécies de ras (Lazarus & Attila, 1993).
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A presenca de peptideos com acdo antimicrobiana e antiviral na
secrecdo de glandulas parotidas de rds (Stone et al., 1992) tomam viaveis
muitas das crencas postas ao longo da histéria. No Oeste e no Sudeste da
Asia, utiliza-se ha séculos os venenos de sapos no tratamento de sinusites,
resfriados, inflamagdes locais e dores de dente, sendo este o primeiro e mais

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

1.1.2. EVOLUCAO

O nome Amphibio deriva do grego (Amphi, duas + bios, vida),
acuradamente define animais ditos de vida dupla, ou seja, aqueles que vivem
parcialmente na agua doce e na terra (Duellman,1992). Muito provavelmente
se originaram de peixes aparentados aos dipndicos atuais e representam na
escala evolutiva o grupo de transicdo entre peixes e répteis (Marcondes &
Lammoglia, 1981).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 4.550 espécies de anfibios
agrupados em trés ordens: Gymnophiona (anfibios desprovidos de membros,
vulgarmente conhecidos por cobra-cega); Caudata ou Urodela (salamandras e
tritdes); e Anura (sapos e pererecas) (Marcondes & Lammoglia, 1981).

Primeiros vertebrados a iniciar a conquista terrestre, passaram por
muitas mudancas evoluciondrias quando emergiram provenientes dos mares
Devonianos no final da era Paleozdica ha 300-350 milhGes de anos atras.
Porém, as caracteristicas que permitiram a sobrevivéncia desses animais em
ambiente seco ndo sdo adaptacOes perfeitas; por esse motivo, s&o
considerados um grupo de transicdo entre a vida aquatica e a vida na terra.
Sdo os primeiros vertebrados tetrapodos, aquisicdo fundamental para a
locomocdo na terra e no estagio larval respiram por branquias; os adultos tém

respiracdo pulmonar e cutanea (Modificado de Lazarus & Attila, 1993).
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Os pulmdes, nesse grupo de vertebrados, sdo considerados estruturas
pouco eficientes, visto possuirem uma superficie interna limitada com
alvéolos simples. Desta forma, a pele dos anfibios, permeavel, imida, sem
escamas e bem irrigada por vasos sanguineos assume importancia especial
nas trocas gasosas. Por outro lado a presenca de uma pele tdo permeavel traz
problemas que dificultam a sobrevivéncia no ambiente terrestre: a perda de
grande quantidade de &gua por transpiracdo pode ocasionar desidratacdo. Tal
fato, poderia explicar a estreita dependéncia dos anfibios em relacdo a agua e
sua preferéncia por lugares Umidos. Além disso, um outro motivo 0s
escraviza a agua, é o tipo de reproducdo. Os ovos, sem casca, apenas com um
envoltério gelatinoso, s6 se mantém viaveis em meio aquatico (Storer et al,
1985).

O esqueleto dos anfibios apresenta tuna cintura escapular, dianteira e
uma cintura pélvica, posterior nas quais se inserem as extremidades
locomotoras. O cranio tem duas saliéncias, ou condilos, que se articulam com
a primeira vértebra; assim, esses animais conseguem movimentar a cabeca
para cima e para baixo, mas ndo para os lados.

Apresentam a boca sem dentes, todavia possuem lingua bem
desenvolvida. O sistema digestivo consta de um grande estémago, figado com
vesicula biliar, pancreas e intestino, com o tubo digestivo terminando numa
regido chamada cloaca, onde também desembocam os canais geniturinarios.

O coracdo é tricavitario, compondo-se de dois atrios e um ventriculp,
no qual se misturam 0s sangues venoso e arterial. As hemacias sdo nucleadas.

Os olhos sdo desenvolvidos e adaptados a visdo de objetos em
movimento. Possuem ouvidos médio e interno com timpanos ao nivel da pele,
logo atras dos olhos. As fossas nasais dispdem de epitélio olfativo (Storer et

al, 1985; Lazarus & Attila, 1993).
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ASPECTOS  MORFOLOGICOS DA RA Leptodactylus labyrinthicus

1.2.1. ASPECTO EXTERNO

A pele é mole, lisa e Umida com uma tonalidade escura indo do
castanho ao negro e produzida pela melanina, usualmente encontrada nos
melandéforos. A cabeca apresenta uma ampla boca, pequenas narinas
valvulares, grandes olhos esféricos e atrds de cada olho um timpano achatado
ou membrana timpanica. Cada olho possui uma palpebra superior camosa e
opaca e uma inferior menor. Intemamente a elas, existe uma terceira palpebra
transparente que se assemelha funcionalmente @& membrana nictante dos
vertebrados superiores. Ela move-se para cima sobre o globo ocular para
conserva-lo umido no ar e para protegé-lo dentro da agua (Stebbins & Cohen,
1995).

Na extremidade posterior, situa-se 0 anus ou abertura cloacal, no meio
do corpo existe uma corcunda sacral onde a cintura pélvica se articula com o
sacro. A pata anterior curta compde-se de braco, ante-braco, pulso e mao;
esta tem quatro dedos e um polegar vestigial. A pata posterior é formada por
coxa, perna, tornozelo (regido 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 comificados que protegem 0s pés
contra a abrasdo e que fornecem tracdo em superficies imidas e escorregadias

(Stebbins & Cohen, 1995).

1.2.2.GLANDULAS DE VENENO

A pele dos anfibios é rica em glandulas que elaboram secrecdes cgjo
significado biologico tem sido destacado em alguns trabalhos. Deve-se

ressaltar que, de modo geral, elas intervém na respiracdo, na reproducdo e na



22

protecéo desses vertebrados contra predadores, dessecacdo e proliferacdo de
microorganismos na superficie do corpo (Toledo & Jared, 1989).

As glandulas multicelulares cutaneas dos anfibios adultos séo
fundamentalmente de dois tipos: as mucosas e as granulosas. As glandulas
mucosas, em geral, ocorrem em maior nimero e S80 menores que as
granulosas. O muco por elas produzidos intervém, em diversas atividades
funcionais, por exemplo: respiracdo cuténea, termorregulacdo, defesa e
reproducéo (Toledo, 1986).

As glandulas granulosas ou de veneno elaboram uma secrecdo téxica
para muitas espécies de vertebrados sendo, por isso importantes para defesa
passiva dos anfibios. Ressalta-se que na espécie Leptodactylus labyrinthicus,
de habitat em regibes semi-aridas ou secas ha secrecdo, através de suas
glandulas, de substancias serosas que sdo usadas para reter agua em sua pele
(Toledo & Jared, 1989)

A origem e fungdo dos venenos e substancias toxicas encontrados na
pele de anfibios é apenas parciahnente conhecida. Porém, estudos tém
demonstrado que a secrecdo venenosa elaborada pelas glandulas granulosas é
bastante diversificada quanto a composi¢cdo quimica, funcionando desta
forma, como um verdadeiro arsenal de produtos quimicos naturais com
variadas atividades bioldgicas (Mills & Prum, 1984).

Segundo Lazarus e Attila, (1993) as glandulas granulosas de anfibips
sintetizam histamina e estocam produtos para a secre¢do, nos quais incluem-
se cinco grupos de espécies quimicas: 1) Peptideos, sendo um grupo com
atividade antimicrobiana e outro com principios ativos diversos; 2) Proteinas,
substancias proteinaceas e enzimas; 3) EsterOides cardiotdnicos e ndo
cardiotdnicos; 4) Alcaloides e 5) Aminas biogénipas.

Os tipos de substancias biologicamente ativas encontradas na pele de

anfibios parecem ter significAncia filogenética. Desta maneira, alquilaminas
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inGlicas sdo tipicamente encontradas em grande numero de sapos da familia
Bufonidae e particularmente nos do género Bufo; aminas fendlicas em rés do
género Leptodactylus; peptideos vasoativos em muitas variedades de ras e
nas glandulas parat6ides de sapos do género Bufo; alcalbides lipofilicos e
também o alcaldide hidrossoltvel tetrodotoxina sdo encontrados na familia
das salamandras; muitas aminas, incluindo algumas bem conhecidas como a
serotonina, tiramina e derivados sdo encontrados em varios sapos e ras, bem
como muitos peptideos vasoativos, como a bradicinina, sauvagenina,
ceruleina, bombesina, dennofinas, etc (Daly, 1995).

Em termos de atividade farmacoldgica os peptideos isolados da pele de
rds podem ser classificados em varios grupos e, de modo geral, possuem
semelhancas com peptideos de diversos orgdos de mamiferos, que funcionam,
nestes vertebrados, como horménios gastrointestinais, autacoides,
neurotransmissores e fatores de liberacdo (Mignogna et al, 1997).

Peptideos com atividade farmacoldgica equivalente podem ser
encontrados em diferentes espécies de anfibios, porém suas seqiiéncias de
aminoacidos raramente sdo idénticas. Peptideos analogos da pele de ras sdo
freqientemente encontrados no sistema nervoso central e celulas
neuroendocrinas e nervos do trato gastrointestinal e respiratorio de
mamiferos. Como exemplo, citam-se analogos da bombesina,
colescistoquinina e ceruleina, além da bradicinina (BK), um nonapeptideo,
encontrado em grandes quantidades na pele de Rana temporaria. (Bevins &
Zasloff, 1990)

Estudos realizados por Conlon e Aronsson, (1997) confirmam que a
BK presente na pele de R. temporaria é idéntica a BK encontrada em
mamiferos, inclusive quanto aos efeitos fisioldgicos, sendo que sua funcéo
nos anfibios seria a de protecdo contra os predadores, j& que a BK foi

encontrada no Iimen do estdmago destes e esta agiria como estimulante da
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motilidade géstrica, que ativaria o reflexo do vémito do predador facilitando
desta forma a ejecéo da presa.

As aminas biogénicas encontradas na pele de algumas espécies de ras
sdo divididas em trés 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 familia Leptodactylidae foram
identificados aminas biogénicas como a 5-HT, a histamina e a leptodactilina.
Algumas destas aminas tém acdes farmacoldgicas bem conhecidas. A
leptodactilina por exemplo é bloqueadora da transmissdo sinaptica
neuromuscular, provocando efeitos semelhantes aos do curare. (Toledo &
Jared, 1989).

A histamina tem uma acdo acentuadamente relaxante sobre o0s
musculos dos vasos sanglineos mais delgados, reduzindo a pressdo sangijnea
sisttmica. Entretanto em alguns animais como coelhos e roedores, age cgmo
constritora de vasos sanguineos maiores. Essa amina biogénica intensifica a
contracdo dos musculos atrial e ventricular por intensificar o fluxo dos ions
calcio. Além disso, liga-se a receptores que participam da ativacdo de céltpas
parietais do estbmago. Também esta envolvida em reacdes de
hipersensibilidade e, ainda, com impulsos sensoriais cutdneos que provocam

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

DESTRIBUICAO

Os anfibios conseguem sobreviver em todas as regides do mundp,

exceto na Antartida e Groenlandia. Vivem principalmente na agua ou em
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lugares Umidos, nunca no mar. Sdo comuns em regides temperadas Umidas e
mais abundantes em florestas tropicais, embora algumas espécies de ras
atinjam o circulo polar artico (Storer et al, 1985).

A familia Leptodactylidae é encontrada no ocidente da india e do sul
dos Estados Unidos até o sul da América do Sul. O género Leptodactylus, por
sua vez, € encontrado em toda a América do Sul e do México até o Texas.
No Brasil, a espécie Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824), esta
distribuida no cerrado, na caatinga do Nordeste, no Norte (Roraima) e em

algumas regides do Sudeste.

CLASSIFICACAO

A ra da espécie L. labyrinthicus (figura 1) tem como “habitat” tipico o
estado do Rio de Janeiro, onde foi originalmente classificada como:

reino - Animalia

filo - Chordata

subfilo - Vertebrata

classe - Amphibia

subclasse - Salentia

ordem - Anuran

familia - Leptodactylidadae (Berg, 1896)

subfamilia - Leptodactylinae (Berg, 1896)

género - Leptodactylus (Fitzinger, 1896)

grupo - Pentadactylus

especie - Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) (Giulio & Eugénio,
1980)
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Ra da espécie Leptodactylus labyrinthicus

1.5. ASPECTOS GERAIS DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Os primeiros relatos sobre inflamacdo datam de 3.000 a.C., porém fpi
Comelius Celsus que, no inicio da era Cristd, descreveu 0s quatro sinais
cardeais da resposta inflamatoria: rubor, tumor, calor e dor. Mais tarde, a
perda de funcdo foi acrescentada por Virchow, como o quinto sinal da
inflamacéo (citado por Rocha e Silva, 1978).

A inflamacdo é uma complexa reacdo de defesa do organismo, mais
especificamente dos tecidos vascularizados, em resposta a uma lesdo, trauma
ou infeccdo (Robbins et al, 1994). Estimulos fisicos, quimicos ou biolégicps
sdo suficientes para ativar, na area lesada, tuna série de fendmenos, que
microscopicamente envolvem: a) vasodilatacdo com aumento do fluxo

sanguineo e conseqlente aparecimento de sinais como calor e rubor; b)



27

aumento de permeabilidade venular e exsudacdo de proteinas plasmaticas e
plasma, o que resulta em edema; c) migracdo de leucécitos (Sedgwick &
Willoughby, 1985).

A reacdo inflamatoria pode ter duas fases, a primeira denominada
aguda e a segunda, denominada cronica. A fase aguda é caracterizada pela
curta duragdo, exsudacdo de fluido e proteinas plasmaticas e migracdo de
leucocitos, predominantemente neutrofilos. Em geral, como resultado da
reacdo inflamatoria ocorre a prevencdo da progressdo da lesdo (resolucéo),
sendo o processo de reparo iniciado ja nas primeiras fases da inflamacéo,
atingindo seu climax apos ter sido neutralizado o estimulo agressor. Apesar
de ser um mecanismo de defesa, desvios na intensidade desta reacdo podem
causar sérios danos ao organismo. Em casos de uma resposta diminuida o
risco de infeccdes recorrentes e severas aumenta, como por exemplo na
doenca granulomatosa cronica. A situacdo oposta tambem é indesejavel, ou
seja, quando ocorre uma resposta exarcebada, podem haver lesbes tissulpres
com comprometimento funcional importante como na artrite reumatdide,
rejeicdo de enxertos, etc. (Robbins et al.,, 1994). O desenvolvimento de
estratégias terapéuticas alternativas necessita, pois, da compreensdo plena

dos fenémenos inflamatdrios agudos ou crénicos.

1.6. PERMEABILIDADE VASCULAR E EDEMA

O aumento de permeabilidade vascular leva ao escape de fluido rico
em proteina (exsudato) para o intersticio, o que resulta em diminuicdo da
pressdo oncotica do plasma e aumento da pressdo oncotica do fluido

intersticial. Este fato, juntamente com o aumento da pressdo hidrostatica
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causada pela vasodilatacdo, produz saida de fluido do meio intravascular e
sua acumulagéo no tecido, o que resulta em
edema (Robbins et al., 1994).

S8o conhecidos cinco mecanismos para, 0 aumento de permeabilidade
do endotélio (Majno, 1992): 1. Contracdo da célula endotelial, alargando as
jungoes intercelulares - E o mecanismo pelo qual histamina, bradicinina e
leucotrienos agem. O aumento de permeabilidade ocorre rapidamente apds a
exposicdo ao mediador e é de curta duracdo (15 a 30 minutos). Este
mecanismo afeta somente vénulas, provavelmente pela maior densidade de
receptores para os mediadores no endotélio venular (Majno & Palade, 1961);
2. Reorganizacdo do citoesqueleto com retracdo endotelial - pode ser
induzida in vitro por IL-1, TNF e IFNy. E um efeito retardado (4 a 6 horas) e
de longa duracdo (24 horas ou mais). Se esse mecanismo contribui para o
aumento de permeabilidade in vivo ainda € incerto (Brett citado por Robbins,
1994, p. 56); 3. Necrose da célula endotelial em queimaduras e infeccdes
bacterianas liticas; 4. Aumento de permeabilidade vascular mediada por
leucécitos - as substancias leucotaticas C5a, LtB4 e fMLP nédo foram efetjvas
em produzir aumento de permeabilidade vascular em animais injetados com
mostarda nitrogenada, usada para depletar leucécitos polimorfonucleares
(PMNs). Esses resultados sugerem que, ao contrario da histamina e
bradicinina, que aumentam a permeabilidade vascular, agindo diretamente
sobre as células endoteliais, as substancias Cba, LtB4 e fMLP agem somente
na presenca de leucocitos PMNs. O modo pelo qual os leucécitos PMN
aumentam a permeabilidade vascular, permanece incerto. Porém, existem
hipéteses de que durante sua passagem pela parede do vaso eles secretem
enzimas, que quebram as junc@es entre as células endoteliais ou que atuam
sobre a membrana basal. Os leucocitos polimorfonucleares podem, ainda,

secretar substancias que afetam as células endoteliais, causando contracao.
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Apesar dos leucécitos PMNs estarem presentes em grande quantidade no
tecido depois de varias horas do inicio da resposta inflamatoria, evidéncias
sugerem que essas células interagem com o endotélio vascular para regular a
permeabilidade, poucos minutos apds o estimulo inflamatério (Wedmore &
Williams, 1981); 5. Permeabilidade aumentada de capilares em regeneracao
(angiogénese), até a formacdo das juncdes intracelulares definitivas (Robbins
et al., 1994).

A bradicinina, um nonapeptideo, causa vasodilatacdo e aumento de
permeabilidade vascular. Porém, o mecanismo para tal efeito ainda nao foi
completamente esclarecido. Embora, trabalhos recentes demonstrem que em
pele de ratos essa acdo deva-se ao fato de que bradicinina pode agir
degranulando mastocitos e promovendo a liberacdo de histamina. Entretanto,
sua acdo vasodilatadora pode tambem ser devido ao fato de que, ao agir
sobre células endoteliais, ela estimula a FLA2 gerando Pgl2 e também provoca
a liberacdo de Oxido nitrico 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 vénulas e envolve a separagdo das
juncdes entre as células endoteliais. Isto, junto com um aumento do gradiente

de pressdo hidrostatica, provoca edema (Goodman & Gilman, 1997).

1.7. A BIOLOGIA DOS MASTOCITQS

Todos 0s mastdcitos sdo derivados de progenitores presentes nha
medula dssea e expressam na sua superficie o receptor FcsRI que é
responsavel pela grande afinidade da porcdo Fc do anticorpo IgE. S&o

considerados células enigmaticas do organismo, por serem responsaveis pela
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secrecdo de um grande numero de mediadores pro-inflamatorios que
contribuem para a manutencdo de estados inflamatdrios crénicos como:
Glcera intestinal induzida por estresse, artrite reumatodide,cistite intersticial,
escleroderma e doenca de Crohn. S& proeminentes também no
desenvolvimento da anafilaxia, e a despeito dos efeitos negativos de suas
secre¢des, mastocitos ou células mastocitos simile tém sido descritos em
muitas ordens de anlnais de modo que essa persisténcia filogenética através
da evolucdo sugere que eles desempenhem também papel benéfico em algum
tipo de doenca (Abraham et al., 1997).

Na espécie humana os mastécitos sdo seletivamente encontrados em
namero relativamente grande, adjacente aos vasos sanglineos ou vasos
linfaticos, sendo também predominantes na superficie epitelial da pele e
mucosas geniturinaria, gastrointestinal e do trato respiratorio. Estima-se que
as concentracdes dessas células sejam 500 a 4000 por mm3 no pulmao; 7000
a 12000 por mm3 na pele e 20000 por mm! no trato gastrointestinal (Gaui,

1993).

1.7.1. ATIVACAO DE MASTOCITOS E LIBERACAO DI
MEDIADORES.

Os mastocitos sdo altamente especializados na sintese e secrecdo de
um grande numero de substancias farmacologicamente ativas, sendo essas
substancias 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 sintese de
novo, que ocorre quando do estimulo de células, tais como leucotrienos,
prostaglandinas e tromboxanos. Dependendo da natureza do agonista oS
produtos da ativacdo de mastocitos podem ser liberados por diferentes

mecanismos de exocitose (Abraham et al., 1997).
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Estudos ultraestruturais dos mecanismos de exocitose de mastdcitos
realizados por Dvorak (1997) tém revelado dois mecanismos bésicos: um
referido como de liberacéo lenta dos mediadores e outro como de liberacéo
rapida, também chamado de degranulagdo anafilatica. A primeira consiste em
um esvaziamento lento dos granulos na auséncia de fusdo intergranular; ja a
segunda é descrita como explosiva, consistindo de eventos de secrecdo
rapida que se completam minutos ap0s a estimulacdo e que parecem ser
iniciados pela fusdo coordenada e concomitante secrecdo dos mediadores dos
granulos através de degranulacdo intracitoplasmatica (Dvorak, 1997).

Os passos bioquimicos que envolvem a degranulacdo anafilatica sdo
parcialmente conhecidos, mas supde-se que a ligacdo cruzada das IgEs
ligadas, pelo antigeno, ative uma proteina (G) de ligacdo do trifosfato de
guanosina (GTP), que por sua vez provoca a ativagdo de uma fosfolipasp C
especifica para o bifosfato de fosfatidil-inositol (PIP2). Esta enzima catalisa a
liberacdo do trifosfato de inositol (ZP3) e do DAG do PIP2 de membrana. IP3
provoca a liberacdo do célcio intracelular do reticulo endoplasmético. O
célcio 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. Célcio e DAG combinam-se com fosfolipideos de
membrana, para a ativacdo da proteina cinase C (PKC). Estes eventos
intracelulares sdo similares aos que ocorrem nos linfécitos T e B, em resposta
a ligacdo cruzada de seus receptores antigénicos. Nos mastécitos, o resultado
da ativacdo é a geracdo de mediadores lipidicos, como as prostaglandinas D?
(PGD?2) ou leucotrieno C4 e a exocitose de granulos secretérios ( Abbas et al,
1997).

Os mastdcitos sdo heterogéneos, ou seja, nem todos liberam o0s
mesmos mediadores, ou as mesmas combinacOes de mediadores. Os seus

granulos contém mediadores vasoativos ndo-lipidicos de baixo pteso
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molecular, sendo o mediador protétipo desta classe a histamina, mas em
certos roedores a serotonina pode ter importancia igual ou superior
especialmente na mucosa do pulméo e serosa de roedores (Galli, 1993).

A histamina, uma amina béasica encontrada em muitos tecidos do corpo
e em grandes concentracdes nos pulmdes, na pele e trato gastrintesrinal, é
liberada pelos mastocitos por um processo secretor durante reacdes
inflamatdrias ou alérgicas. Os estimulos para esta secrecdo incluem a
interacdo dos componentes do complemento C3a e Cb5a com receptores
especificos na superficie celular ou a interacdo de antigenos com anticorpos
IgE fixos aos mastocitos. O processo secretor € desencadeado por uma
elevacdo do calcio intracelular. Isso se segue a uma ligacdo cruzada dos
receptores (IgE), feita pelo antigeno, que ocasiona um aumento na
permeabilidade ao calcio e a liberacdo de calcio pelas reservas intracelulares
(Rang et al., 1997)

O aumento de permeabilidade vascular induzido pela histamina é
atribuido a sua acdo sobre receptores Hj localizados nas celulas endoteliais,
especialmente nas vénulas pos-capilares (Atkinson et al., 1992). Estudos em
tecidos intactos e em células endoteliais em cultura, demonstram que a
ligacdo da histamina ao receptor resulta na mudanga de forma (contragdo) da
célula endotelial e formacdo de espacos de Ipm de diametro entre células
adjacentes. Esses espacos levam ao extravasamento de macromoléculas. A
estimulacédo de receptores H] em células umbilicais humanas em cultura, esta
associada com a hidrolise 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
polimerizagdo da actina, bloquear a resposta da histamina em aumentar a
permeabilidade, sugere que a contragdo da célula endotelial é essencial para

obtencdo desse efeito (Gallin et al, 1992). Nas células endoteliais vasculares,
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a ligacdo da histamina conduz a retracdo e a um vazamento paracelular do
plasma para os tecidos. A histamina tambem faz com que as células
endoteliais sintetizem miorrelaxantes da musculatura lisa- vascular, como a
prostaciclina e o 6xido nitrico, 0 que provoca vasodilatacdo. Estas acdes da
histamina produzem a resposta de eritema-edema da hipersensibilidade
imediata (Lukacs et al, 1996).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) € um segundo mediador vasoafivo
pre-formado e apresenta acdes semelhantes as da histamina. Encontra-se
presente nas plaquetas e células enterocromafinicas e nos mastocitos de
roedores ,embora ndo nos de seres humanos (Goodman & Gilman, 1996).

Os granulos dos mastocitos contém também diversas enzimas, como as
serino-proteases e a aril sulfatase, bem como proteoglicanos como heparina
encontrada no pulméo e serosas das cavidades do corpo e o sulfato de
condroitina encontradas na mucosa do trato gastrointestinal (Abbas et ql.,
1997).

Ha ainda trés classes de mediadores lipidicos sintetizados por essas
células ativadas. Em geral, estas reacdes sdo todas iniciadas pelas agbes da
fosfolipase A2, que libera substratos dos fosfolipideos precursores
armazenados em membranas nos corpos lipidicos. O primeiro mediador
lipidico descrito foi a prostaglandina D2 (PGD?2) que liga-se a receptores nas
células da musculatura lisa, atuando como vasodilatador e broncoconstritor.
Uma segunda classe de mediadores, derivados do acido araquidbnicp e
provenientes da degranulacdo de mastocitos, sdo os leucotrienos, sendo 0s
principais o LTC4, LTD4, LTE4 e em menores proporgdes o LTB4. O terceiro
mediador lipidico produzido por basofilos, e provavelmente por mastécitos, €
0 fator de ativacdo de plaquetas (PAF), que pode ter uma importancia

particular nas reacdes de fase tardia, onde atuaria ativando leucocitos. Porem,



34

em tal situacdo a principal fonte de PAF seria a superficie de células

endoteliais estimuladas pela histamina e ndo os mastécitos (Galli, 1993).

1.7.2. MASTOCITOS COMO FONTE DE CITOCINAS

A descoberta de que mastdcitos sdo uma potencial fonte de citocinas
tem, nos altimos anos, sugerido a existéncia de novos caminhos que levam a
crer na ativacdo de mastocito como passo importante no desenvolvimento da
fase tardia do processo inflamatorio, bem como na manutencdo de estados
inflamatorios persistentes.

Galli e colaboradores (1993) demonstraram que a estimulagdo de
mastdcitos de ratos in vitro por FcsRI ou por outros mecanismos induzem o
crescimento dos niveis de RNA mensageiro (RNAm), a secrecdo de
substancias pro-inflamatérias e também o surgimento de citocinas
mitogénicas como interleucina 1, 3, 4 e 6; fator estimulador de colOnias de
granuldcitos e macrofagos; interferon gama; membros da familia de integrjnas
(proteinas pro-inflamatorias de macrofagos la e ip, antigeno ativador de
células T e JE); e fator de necrose tumoral- a (TNF-a). Em conjunto estas
citocinas ndo regulam unicamente a producdo de IgE e outras respostas
imunes, mas também afetam a resposta inflamatéria, hemostasia,
hematopoese, angiogénese, remodelacéo tecidual e desenvolvimento de tupior
ou resisténcia ao tratamento do mesmo (Galli, 1993).

Estudos desse mesmo autor, tém demonstrado que mastocitos
convenientemente estimulados liberam TNF-a pré-formado e sintetizam novo
TNF-a proporcionando uma rapida exposicdo dos tecidos proximos, a

quantidades significantes desse mediador (Galli et al., 1991)
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1.7.3.IMPORTANCIA DOS MASTOCITOS NA REACAO
INFLAMATORIA.

Os mastdcitos eram vistos, até pouco tempo, unicamente como as
células que desencadeavam as reacdes de alergias agudas ou eram capazes de
gerar alguns metabdlitos do é&cido araquidbnico. Todavia, hoje tém se
revelado como células capazes de orquestrar um grande numero de reacoes
inflamatdrias liderando, em alguns casos, a infiltracdo de leucdcitos, sendo
este efeito desencadeado em periodo de algumas horas e citocina dependente
(Galli, 1993).

Segundo a literatura, em certos eventos inflamatérios IgE dependentes
0s masticitos podem simplesmente iniciar a resposta inflamatoria, mas em
outros casos podem influenciar o processo de outra forma, ou seja, iniciar ou
propagar mecanismos independentes da sua ativagdo direta. Por exemplo,
muitas evidéncias sugerem que mastocitos participariam da estimulacdo de
células T, que por sua vez , contribuiriam de forma importante, para o
desenvolvimento da asma alérgica cronica (Schwartz et al., 1984)

A consideracdo de que citocinas liberadas por mastocitos podem ser
responsaveis por consequéncias clinicas importantes em determinados
estados patolégicos também é fato marcante. Além disto mastécitos tém sido
implicados em varias doencas que sdo acompanhadas por neovascularizagédo
e 0 exato mecanismo que envolve mastécitos e angiogénese ainda néo é claro,
mas ha indicio de que o fator de crescimento endotelial/ fator de
permeabilidade vascular (VEGF/VPF) de linhagem de mastécitos da pele
humana HMC-1 possam estar implicados nesse fato (Grutzkau et al., 1998).

Mastocitos sdo, enfim, considerados como células amplificadores da
reacdo inflamatoria por liberarem ou estimularem a producdo de muitos

mediadores que por sua vez podem atuar aumentando a permeabilidade
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vascular ou mais tardiamente contribuindo para a migracdo e infiltracao
neutrofilica (Galli, 1993).

A identificacdo do papel especifico desta célula no processo
inflamatorio, pode ser bastante complexa. O desenvolvimento de drogas ou
mesmo o descobrimento de ferramentas fannacoldgicas que permitissem
estudos in vivo mais precisos sobre o real papel dessas células no organismo,
poderia contribuir significativamente para a solucdo definitiva ou melhor
manipulacdo terapéutica de condicdes patolégicas comuns como asma
alérgica aguda e cronica ou condi¢des mais especificas como angiogénese e
crescimento tumoral.

E de conhecimento comum que durante a reacdo inflamatéria uma
variedade de substancias sdo formadas e liberadas concomitante ou
sequenciahnente no local da agressdo. Esses mediadores inflamatdrios estédo
envolvidos na sintese e/ou manutencdo dos eventos caracteristicos do
processo inflamatorio. Muitos desses mediadores sdo de natureza protéjca.
Entre esses citam-se a histamina, serotonina e bradicinina (BK), taquicininas
(substancia P, neurocininas A e B) e citocinas (TNF- a, IL-1, IL-6, IL-8,
etc.), componentes do sistema de coagulacdo/fibrindlise e do complemento
(C3a e Cba) além das prostaglandinas da série E (PGE) e prostaciclina (PGI)
que sdo importantes mediadores da inflamacdo, sendo a terapéutica
antiinflamatéria atual baseada fundamentalmente na inibicdo da geracao
destes metabdlitos do acido araquidénico.

Assim, mesmo sendo, a reacdo inflamatoria considerada um fendmeno
estereotipado, hoje em dia sdo inUmeras as evidéncias mostrando que existem
complicacdes, que justificam, o estabelecimento de terapéuticas especificas.
Desta forma, acreditamos que a utilizacdo de modelos animais que permitam
ampliar os conhecimentos sobre a fisiopatologia da inflamagdo, nos quais

possamos utilizar ferramentas de baixo custo e oriundas do nosso préprio
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meio, é fundamental. Portanto, a utilizacdo de agentes injuriantes, como
toxinas protéicas, peptideos ou outras substancias quimicas, extraidas por
exemplo, da pele da L. labyrinthicus, animal tipico da nossa regido, podem
potencialmente ativar etapas especificas e se constituir em ferramentas de
valor inestimavel.

Sabemos que muito ainda ha a esclarecer sobre a secre¢do cutanea dos
anfibios e em particular desse animal. Estudos tém demonstrado que hd uma
grande diversidade de compostos ja conhecidos quimica e
farmacologicamente. Todavia, sdo ainda muitas as correlagdes a serem feitas
entre estes compostos e as funcdes fisiologicas em mamiferos. Cumpre,
entdo, ressaltar que a descoberta de novos componentes quimicos na pele
desses animais ou mesmo o aprofundamento dos estudos sobre os ja
existentes, possibilitara a obtencdo de ferramentas de importantes aplicacdes

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

GERAIS

e Isolar e avaliar os efeitos pro-inflamatorios de substancias extraidas

da pele da Leptodactylus labyrinthicus.

Estudar o efeito pro-inflamatério destes fatores em modelos classicos

de inflamagéo experimental.

ESPECIFICOS

e [Estudar o efeito dos fetores isolados sobre eventos mflamatorios

como edema e permeabilidade vascular;

e Investigar o efeito de um fator isolado sobre a atividade pro-

inflamatdria com relacdo a migracdo de neutrofilos, e eosinéfilos;

e Investigar o mecanismo envolvido na possivel atividade pro-

inflamatoria, utilizando um fator isolado.



2- MATERIAIS E METODOS



40

2- MATERIAIS E METODOS

2.1-ANIMAIS

Foram utilizadas rds Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824)
capturadas na cidade de S&o Gongalo do Amarante, no estado do Ceard e
transportadas em caixas perfuradas para o laboratério 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 instituicdo
supracitada. Todos os animais foram mantidos em condigGes ambientais
semelhantes antes do uso, recebendo ragdo padrdo (Purina Chow) e agua ad

libitum.

2.2.  APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

- HPLC - Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia; modelo SCL-10A,
SPD-10AV, LC-10AS, Shimadzu - Japéo.

- Chromatopac C-RGA, Shimadzu - Japéao

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

- Chromatopac C - R6A, Shimadzu - Japédo

- Registrador EGB - SP, Brasil

- Centrifuga Excelsa Baby I; modelo 206 (FANEM)

- Centrifuga 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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- Liofilizador Metal lux

- Balancas analiticas (Metler e Marte)

- Capela de Fluxo Laminar (VECO)

- Espectrofotometro (Spectronic Instruments ou Spectronic 20 Genesys
™ USA).

- Pletismégrafo (UGO BASILE)

- Microscopio 6ptico binocular (NIKON)

- Medidor de pH

- Autoclave (SOC. FABRE)

- Camaras de Neubauer (0,100/0,0025mm?2)

- Agulhas fenestradas

- Laminas 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 centrifuga (GIBCO) de 12 ml e lijml

- Tubos de ensaio

- Micropipetas (LABSYSTEMS ou GILSON)

- Material cirargico (pincas e tesouras)

- Placas de Petri

- Baldo volumeétrico

- Becker

- Erlenmayer



331 UCOES, DROGAS E CORANTES UTILIZADOS

- Salina tamponada com fosfato (PBS):

Cloreto de SOdio P Ao 8,09
Cloreto de potassio P.A........ccccoeveiieceee e 0,29
Fosfato de sédio dibasico P.A.........cccooveveieeeeiin, 1,15¢
Fosfato de s6dio monobéasico P.A............ccceevuenee, 0,29
Agua destilada...........c.cooovvveveeiireeeeeeeeee s 1,0 litro

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

- Solucéo de Albumina 3% (REAGEN):
Albumina bovina........ccoooeeeeeeeeeee 3,09

Agua destilada...........cccooveveveeeiereieeeeeee s 100,0 ml

- Solucédo de Ringer - Locke

Cloreto de SOdIio P.A ..o, 9,09

Cloreto de POtassio P.A.........ccccieiiiececc e 0.42¢g
Cloreto de CAICIO P.A.......coooe i, 0.23¢g
Carbonato de SOdio P.A........ccocoeveiiee e 0.15¢g
GlICOSE. ...t 0.99¢g



- Solucdo para Pletismdgrafo

Cloreto de SOdio P.A.....c..ooovvvvciiieeeen, 45,0 mg
Yol [FTor-Tol o1 To | 7 Lo I (R TSR 0.3 ml
Agua destilada............ccocvvveeeriiiieieeeeeeeeee s 100,0 ml

- Solucéo de Acetonitrila

Acetonitrila (CARLO HERBA)........cccccveviviveceee 1,0 litro
Acido Trifluoracético P.A (MERCK)..........cccc.cc....... 0,2 ml

- Soluco de Acido Trifluoracético

Acido Trifluoracético P.A (MERCK)........ccccccvevurvnnne 0,5 ml
Agua bidestilada...........cccccovveevieeieeieeeeee e, 1,0 litro

- Solucéo de Azida

- Solucéo de Adrenalina

-Azul de Toluidina

AzZUl de TOolUIAING.......ccooiiiieeeeee e 100,0 mg
AICOOI EHTHCO PLA .o e e e 70,0 ml
Agua deStilada...........c.coeviviveeeeeeeeeee s 30,0 ml

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

AZUI DB BEVANS.....ooeieiiiiiieeeee et . 100,0 mg
Salina 0.9%0........cvvvviiiieeeeeee e e 2,0 ml
AQUa ASEIlAdA. .........c.cvveeeeieeeeeee e 2.0 ml

- Liquido de Turk

Acido acético glacial P.A........cc.cccoooeueieeeeeeeeeeeeeeee e, 20, 0 ml
Violeta de genciana...............ccoeeuee.. | T 2,0 ml
Agua destilada............cc.cvvevieeieeieeeceeee e 1,0 litfo

As diluicdes foram feitas em solucdo salina 0,9% esteril.

- Dextrana (Dextran 70, PHARMACIA, UPPSALA);

- Leucotrieno B4 (SIGMA): solucdo de estoque de 3 x 104 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 rapido HEMA 3
- Hematoxilina (REAGEN)
- Eosina (MERCK)
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2.4.PROTOCOLO EXPERIMENTAL - PARTE 1

2.4.1. EXTRACAO DO VENENO

A Leptodactylus labyrinthicus foi banhada com agua destilada e em
seguida foi injetada no seu dorso, por via subcutanea, ! ml de adrenalina
100p,g/ml em é&cido cloridrico O,0IN, ficando entdo em repouso por 20
minutos. Apoés esse periodo as ras sdo massageadas para aumentar o estresse
e facilitar a liberagdo do veneno pelas glandulas granulosas como mostra a
figura abaixo. Solucdo de azida foi adicionada a esta secre¢do e colocada sob
refrigeracdo a 4°C por um periodo de 24 horas, apdés o qual o material foi
centrifugado a 10.000rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada, sendo o

sobrenadante liofilizado e o precipitado descartado.

Liberacdo de secrecdo venenosa pelas glandulas granulosas da pele d¢ L.

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

O extrato bruto de veneno, apés liofilizacao, foi ressuspenso com agua
bidestilada acrescida de TFA a 0,05% e centrifugado a 10.000rpm por 15
minutos em centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi entdo fracionado em
HPLC acoplado a coluna preparativa C-18 (Shim pack prep. ODS 2,5\x30
cm), eluido com um fluxo de 5 ml/min e um gradiente de acetonitrila variando
de 5 a 80% em 103 minutos, seguindo-se um programa especifico.

O HPLC utilizado era dotado de um detector de absorcéo de luz ultravipleta
(com comprimento de onda de 214 nm e sensibilidade de 500 Hz), acoplado a
um registrador. As fracOes ou picos eram coletados, no instante em que
apareciam no registrador, liofilizados, pesados e armazenados ou ressuspen-

sos em agua bidestilada para testes farmacologicos.

TEMPO FUNCAO GRADIENTE
0 0,01 T.Flow 1,00
! 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 B.Conc 5,00
214 mn T.Flow = Tempo de Fluxo

=500 Hz B.Conc = Concentragado de Acetonitrila
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2.4.3. DETERMINACAO DO GRAU DE PUREZA DA “FRACAO 5”
EM HPLC COM COLUNA ANALITICA.

Uma aliquota da Fr 5 foi injetada no HPLC em uma coluna fina
analitica especifica, obedecendo-se as seguintes condicdes:
e Injecdo: 20pl da solucédo de 10 mg/ml
e Coluna utilizada: coluna fina analitica
* Eluente: acetonitrila
* Gradiente: 20%
e Tempo de retengdo: 40min
e Fluxo: Iml/min
e Detector: absorcdo de luz ultravioleta com comprimento de onda de 214

nm.

Programa: descreve-se abaixo

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

1 0,01 B.Conc 0,00

2 40,00 B.Conc 2C,00

3 43,00 B.Conc 0,00

4 53,00 B.Conc 0,00

2.4.4. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

A massa da substancia natural foi determinada em colaboragdo com a
Universidade Nacional de Brasilia por espectometria de massa usando um
Perkin Elmer-Sciex APl 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. AVALIACAO DA ATIVIDADE PRO-INFLAMATORIA

Os estudos da atividade pro-inflamatéria iniciaram-se na forma de
“screening”, para o qual sendo tomados inicialmente o extrato bruto do
veneno (EBL) e cinco fracBes isoladas e denominadas: Fr 1, Fr 5, Fr 6, Fr 7 e
Fr 14. Como a “fracdo 5” apresentou atividade edematogénica significativa
visivel e mensuravel nos primeiros 30 minutos e na cromatografia em coluna
preparativa apresentava-se mais isolada e com menor probabilidade de
contaminacdo, foi escolhida para aprofundamento dos estudos

farmacoldgicos.

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 nivel da borda postero-proxi-
mal da proeminéncia do calcanhar e medido seus volumes em pletismografo
(método adaptado de Winter et al., 1962). A seguir os animais foram tratados
com 0,Iml/pata do extrato bruto de veneno (1:20, 1:5 ou puro) ou das fra-
coes purificadas (Fr) puras ou diluidas, através de uma injecdo subcuténea na
regido plantar. O volume da pata foi medido em pletismografo (UGO BA-
SILI, ITALY) antes e 30 min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s injecao
da Fr. O volume do edema foi dado pela diferenga entre o volume final e o
volume inicial (antes da injecdo do estimulo) das patas medidas. Em seguida
os animais foram sacrificados e a pele e subcutaneo da regido plantar dos
animais tratados com a Fr 5 foi retirada, fixada em formol a 10% e processa-

das pelo método de coloracdo pela hematoxilina e eosina.



49

2.5.3-INIBICAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA Fr5 POR
MEPIRAMINA, CIPROHEPTADINA, DEXAMETASONA, MKa886,
MEPACRINA, INDOMETACINA OU HOE140

Os animais foram pesados e divididos em grupos de 6 animais cada.
Tendo suas patas direitas traseiras marcadas a nivel da borda postero-proxi-
mal da proeminéncia do calcanhar e medido seus volumes em pletismografo
(método adaptado de Winter et al.,, 1962). Em seguida receberam injecéo
prévia, 1 hora antes de mepiramina na dose de 5 ou 10mg/kg por via intrape-
ritonial; ciproheptadina na dose de 6mg/kg por via intraperitonial; dexapre-
tasona na dose de 0,5 ou Img/kg por via subcutanea; MK 886 na dose de
Img/kg por via intraperitonial; mepacrina na dose de 20mg/kg por via subcu-
tdnea; indometacina na dose de 2mg/kg por via subcutanea; Hoe na dose de
0,6 ou Img /kg por via endovenosa; ou solugcdo salina 0,9%-0,ImVanipial
pela via correspondente.

Apbs | hora todos os animais receberam uma injecdo subcutanea na
regido plantar das patas direitas traseiras, de 0,1ml de Fr 5, na dose de
800mg/ml. O volume da pata foi medido em pletismografo (UGO BASILI,
ITALY) antes e 0,5, 1, 2, 3, 4, 8, 12 e 24 horas ap6és injecdo da Fr 5. O vo-
lume do edema foi dado pela diferencga entre o volume final e o volume inicial

das patas medidas antes da injecéo da fragéo.

25.4- AVALIACAO DO EFEITO DA DEPLECAO CIE
MASTOCITOS 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. Apds 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,Iml de Fr 5 ou 100mg/0,Iml de dextrana. O volume da pata foi
medido em pletismografo (UGO BASILI, ITALY) antes e.0,5, 1, 2, 3, 4 ho-
ras apos injecdo da Fr 5 ou dextrana. O volume do edema foi dado pela dife-
renca entre o volume final e o volume inicial das patas medidas antes da inje-

cdo da fracdo.

2. 5.5-DEGRANULACAO DE MASTOCITOS IN VITRO.

Ratas Wistar foram sacrificadas e cortes do mesentério foram retirados
e colocados em solucdo de Ringer-Locke. As pecas de mesentério foram in-
cubadas por 30 minutos em 20ml de solugdo de Ringer-Locke, contendo as
fracOes de veneno a serem testadas (200, 400 e 800 pg/ml). Como controle
positivo de degranulacéo foi utilizado o composto 48/80, na dose de 0,8
pag/ml. Apds o periodo de incubacao as pecas permaneceram em placa de Pe-
tri a temperatura ambiente. Apds 30 minutos o tecido foi retirado das placas
e colocado sobre lamina, ap6s secagem, corado com azul de toluidina por 2
min, lavado com agua destilada e colocado para secar. ApOs a secagem a
gordura foi retirada do tecido com auxilio de uma lamina de bisturi. Foram
contadas 100 células em diferentes campos com auxilio de microscopio
optico (aumento de 400 vezes). O percentual de degranulacédo foi considerado

tomando-se por base o grupo controle que recebeu apenas salina 0,9%.
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2.5.6-AVALIACAO DO AUMENTO DE PERMEABILIDADE
VASCULAR ASSOCIADO A DEGRANULACAO DE MASTOCITOS
IN VIVO E MIGRACAO DE NEUTROFILOS EM CAVIDADE
PERITONEAL DE RATOS.

Os animais foram previamente tratados com Iml da fragdo 5 ou salina
por via intraperitoneal. Em seguida, foram sacrificados por deslocamento
cervical 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas apés o tratamento. Estes animais receberam
azul de Evans, por via endovenosa, 30 minutos antes do sacrificio.

Em seguida a cavidade peritoneal foi lavada com IOml de solucdo de
PBS, contendo 5 ui/ml de heparina. O exsudato colhido foi utilizado para
medida da quantidade de azul de Evans em espectofotbmetro a  600mp e
para avaliagdo da migracdo de neutrofilos conforme o item 5.3.7- A
quantidade de azul de Evans presente foi calculada com base na equacgdo da
reta, construida com dilui¢cbes 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 agua destilada e colocado para secar. Apds a
secagem a gordura foi retirada do tecido com auxilio de uma lamina de
bisturi. Foram contadas 100 células em diferentes campos com auxilio, de
microscopio éptico (aumento de 400 vezes). O percentual de degranulacéo foi
considerado tomando-se por base o grupo controle que recebeu apenas salina

0,9%.

2.5.7-AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS E
EOSINOFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL

Os animais foram previamente tratados com Iml do estimulo
inflamatorio (Fr 5) ou salina por via intraperitoneal. Foram sacrificados por

deslocamento cervical 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas ap6s o tratamento quando se
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desejou avaliar migracdo de neutréfilos e 24 horas apés o tratamento, quando
se desejou avaliar migracao de eosindfilos.

Em seguida a cavidade peritoneal foi lavada com 10ml de solugéo PBS,
contendo 5 ui/ml de heparina. O abddmen 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 pl foram diluidos em 380 pl de liquido de
Turk (diluicdo 1:20) e usados para contagem total de células em camara de
Neubauer.

Para a contagem diferencial de células, 30 pl do exsudato foi colocado
em citocentrifuga por 10 minutos a 2.800rpm. As laminas retiradas da
citocentrifuga foram coradas com corante rapido HEMA 3. A leitura foi
realizada em microscopio 6ptico, com objetiva de imersdo (aumento de 100
vezes). Foram contadas 100 células em cada orificio (200 células /lamina). O
total foi dividido por 2, resultando na percentagem de cada tipo de célula. O
numero total de neutrofilos e eosindfilos foi estimado calculando-se as

percentagens do ndimero total de células encontradas.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

De todos os experimentos foram calculadas as médias + EPM de um
certo nimero de eventos (n) em cada grupo. A diferenca estatistica entre 0s
grupos foi determinada através de andlise de variancia (ANOVA). A
comparacdo entre as médias foi feita pelo teste de Tukey. Nos experimentos
de cinética usamos andlise de variancia para medidas repetidas a fim de

avaliar a diferenca entre as curvas.
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3. RESULTADOS

3.1. EXTRACAO DO EXTRATO BRUTO DE VENENO DA PELE DA
RA Leptodactylus labyrinthicus

Da excrecdo da pele das ras Leptodactylus labyrinthicus foi obtido,
por liofilizacdo, um p6 branco posteriormente ressuspenso para purificacoes

sucessivas em HPLC.

3.2. PURIFICACAO DE EXTRATO BRUTO DO VENENO EM HPLC
COM COLUNA PREPARATIVA

Uma aliguota de 2,5ml do extrato bruto, ressuspenso em &agua
bidestilada na proporcdo de 20mg/ml, foi submetida a HPLC com coluna
preparativa. O material resultante, dividido em varios picos, foi coletado e
submetido a posterior liofilizag&o.

Pico 5

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

bruto de pele da rad Leptodactylus labyrinthicus em coluna preparativa.
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BETERMINACAO DO GRAU DE PUREZA DA FRACAO 5 EM
HPLC COM COLUNA ANALITICA.

A fracdo 5, correspondente ao pico 5, foi escolhida para
aprofundamento de estudos fannacoldgicos apos a realizacdo dos primeiros
ensaios, por apresentar atividade pré-inflamatéria com um edema mensuravel
ja nos primeiros 30 minutos e que perdurava por 24 horas 0 que sugere a
participacdo de outros mediadores inflamatérios que ndo aminas vasoativas,
bem como por apresentar-se mais facilmente purificavel quando da anélise do
cromatograma oriundo da passagem por coluna preparativa. O cromatograma
da coluna analitica, mostra uma substancia completamente pura (= 99% de

pureza), conforme demonstrado abaixo.

Figura 2. Perfil de eluicdo da fracdo 5 obtida a partir do extrato broto de

pele da ra Leptodactylus labyrinthicus em coluna analitica.
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3.4. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

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

tomo de 2490 D.

3.5. CINETICA DO EDEMA INDUZIDO PELO EXTRATO BRUTO
DE L. LABYRINTHICUS (EBL) EM PATA DE RATO.

O EBL injetado por via subcutanea intraplantar induziu ed¢ma
significativo (p<0,05) ja nos primeiros 30 minutos apos a injecdo; com pico
em 2 horas quando injetado bruto e em | hora quando injetado nas diluigbes

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

3.6. CINETICA DO EDEMA INDUZIDO POR FRACOES
EXTRAIDAS DO EXTRATO BRUTO DE L. LABYRINTHICUS (EBL)
EM PATA DE RATO.

As fragbes 1, 5, 6, 7 e 14 (2mg/kg administradas por via subcutanea
intraplantar induziram edema significativo (p<0,05) ja nos primeiros 30
minutos apos a injecdo; com pico em 1 hora, sendo apenas a fracdo 14

desprovida de qualquer efeito edematogénico. Como é mostrado no grafico 4.
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3.7. CINETICA DO EDEMA INDUZIDO PELA FRACAO 5
EXTRAIDA DO EXTRATO BRUTO DE L. LABYRINTHICUS EM
PATA DE RATO.

A fracdo 5 (400ju.g, 800pg e 2mg/kg) administrada por via subcutanea
intraplantar induziu edema significativo (p<0,05) ja nos primeiros 30 minutos
apoés a injecdo; com pico em | hora para as diferentes doses. Como se p¢>de
observar no grafico 5.

A figura 6 mostra em microfotografia o edema significativo induzido
pela injecdo de Fr 5 apds 30 minutos de sua injecdo, bem como o infiltrado

celular inflamatério presente ja na 2a hora.

38. CINETICA DA INIBICAO POR MEPIRAMINA,
METISERGIDA, HOE 140 E CIPRO-HEPTADINA DO IDEMA
INDUZIDO PELA FRACAO 5 EXTRAIDA DO EXTRATO BRUTO
DE L. LABYRINTHICUS EM PATA DE RATO.

A administracdo de Mepiramina (5 e 10mg/Kg) ou HOE 140 (0,6 e
Img/kg) reduziu significativamente (p< 0,05) e de forma dose dependente, 0
edema induzido pela fracdo 5 (800pg/Kg), como é mostrado nos gréaficos 7 e
10. A administracdo de Cipro-heptadina (6mg/Kg) e Metisergida (0,3 e
Img/Kg) foi eficaz em inibir quase que completamente o edema induzido pela

fracdo 5 como mostram os graficos 8 e 9.
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3.9. CINETICA DO EDEMA INDUZIDO PELA FRACAO 5
EXTRAIDA DO EXTRATO BRUTO DE £. LABYRINTHICUS (EBL)
EM PATA DE RATO APOS DEPLECAO DE MASTOCITOS PELO
COMPOSTO 48/80.

O pré-tratamento dos animais, por via intraperitoneal, por quatro clias
consecutivos duas vezes ao dia com composto 48/80 (0,6mg/Kg nos trés
primeiros dias e 1,2mg/Kg no quarto dia) resultou em uma inibicéo
significativa (p<0,05) do edema induzido pela Fr 5 (800pg/Kg) ou do edema

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

3.10.EFEITO DA FRACAO 5 EXTRAIDA DO EXTRATO BRUTO DE
L. LABYRINTHICUS, COMPOSTO 48/80 OU SOLUCAO SALINA
0,9% NA DEGRANULACAO DE MASTOCITO DA CAVIDADE
PERITONEAL DE RATOS IN VITRO.

A fragdo 5 (200, 400 e 800p.g/ml) induziu degranulacdo significativa
p< 0,05 de mastécitos quando comparada ao grupo que recebeu salina e
degranulacdo equivalente ao composto 48/80 especialmente quando a
incubacdo 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
degranulacdo de mastocitos quando da incubacdo do mesentério do animal

com a Fr 5 (800pg/ml) ou composto 48/30.



59

3.11. CINETICA DA INIBICAO, POR DEXAMETASONA, MK 886,
MEPACRINA E INDOMETACINA, DO EDEMA INDUZIDO PELA
FRACAO 5 EXTRAIDA DO EXTRATO BRUTO DE L.
LABYRINTHICUS EM PATA DE RATO.

A administracdo de Dexametasona (Img/Kg) por via subcutanea ou
MK 886 (Img/Kg) por via intraperitoneal inibiu significativamente (p< 0,05)
edema induzido pela fracdo 5 (800pg/Kg), como é mostrado nos graficos 14 e
15. A administracdo 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 injecdo subcutanea de Indometacina
(2mg/Kg) néo inibiu o edema de pata induzido pela Fr 5. Como mostra a

figura 16.

3.12. EFEITO DA FRACAO 5 EXTRAIDA DO EXTRATO BRUTO
DE L. LABYRINTHICUS OU SOLUCAO SALINA 09% NO
AUMENTO DE PERMEABILIDADE VASCULAR,
DEGRANULACAO DE MASTOCITO E MIGRACAO DE
NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL DE RATOS IN
VIVO.

A administracdo, por via intraperitoneal, da fracdo 5 (800pg/ml),
induziu significativo ( p< 0,05) extravasamento de azul de Evans para a
cavidade peritoneal de ratos sacrificados 30 minutos ap0s a administracdo; do
mesmo e 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas ap0s o tratamento com Fr 5, com pico em
uma hora. Como pode ser observado na figura 17. A mesma cinética foi

observada em relagdo a degranulagdo de mastocitos (figura 18). A
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administracdo, por via intraperitoneal, da fragdo 5 (SOOpg/ml), induziu uma

discreta porém significativa ( p< 0,05) migracdo de neutréfilos (figura 19).

3.13. EFEITO DA FRACAO 5 EXTRAIDA DO EXTRATO BRUTO
DE L. LABYRINTHICUS OU SOLUCAO SALINA 0,9% NA
MIGRACAO DE EOSINOFILOS PARA A CAVIDADE
PERITONEAL DE RATOS IN VIVO.

A administracdo, por via intraperitoneal, da fracdo 5 (800pg/ml), ou de
leucotrieno B4 (25ng) induziu uma significativa ( p< 0,05) migracdo de

eosinofilos (figura 20).
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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 subcuténea intraplantar. O edema foi medido 1, 2, 3, 4,
8, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s, em pletismémetro. Os pontos representam a
média + EPM da variacdo de volume (A de volume = volume apoés injecao de
EBL - volume antes da injecéo), n = 6. (¢) p< 0,05 em relagdo ao grupo que

recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 4. Cinética do edema induzido por fragbes extraidas do
extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em pata de rato. As fragdes 1, 5,
6, 7 e 14 (2mg/kg) ou salina foram administradas por via subcutanea
intraplantar. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas
apos, em pletismémetro. Os pontos representam a média + EPM da variacao
de volume (A de volume = volume ap0s injecdo de EBL - volume antes da
injecdo), n = 6. (*) p< 0,05 em relagdo ao grupo que recebeu salina. ANOVA
(medidas repetidas) e Tukgy.



Variacdo de volume (ml)

Variacao de volume (ml)

63

Tempo (h)

Figura 5. Cinética do edema induzido pela fracédo 5 extraida do
extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fracdo 5
(400gg, 800pg e 2mg) ou salina foram administradas por via subcutanea
intraplantar. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas
apos, em pletismémetro. Os pontos representam a média + EPM da variagédo
de volume (A de volume = volume ap0s injecdo de EBL - volume antes da
injecdo), n = 6. (*) p< 0,05 em relagdo ao grupo que recebeu salina. ANOVA
(medidas repetidas). O segundo grafico representa uma amplificacdo do curso

do edema de F5 té 4 horas.
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Figura 6. Microfotografia da pele e tecido celular subcutaneo da
iVNiao picoitai t*<i paia iiiijtiia uv iatud. wvuo”™rvcrdv vicucullClilv um
acentuado edema na pata dos animais, 30 minutos apos a injecéo rntraplantar
da fracdo 5 (C), quando comparado com a pata de um animal que recebeu
Builiyddy 83iifa %o ipi /™ PXVS % ivicls (it flijvcav GY couiiidio observa-se
ainda edema e presenca de infiltrado celular inflamatorio nas patas dos

animais que receberam a fracdo 5 (D), quando comparados com 0s animais

que receberam salina 0,9%(B). HE, 100x.
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Figura 7. Cinética da inibicdo por Mepiramina (Mep) do edema
induzido pela fracdo 5 extraida do extrato bruto de L. labyrinthicus
(EBL) em pata de rato. A fracdo 5 (800pg/Kg) foi administrada por via
subcutanea intraplantar 1 hora apés a injecdo de Mepiramina (5mg/Kg e
IOmg/Kg) por via intraperitoneal. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8,
12,24 e 48 horas apds, em pletismémetro. Os pontos representam a média +
EPM da variacdo de volume (A de volume = volume apos injecdo de EBL -
volume antes da injecdo), n = 6. (*) p< 0,05 em relagdo ao grupo que recebeu

salina. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 8. Cinética da inibicdo por Metisergida (Met) do edema
induzido pela fracdo 5 extraida do extrato bruto de L. labyrinthicus
(EBL) em pata de rato. A fracdo 5 (800pg/Kg) foi administrada por via
subcutanea intraplantar | hora apos a injecdo de Metisergida (0,3mg/Kg e
Img/Kg) por via intraperitoneal. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12,
24 horas apos, em pletismdmetro. Os pontos representam a média + EPM da
variacdo de volume (A de volume = volume apdés injecdo de EBL - volume
antes da injecao), n = 6. (*) p< 0,05 em relagdo ao grupo que recebeu salina.

ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 9. Cinética da inibicdo por Cipro-heptadina (Cipro) do
edema induzido pela fracdo 5 extraida do extrato bruto de L.
labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fracdo 5 (800pg/Kg) foi
administrada por via subcuténea intraplantar 1 hora apds a injecdo de Cipro-
heptadina (6mg/Kg ) por via intraperitoneal. O edema foi medido 30min, 1,2,
3, 4, 8, 12 e 24 horas ap0s, em pletismémetro. Os pontos representaip a
média £ EPM da variacdo de volume (A de volume = volume apos injecdo de
EBL - volume antes da injecdo), n = 6. (*) p< 0,05 em relacdo ao grupo que

recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 10. Cinética da inibicdo por HOE 140 do edema induzido
pela fracdo 5 extraida do extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em
pata de rato. A fracdo 5 (800u.g/Kg) foi administrada por via subcutanea
intraplantar 30 minutos apos a injecdo de HOE 140 (0.6mg/Kg e Img/Kg) por
via endovenosa. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24 e 48 horas
apos, em pletismémetro. Os pontos representam a média £+ EPM da variacéo
de volume (A de volume = volume apo6s injecdo de EBL - volume antes da
injecdo), n = 6. (*) p< 0,05 em relag@o ao grupo que recebeu salina. ANOVA

(medidas repetidas)
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Figura 11. Cinética do edema induzido pela fracdo 5 extraida do
extrato bruto de L. labyrinthicus (EBL) em pata de rato apos deplecédo de
mastdcitos pelo composto 48/80. A fracdo 5 (800pg/Kg) ou Dexfran
(100pg/0,Iml) foram administradas por via subcutanea intraplantar no quinto
dia apos tratamento consecutivo dos animais com composto 48/80. O edema
foi medido 30min, 1, 2, 3 e 4 horas apds, em pletismémetro. Os poptos
representam a média + EPM da variacdo de volume (A de volume = volume
apoés injecdo de EBL - volume antes da injecdo), n = 6. (*) p< 0,05 em
relacdo ao grupo correspondente (Fr 5 ou Dextran) e que recebeu salina.

ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 12. Efeito da fracdo 5 extraida do extrato bruto de L.
labyrinthicus (EBL), composto 48/80 ou solucdo salina 0,9% na
degranulacdo de mastdcitos do mesentério de ratos in vitro. A fracdo 5
(200, 400 e 800pg/ml), composto 48/80 (0,8juig/ml) ou solucdo salina foram
adicionados a solugcdo nutritiva de Ringer-Locke contendo pedagos de
mesentério e incubados por 30 minutos. Os valores representam a média +
EPM da percentagem de mastocitos degranulados obtidos por contagem
microscépica de 100 células, n = 6. (*) p< 0,05 em relacdo ao grupo que

recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas)
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igura 13, Microfofografia de mesentério de ratos tratados com
solucdo salina 0,9%, fracdo 5 extraida do extrato bruto dc L.
labyrinthicus (EBL) ou composto 48/80. Nota-se claramente uma grande
guantidade de mastécitos degranutados pela fragdo 5 (800pg/ml - C eD)
comparavel a observada no mesentério de animais incubado com composto
48/80 (0,8pg/ml - E e F). Observe a diferenca em relagdo ao controle {A e
B). Azul de toluidina, 100 e 400 X.
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Figura 14. Cinética da inibicdo por Dexametasona (Dexa) do
edema induzido pela fracdo 5 extraida do extrato bruto de Z
labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fracdo 5 (800pg/Kg) foi
administrada por via subcutdnea intraplantar 1 hora apdés a injecdo de
Dexametasona (0,5mg/Kg e Img/Kg) ou salina por via subcutanea. O edema
foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12, e 24 horas ap0s, em pletismébmetro. Os
pontos representam a média + EPM da variacdo de volume (A de volume =
volume apoés injecdo de EBL - volume antes da injecdo), n = 6. (*) p< 0,05
em relacdo ao grupo que recebeu salina. ANOVA (medidas repetidas) e

Tukey.
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Figura 15. Cinética da inibicdo por MK 886 (MK) e Mepacrina
(Mepa) do edema induzido pela fracdo 5 extraida do extrato bruto de L.
labyrinthicus (EBL) em pata de rato. A fracdo 5 (SOOiig/Kg) ou salina foi
administrada por via subcuténea intraplantar 1 hora apés a injecdo de MK
886 (Img/Kg) por via intraperitoneal ou Mepacrina (20mg/Kg) por via
subcutanea. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3, 4, 8, 12 e 24 horas apdés, em
pletismometro. Os pontos representam a média £ EPM da variacdo de
volume (A de volume = volume ap6s injecdo de EBL - volume antes da
injecdo), n = 6. (*) p< 0,05 em relacdo ao grupo que recebeu salina. ANOVA

(medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 16. Cinética da inibicdo por Indometacina (Indo) do edema
induzido pela fracdo 5 extraida do extrato bruto de £. labyrinthicus
(EBL) em pata de rato. A fracdo 5 (SOOpg/Kg) ou salina foi administrada
por via subcutdnea intraplantar 1 hora ap0s a injecdo de Indometagina
(2mg/Kg) por via subcutanea. O edema foi medido 30min, 1, 2, 3,4, 8, 12 ¢
24 horas apdés, em pletismémetro. Os pontos representam a média+ EPM da
variagdo de volume (A de volume = volume apds injecdo de EBL - volume

antes da injecdo), n = 6. ANOVA (medidas repetidas) e Tukey.
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Figura 17. Cinética da permeabilidade vascular induzida -pela
Fracdo 5 de L. labyrintJlcus para cavidade peritoneal de ratos Wistar. Fr
5 (800jj.g) ou solucdo salina estéril foram administradas por via
intraperitoneal (i.p) e 30 minutos antes do sacrificio 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 espectofotdmetro 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 relagdo ao grupo que recebeu salina. ANOVA (Tukey).
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Figura 18. Efeito da fracdo 5 extraida do extrato bruto de L.
labyrinthicus (EBL) ou solucdo salina 0,9% na degranulacdo de
mastécitos do mesentério de ratos in vivp. A fracdo 5 (800pg/ml), ou
solucdo salina foram administradas, por via intraperitoneal e os animais
foram sacrificados 30min, 1, 2, 3 e 4 horas ap6s. O azul de Evans (25mg/kg)
foi injetado por via endovenosa 30 min antes do sacrificio. Os pontos
representam a média + EPM da quantidade de azul de Evans por ml de
exsudato. n = 6. (*) p< 0,05 em relagdo ao grupo que recebeu salina.

ANOVA (Tukey).
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Figura 19. Efeito da Fracdo 5 de L. labyrinthicus em induzir
migracao de neutroéfilos para a cavidade peritoneal de ratos Wistar. Fr 5
( 80OLtg) ou salina estéril foram administradas por via intraperitoneal (i.p.). A
migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal foi avaliada 30 min, 1, 2 ,3
e 4 horas depois. Os pontos representam a média + EPM do numero de
neutréfilos/ml. n = 6. (*) p< 0,05 em relagdo ao grupo que recebeu salina.

ANOVA (Tukey).
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Figura 20. Efeito da Fragdo 5 de L Ilabyrinthicus em induzir
migracdo de eosindfiio para a cavidade peritoneal de ratos Wistar. Fr 5 (
800pg), LtB4 (25ng) ou salina estéril foram administradas por via
intraperitoneal (i.p.) A migracdo de eosinéfiio para a cavidade peritoneal foi
avaliada 24 horas depois. Os pontos representam a média £+ EPM do ndmero
de eosindfilos/ml. n =6. (*) p< 0,05 em relacdo ao grupo que recebeu salina.

ANOVA (Tukey).
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DISCUSSAO

A inquietacdo pela pouca compreensdo do mecanismo gerador de
alguns estados patoldgicos ou mesmo pelo fato de alguns desses males
apresentarem-se como incuraveis, tem levado varios grupos de pesquisa a
buscar nos animais e plantas, fontes naturais de novos compostos quimicos,
novas drogas ou novas ferramentas que permitam a solucdo e/ou melhor
compreensdo de patologias que até entdo encontram-se sem solucdes clinicas
definitivas. Nesse contexto, os anfibios surgem como fontes potenciais desses
Novos compostos quimicos, e a reacdo inflamatdria, enquanto resposta efetiva
do hospedeiro a danos teciduais ou infec¢des, como objeto de investigacao.

Considerando, entdo, que no repertdrio altamente complexo dos passos
bioquimicos que constituem a resposta do hospedeiro ao patégeno invasor, o
papel exato dos diversos mediadores envolvidos ainda ndo foi completamente
descrito e sabendo que a pele de anfibios constitui-se de um verdadeiro
arsenal quimico, resolveu-se tracar uma investigacdo que iniciou-se com a
extragdo da secrecdo venenosa das glandulas de L. labyrinthicus com o
auxilio de uma solucéo de adrenalina (I0Opg/ml), injetada por via subcutanea.
Apos 24 horas o material foi centrifugado e o sobrenadante liofilizado.

Apos liofilizacdo ressuspendeu-se o p6 obtido em agua bidestdada
acrescida de TFA a 0,05%, centrifugou-se e submeteu-se o sobrenadanjte a
analise cromatografica em HPLC acoplado a coluna preparatjva.

A cromatografia em HPLC utiliza instrumentos muito sofisticados, que
sdo automatizados. Ela realiza separacdes e andlises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em amostras, em escala de tempo
de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (Guimaraes

& Collins,1990; Lindsay, 1992).
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Dessa andlise foram obtidos diversos picos ou fracdes com os quais
iniciamos um ““screening” de farmacoldgico. Porém, antes de serem iniciados
os testes farmacologicos com as fracfes, foi testada a acdo edematogénica do
extrato bruto do veneno. Verificou-se que este era capaz de induzir um edema
significativo, visivel ja nos primeiros 30 minutos apos sua injecdo subcutanea
intraplantar. O mesmo aconteceu quando se testou as diluicdes do EBL (1:5 e
1:20).

Notamos claramente um acentuado edema com pico na segunda hora
quando da injecédo do EBL e com pico na primeira hora quando da injecdo de
suas dilui¢Bes. Tal edema mantém-se elevado até 48 horas com o EBL e até
24 ou 12 horas quando da injecao das diluicbes 1:5 e 1:20 respectivamente.

Relatos classicos da literatura ddo conta de que da pele de anfibios ja
foram isolados, até o momento, mais de 300 compostos bioativos,
pertencentes a grupos quimicos distintos: aminas biogénicas, peptideos,
proteinas hemoliticas, alcalbides e esterdides (Sebben et al, 1993). Vialli,
1933 e Erspamer, 1937 identificaram a “enteramine”, substancia idéntica a 5-
hidroxitriptamina, um neurotransmissor presente em mamiferos. Erspamer et
al.,, 1962b relataram também a presenca de bradicinina na pele de varias
especies de phylomedusa e ranas sul americanas. Assim, baseados nesses
relatos e sabendo que um edema tdo precoce poderia ser proveniente da acéo
de substancias desse tipo, resolvemos investigar a acdo edematogénica dos
extratos provenientes do fracionamento do EBL.

Foram testadas cinco das oito fragOes purificadas e confirmou-se acao
edematogénica em quatro delas, sendo apenas a fragdo 14 isenta de qualquer
efeito. Percebemos também que o pico de acdo coincidia para todas as
fragbes em | hora e que o edema decaia rapidamente, ou seja, nas primeiras
24 horas para as fracbes 6 € 7, mas mantinha-se alto para fracdo 5 até 48

horas e até 72 horas para fracdo 1. O fato do edema persistir quando da
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injecdo da fracdo ! pode ser explicado pela presenca de sal nesta fracdo, uma
Vez que € a primeira a sair durante o processo de cromatografia.

De posse dos dados acima, optou-se entdo pela escolha de apenas uma
das fracBes para aprofundamento dos estudos farmacoldgicos. Desta forma,
analisou-se cuidadosamente o cromatograma e decidiu-se a favor da fragcdo 5
por esta apresentar-se em posicdo privilegiada quando comparada as outras,
ou seja, por apresentar-se isolada, dificilmente sofreria alguma contaminacao
pelas circunvizinhas durante o processo de purificacdo. Desta forma, teria-se
certeza de estarmos trabalhando com apenas uma substancia.

Testou-se entdo trés doses distintas da fracdo 5 e verificou-se
coincidéncia dos picos de acdo na primeira hora, bem como um edema
duradouro, persistente até a 48a hora para as doses mais elevadas.

Sabe-se, pela literatura, que 0 edema que aparece precocemente deve-
se a contracdo da celula endotelial com alargamento das juncdes
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 ap0s a exposi¢cdo 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 la hora, no entanto, o edema por acdo da
histamina decai mais rapidamente do que o da bradicinina. Ja o edema
ocasionado pela injecdo de serotonina mantém o pico de acdo na la hora e
ainda é acentuado na 4a hora apos a injecdo ( Rocha e Silva, 1970 e Mailing
etal, 1974).

Como a fragdo 5 extraida 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 substancias de acdo precoce.
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Os resultados aqui apresentados mostraram que mepiramina, um anti-
histaminico derivado da etilenodiamina e seletivo por receptores do tipo Hi
da histamina (Korolkovas et al, 1988), inibiu significativamente e de forma
dose dependente, embora nédo tenha inibido completamente o edema de pata
induzido pela fragdo 5. O mesmo ocorrendo com a metisergida (Img/Kg), um
alcaldide semi-sintético derivado do espordo 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 participacdo maior da serotonina em relacdo a histamina no
edema de pata de rato induzido por essa fracdo. 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 mastocitos (Paton, 1951,
1957; Feldberg e Talesnik, 1953; Riley e West, 1956), pode cursar com a
liberacdo de mediadores vasoativos e que dentre estes mediadores destaca-se
a serotonina, posto ser tal edema bloqueado em mais de 70% quando da
injecdo de metisergida, um bloqueador especifico de sua acdo. Quando
utilizou-se a cipro-heptadina (6mg/Kg), um anti-hitaminico H] (Maling et al,
1974) que tem estrutura analéga aos fenotiazinicos, possuindo também
atividade anti-serotoninérgica (Maling et al, 1974), observou-se uma inibigdo
guase total do edema de pata induzo pela F5. Estes dados sugerem uma
participacdo importante da histamina e da serotonina na fase precoce deste
edema. Como estes dois mediadores estdo presentes em granulos de
mastécitos presentes na pele de ratos é razoavel supor que a Fr 5 possa esta
agindo ao nivel dessas células induzindo extrusdo dos seus granulos.

Quando utilizamos 0 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 Img/Kg) foram capazes de inibi-lo significativamente e de

forma dose dependente, porém ndo de forma completa. Sugerindo que a
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fraco 5 utilizada neste traballlio, também atua em receptores B2 de
bradicinina. Dados recentes de literatura demonstram que o0 aumento de
permeabilidade vascular induzido pela injecdo de bradicinina em pele de
ratos, se deve principalmente a liberagdo de mediadores vasoativos como
histamina de mastécitos (Morishita et al, 1996). Portanto, pode-se supor que
a fracdo em estudo, possua alguma semelhanca estrutural com BK, a ponto de
atuar diretamente em seus receptores do tipo B2, podendo também estar
agindo degranulando mastécitos, como citado na literatura. Cumpre-se
ressaltar também, que a cipro-heptadina além de possuir efeito
antihistaminico e antiserotoninérgico, €.também bloqueador de receptores B2
da bradicinina (Maling et al, 1974), o que poderia explicar o potente efeito
inibitorio desta substancia no edema da fracao testada.

Apesar da possibilidade da existéncia de uma semelhanca estrutural
entre a substancia aqui estudada e a bradicinina, podemos afirmar que a Fr 5
ndo é a propria bradicinina, tendo em vista, que ja dispomos de seu peso
molecular que é em tomo de 2490 D e o da bradicinina ¢ 1060,2 D. Portanto
ndo se tratam de uma mesma substancia.

Dessa forma, ndo seria de todo estranho, imaginar que na pele de um
anfibio pudesse ser encontrado um agente degranulador de mastdcitos, visto
existirem na literatura relatos de que substadncia com acdo semelhante ja foi
isolada, por exemplo, do veneno da apis mellifera (Stansfeld et al, 1987).

Tal relato vem, entdo corroborar os dados por nés apresentados. Assim
sendo, resolveu-se investigar a possibilidade da participacdo de mastdcitos no
edema de pata induzido pela Fr 5.

Utilizou-se o tratamento repetido com composto 48/80 para deplecéo
experimental de mastocitos descrito por Di Rosa et al , 1971. Os nossos
dados demonstram uma inibigdo significativa da agdo 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 degranulacdo de mastocitos (Wedmore & Williams, 1981) e cujo edema
foi também inibido pelo pré-tratamento com o 48/80. Para confirmacgdo deste
dado foi também feita degranulacdo de mastdcitos do mesentério de ratos i
vitro e os resultado mostram que a fracdo 5 é capaz de degranular estas
células sendo o seu efeito semelhante ao composto 48/80 quando da
utilizacdo 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 apds sua
administracdo. Para justificar o curso deste edema portanto, é possivel que
dois mecanismos estejam presumivelmente envolvidos. Primeiro, a Fr 5
atuaria, a exemplo de outras substancias (Santos et al, 1997 e 1998),
degranulando mastocitos o que explicaria a fase precoce do edema. Segundo,
esta substancia poderia agir estimulando a sintese de novo de outros
mediadores que poderiam ser responsaveis pela sustentacdo da reacdo
edematogénica. Estas proposi¢cbes ganham respaldo na literatura onde
encontramos a afirmacdo de que os mastocitos quando ativados, ndo liberam
unicamente mediadores pré-formados como histamina e serotonina, mas
sintetizam ou estimulam a sintese de varios outros mediadores incluindo
metabodlitos derivados do é&cido araquidénico como prostaglandinas e
leucotrienos e de outros mediadores ndo provenientes deste acido 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 especifico de
fosfolipase A2 Os dados revelam que a indometacina (2mg/Kg), um derivado

do &cido indolacético e bloqueador de ciclooxigenases (Korolkovas et al,
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1988), ndo blogueou o edema induzido pela Fr 5, sugerindo que a sintese de
prostraglandina ndo se constitui um evento importante no edema induzido por
Fr 5. Entretanto, quando injetou-se dexametasona, um corticosterdide que
atua inibindo a acdo de fosfolipase A2, mas que também atua inibindo a
sintese e atividade de algumas citocinas (Korolkovas et al, 1988; Beutler et
al, 1986; Bochner et al, 1987), verificou-se inibigdo significativa do edema
induzido por Fr 5 apenas no pico, quando da injecdo de 0,5mg/Kg e uma
inibicdo significativa porém, ndo completa, até a 8a hora apds a injecdo da
dose de Img/Kg.

Existem relatos prévios da ineficiéncia 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 sintese de leucotrienos em virtude de sua
acdo inibitoria sobre fosfolipase A2, ou seu efeito inibitdrio sobre sintese e
atividade de citocinas. Utilizou-se portanto, a mepacrina, um bloqueador
especifico de fosfolipase A2 e demonstrou-se que 0 mesmo inibiu 0 edema
nas suas fases iniciais, sendo esta inibicdo significativa apenas no pico.
Provavelmente a utilizacdo de uma dose maior, levaria a um efeito mais
pronunciado e duradouro. Ja quando da utilizacdo de MK 886, um
bloqueador de lipoxigenase, observou-se inibicdo significativa em todos os
pontos da curva até a 4a hora apés a injecdo da Fr 5. Tal fato pode ser
explicado com base em trabalhos anteriores que dizem que a injecdo
subcuténea de LTC4, LTD4 e LTE4 em pele humana causa tuna reagqo
semelhante a da histamina porém, cerca de 100 vezes mais potente e com
duracdo bem mais prolongada (Austen, 1982; Lewis, 1981, Stolc, 1982).
Segundo esses autores, que citam trabalhos realizados em cobaias e hamster,

a acao desses leucotrienos culmina com vasodilatacéo arteriolar e aumento de
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permeabilidade venular. Assim é presumivel que também esses leucotnenos
possam estar envolvidos no edema de pata induzido pela Fr 5.

As evidéncias indicam entdo, que a Fr 5 atua induzindo degranulagéo
de mastdcitos e que o edema precoce induzido por essa fragdo é dependente,
pelo menos parcialmente, de fatores liberados nessa degranulagdo como
histamina e serotonina, e da sintese de novo de leucotrienos. Como o0 edema
se manteve significativo até a oitava hora, resolveu-se investigar a
participacdo de neutrofilos na sua fase tardia. Assim sendo, realizou-se pina
cinética de permeabilidade vascular medida pela concentracdo de azul de
Evans no exsudato peritoneal de animais tratados com a fragcdo, ao mesmo
tempo em que se analisava a degranulacdo de mastocitos e a migracdo de
neutrofilos. 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
degranulacdo de mastocitos, confirmando dados anteriores que demonstraram
a participacdo 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 concentracdo de azul de Evans,
permanecia elevada nas primeiras 4 horas. A manutencdo deste aumento de
permeabilidade vascular poderia ser explicado pela participacdo de citocinas
quimiotéxicas para neutréfilos como TNF-a IL1 e IL6. Corroborando com
esta hipotese, Galli e colaboradores, 1993 demonstraram que a estimulacéo
de mastocitos de ratos in vitro por FcsRI1 ou por outros mecanismos induzem
a secrecdo de substancias pré-inflamatérias 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 ndo regulam unicamente a producéo de IgE e

outras respostas imunes, mas também induzem migracdo de leucdcitos.
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A hipOtese da participacdo de neutrofios neste edema foi confirmada
pela demonstracdo no presente trabalho, de uma migracdo discreta porém
significativa, de neutrofilos para cavidade peritoneal de ratos tratados com a
Fr 5, 0 que poderia explicar a fase mais tardia do edema induzido por esta
fragéo.

Tem sido demonstrado na literatura que nas doencas alérgicas e
parasitarias a ativacdo de mastocitos precede a liberagcdo por estas células de
IL4 que induz uma migracdo seletiva de eosinoéfilos através da inducdo da
expressdo de VCAM na superficie da célula endotelial (Abbas et al, 1997).
Estes informacBes nos fizeram supor que a fracdo testada neste trabalho e
que vinha demonstrando um potente acdo sobre mastécitos, poderia também
atuar induzindo migracdo de eosindfilos. Os dados obtidos neste trabalho
confirmam esta hipbétese e demonstram que a Fr 5 foi capaz de induzir
migracdo de eosinofilos a exemplo do ja conhecido efeito do leucotrieno B4,
utilizado como controle positivo.

Em conjunto os dados obtidos aqui, sugerem que a fracdo 5 obtida da
pele de Leptodactilus labyrinticus se constitue em um potente ativador da
atividade e degranulagcdo de mastécitos.

O principal objetivo da terapéutica das desordens atdpicas, como a
rinite alérgica é bloquear a producdo ou a liberacdo de mediadores oriundos
de mastoécitos ou antagonizar a acdo do mediador na célula alvo. No entanto,
os mediadores de mastdcitos envolvidos nas diversas desordens alérgicas,
inclusive no choque anafilatico ndo sdo completamente conhecidos. A
descoberta de substancias como a Fr 5 do L. labyrinthicus, animal tipico da
nossa regido, capaz de atuar em uma etapa especifica do processo alérgico e
0 uso apropriado de modelos animais experimentais, podem se constituir em
ferramentas de valor inestimavel para a compreensdo da fisiopatologia dos

processos alérgicos e para uma melhor abordagem terapéutica.
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5 CONCLUSOES:

A fracdo 5 isolada da pele de Leptodactillus labirynthincus é uma
substancia 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 acdo em
receptores B2 de bradicinina;

A Fr 5 induz um edema sustentado que possivelmente é mediado por
uma discreta migracao de neutrofilos;

A Fr 5 também induz migracao de eosindéfilos para o tecido;

Esta substancia é um potente indutor da degranulacdo de mastocitos.
Podemos sugerir que esta substancia podera ser utilizada como

ferramenta para estudo da fisiopatologia de processos alérgicos.
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