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RESUMO

Os efeitos locais provocados por venenos botrépicos sdo caracterizados por edema,
hemorragia e dor local. No entanto, os mecanismos fisiopatol6gicos relacionados a esses
venenos podem variar de acordo com a espécie. Esta caracteristica espécie-especifica pode
prejudicar a eficacia da soroterapia. Desta forma, considerando a diversidade da resposta
fisiopatologica dos venenos, investigamos os mecanismos e mediadores envolvidos na
resposta inflamatdria local induzida pelo veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu).
Camundongos Swiss fémeas foram submetidos a injecdo intraplantar de solucdo salina ou
VBjsu (0,125-8 pg/pata). Para o estudo dos mecanismos e mediadores envolvidos, diferentes
sub-grupos de animais foram submetidas ao pré-tratamento com loratadina (um antagonista
do receptor H1), composto 48/80 (para induzir a deplecdo dos mastdcitos), capsaicina (para
promover a dessensibilizacdo das fibras C), infliximabe (um anticorpo anti-TNF-a),
indometacina (um inibidor ndo-especifico da COX), celecoxibe (um inibidor seletivo da
COX-2) ou fucoidina (um modulador de P- e L-selectinas) administrados antes do VBjsu. O
edema da pata foi medido por pletismografia. Além disso, os tecidos da pata foram
recolhidos para determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO), dosagem dos niveis
de TNF-q, IL-1 e da imunoexpressdo da COX-2. O efeito quimiotatico direto do VBjsu
também foi estudado por meio do ensaio da camara de Boyden, e o estado de ativacdo dos
neutrofilos humanos foi avaliado através da dindmica intracelular de célcio em neutrofilos
realizado in vitro com auxilio da microscopia confocal. O VBjsu causou uma resposta
edematogénica concentracao e tempo dependentes com aumento da producao local de TNF-
a, IL-1B e da imunoexpressdo da COX-2 nos tecidos quando comparado ao grupo salina
(P<0,05). Ambos, edema e migracdo de neutréfilos foram impedidos pelos inibidores da
COX (indometacina ou celecoxibe), ou pelo modulador de P - e L-selectinas (fucoidina) vs.
VBjsu (P<0,05). O exame histopatolégico revelou que o VBjsu induz uma precoce migragdo
de neutrdfilos para o local da leséo vs. o grupo salina (P<0,05). Além disso, o0 VBjsu induz a
quimiotaxia e ativa neutrofilos in vitro aumentando diretamente a dindmica de calcio
intracelular quando comparado ao RPMI (P<0,05). Portanto, o VBjsu induz uma resposta
edematogénica precoce dependente da producdo de prostanoides e da migragdo de

neutrofilos.

Palavras-chave: Bothrops; Edema; Venenos; Inflamag&o; Neutrofilos.



ABSTRACT

Local tissue reactions provoked by Bothrops venoms are characterized by edema,
hemorrhage, pain, and inflammation; however, the mechanisms of tissue damage vary
depending upon the species of snake. This mechanistic variability reduces the efficacy of
antivenom treatment. Considering the diversity of intraspecific pathophysiological
responses, we investigated the mechanisms and mediators involved in the local
inflammatory response induced by the Bothrops jararacussu venom (VBjsu). Female Swiss
mice were injected with either saline or VBjsu (0.125-8 pg/paw). In a subset of VBjsu-
treated mice, loratadine (an H; receptor antagonist), compound 48/80 (for mast cell
depletion), capsaicin (for C-fiber desensitization), infliximab (an anti-TNF-a antibody),
indomethacin (a non-specific COX inhibitor), celecoxib (a selective COX-2 inhibitor) or
fucoidan (a P- and L-selectins modulator) were administered before VBjsu treatment. Paw
edema was measured by plethysmography. In addition, paw tissues were collected for the
measurement of myeloperoxidase (MPO) activity, TNF-o and IL-1 levels, and COX-2
immunoexpression. The direct chemotactic effect of VBjsu was also studied using a
Boyden chamber assay, and the in vitro calcium dynamic in neutrophils was investigated
using confocal microscopy. VBjsu caused concentration- and time-dependent edematogenic
responses and increased the local production of TNF-o and IL-1B as well as COX-2
expression vs. saline group (P<0.05). Both edema and neutrophil migration were prevented
by pretreatment with cyclooxygenase inhibitors (indomethacin or celecoxib) or by the P- and
L-selectins modulator, fucoidan vs. VBjsu (P<0.05). Furthermore, VBjsu induced a direct in
vitro neutrophil chemotaxis by increasing intracellular calcium vs. RPMI (P<0.05).
Therefore, VBjsu induces an early onset edema dependent upon prostanoid production and

neutrophil migration.

Keywords: Bothrops; edema; venoms; inflammation; neutrophil.
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1. INTRODUCAO

As serpentes sdo animais vertebrados, ectotérmicos, de corpo alongado coberto
de escamas que compdem a classe Reptilia, ordem Squamata, subordem Ofidia. No mundo,
existem aproximadamente 3000 espécies registradas, das quais no Brasil, sdo conhecidas
366. Dessas, 15 % (55 espécies) sdo classificadas como pegonhentas (ARAUJO et al., 2003;
BERNELIS et al., 2010).

De forma geral, a maioria das serpentes produz veneno. Contudo, 0 que
diferencia animais peconhentos de ndo peconhentos é a presenca do aparelho inoculador,
composto por uma glandula, que produz e estoca a peconha, ligada por ductos aos dentes
inoculadores. Sendo assim, o acidente ofidico ou ofidismo pode ser definido como o quadro
de envenenamento decorrente da inoculagdo de veneno através do aparelho inoculador das
serpentes (ZUG et al., 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Atualmente o acidente ofidico é considerado, pela Organizacdo Mundial de
Salide (OMS), uma causa negligenciada de morbidade e mortalidade (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2014). Estima-se que pelo menos 421 mil envenenamentos com
consequentes 20.000 mortes ocorram anualmente (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2014; KASTURIRATNE et al., 2008). No entanto, de acordo com Chippaux
(1998), esse nimero poderia ser elevado para 5,5 milhdes de acidentes ofidicos com o
namero de mortes variando entre 20.000 a 94.000. Considerada uma doenca ocupacional e
ambiental o ofidismo afeta principalmente trabalhadores e criangas de comunidades rurais
de paises situados nas regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Oceania e América
Latina (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014; KASTURIRATNE et al., 2008).

Na America Latina, especialmente no Brasil, o nimero de acidentes ofidicos
registrados entre 2000 a 2011 apresentaram aumento de 1290 %. Em 2000, foram
registrados aproximadamente 10 mil casos. J& em 2011, o nimero de ocorréncias foi de 139
mil acidentes ofidicos, com 293 mortes relacionadas apenas naquele ano (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Entdo, ao se considerar a média dos
ultimos 11 anos as serpentes peconhentas foram responséveis, anualmente, por 35 mil
acidentes, sendo que, 90,5 % podem ser atribuidos as serpentes do género Bothrops,

seguidas das serpentes do género Crotalus (cascaveéis) com 7,7 % dos casos, das serpentes
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do género Lachesis (surucucus) com 1,4 %, e Micrurus (“corais verdadeiras”) com 0,4 %
dos acidentes relatados (BRASIL, 2005).

As manifestacdes clinicas dos efeitos locais provocadas por venenos botropicos
séo caracterizadas por edema acentuado, dor, eritema, equimose, descamacao superficial dos
tecidos, hemorragia e necrose (AMARAL et al., 1985). A literatura referencia que tais
efeitos podem ser decorrentes das acOes patoldgicas diretas, induzindo leséo e destruicdo dos
tecidos devida a atividade proteolitica de componentes do veneno, ou indireta, através da
ativacdo da resposta inflamatéria (TREBIEN; CALIXTO, 1989; de FARIA et al., 2001;
BARBOSA et al., 2003).

Diversos estudos demonstraram que diferentes mediadores inflamatdrios
participam dos mecanismos fisiopatoldgicos induzidos pela injecdo intraplantar de venenos
de serpentes do género Bothrops (TREBIEN; CALIXTO, 1989; GONCALVES;
MARIANO, 2000; ARAUJO et al., 2000; BARBOSA et al., 2003). Por exemplo, com
relacdo aos efeitos locais induzidos pelo veneno da Bothrops jararaca, foi relatado o papel
de mediadores oriundos da atividade da ciclooxigenase e lipoxigenase e o envolvimento dos
receptores ol- e o2-adrenérgicos como 0s principais agentes envolvidos nas acles
edematogénicas do veneno, ao passo que a hemorragia observada foi parcialmente atribuida
a atividade da serotonina e de mediadores neuro-humorais (TREBIEN; CALIXTO, 1989).
Nesse estudo a histamina foi caracterizada como um mediador com um papel pouco
relevante (TREBIEN; CALIXTO, 1989; GONCALVES; MARIANO, 2000). Em contraste,
a histamina, o 6xido nitrico (NO) e produtos de ciclooxigenase, sem a participacdo da
serotonina, foram imputados as acdes edematogénicas induzidas pelo veneno da Bothrops
insularis (BARBOSA et al., 2003). Por outro lado, os efeitos locais nocivos induzidos pelo
veneno da Bothrops lanceolatus envolvem principalmente a participacdo de produtos da
ciclooxigenase e lipoxigenase, sem envolvimento da histamina e da serotonina (ARAUJO et
al., 2000).

Estes estudos claramente sugerem que dentro do mesmo género podem ocorrer
variagfes quanto a participacdo de mediadores e mecanismos envolvidos na resposta
inflamatdria local. Desta forma, pode-se considerar um possivel efeito espécie-especifico
das toxinas dos venenos que seriam capazes de modular a resposta inflamatoria enddgena
por diferentes vias, tendo repercussdo sobre as manifestacdes locais e principalmente sobre a

escolha do tratamento mais adequado a ser instituido.
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Além disso, a agdo bioldgica dos venenos botrépicos pode estar relacionada a
uma interacdo direta com células do sistema imune. Moreira et al. (2009) demonstraram que
a incubacdo do veneno bruto da Bothrops asper com neutréfilos ou macréfagos induz a
expressao da COX-2. Além disso, Elifio-Esposito et al. (2011) demonstraram que uma
lectina purificada a partir do veneno da Bothrops jararacussu, pode reconhecer glicoligantes

na superficie de neutrofilos e promover a polarizagao e a migragdo de neutrdéfilos in vitro.

A utilizacdo do soro antiofidico obtido de equinos imunizados com um pool de
venenos nativos, epidemiologicamente mais relevantes, consiste na abordagem terapéutica
mais recomendada no caso de acidentes ofidicos. O imundgeno constitui-se de uma mistura
de cinco venenos botrépicos com a seguinte composicdo: 50 % de veneno de Bothrops
jararaca, e outros 50 % constituidos de 12,5 % de veneno de Bothrops alternatus, 12,5% de
Bothrops jararacussu, 12,5 % de Bothrops moojeni e 12,5 % de Bothrops neuwiedi (RAW
et al., 1991). Contudo, os anticorpos induzidos por este pool sdo eficientes na neutralizacao
de apenas parte dos efeitos e a medida que ha progressao do processo inflamatorio local, o
restabelecimento da integridade tecidual torna-se comprometida, mesmo com a utiliza¢éo do
soro. Isso se deve a presenca de substancias espécie-especificos que ndo sdo neutralizados
pela acdo do soro polivalente (GUTIERREZ et al., 1986; LEITE, 1992; CHAVES et al.,
2003; ZAMMUNER et al., 2004; da SILVA et al., 2007; EL-DIN; OMAR, 2013).

Estudos realizados in vitro, com varias espécies do género Bothrops,
demonstraram que a soroterapia é ineficiente em neutralizar completamente a atividade da
fosfolipase A, (PLA,) e da hialuronidase (CARDOSO et al., 1993; QUEIROZ, et al., 2008).

Desta forma, levando em consideracdo a diversidade de respostas
fisiopatoldgicas intraespecificas induzidas por venenos botrépicos, optou-se, neste trabalho
por investigar os mecanismos e mediadores envolvidos na resposta inflamatéria local
induzida pelo veneno bruto da Bothrops jararacussu uma das serpentes nativas mais

agressivas da América do Sul.

1.1. Composicao e atividade bioldgica dos venenos botropicos

A gravidade dos efeitos locais e sistémicos relacionados a acidentes ofidicos

depende diretamente da quantidade e da composicdo de veneno inoculado (MINISTERIO
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DA SAUDE, 2005). Logo, fatores como idade, peso corporal, alimentagdo e principalmente
género e espécie das serpentes peconhentas podem influenciar nos efeitos, bem como nos
mediadores inflamatérios envolvidos nos mecanismos fisiopatoldgicos (TREBIEN;
CALIXTO, 1989; ARAUJO et al., 2000; BARBOSA et al., 2003).

De forma geral, 0s venenos botrépicos possuem uma composicdo mais complexa
que os venenos de espécies de outros géneros. Aproximadamente 90 % do peso seco dos
venenos botrdpicos sdo constituidos por peptideos, proteinas, compreendendo uma grande
variedade de enzimas além da existéncia de carboidratos, lipideos, aminas biogénicas,
lectinas (principalmente do tipo C), e outros componentes inorganicos. Os componentes
enzimaticos mais comumente encontrados sdo fosfolipases (PLAs), fosfodiesterases,
fosfatases, acetilcolinesterases, L-aminoédcido oxidases (LAAOs), nucleotidases,
hialuronidases, metaloproteases e fatores relacionados a coagulacdo (ESCARSO et al., 2000;
KETELHUT et al., 2003; KASHIMA et al. 2004; PANUNTOA et al., 2006,).

Os efeitos locais relacionados aos venenos botrépicos inicialmente foram
atribuidos as enzimas proteoliticas (ROSENFELD, 1971). Contudo, atualmente a
patogenicidade das a¢des locais dos venenos séo atribuidas a uma série de fatores, incluindo
a participacdo da resposta inflamatéria, dos quais os efeitos hemorréagicos e miotoxidade e

edematogénicos estdo bem documentados para varias espécies.

A acdo de componentes, tais como, fosfolipases e metaloproteinases, esta
relacionada a lesdo direta nos tecidos sendo também observado dano na parede de pequenos
vasos sanguineos. Membros da familia da PLA, desempenham acdo lipolitica clivando
especificamente a ligagdo Sn-2-acil dos fosfolipideos de membrana para produzir
quantidades equivalentes de lisofosfatideos e acidos graxos livres, como o é&cido
araquidénico. Estes produtos tornam-se disponiveis para serem convertidos em potentes
mediadores pro-inflamatérios como o Fator Ativador de Plaquetas (PAF) e os eicosandides
(prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, e troboxanos) (CHANG, 1987). Em varios
tipos de venenos, a maioria dos efeitos deletérios se deve a acdo das PLA,. Estes fatores
participam na génese da inflamacéo local, necrose, dano ao epitélio vascular e alteram a
permeabilidade da membrana, através da liberacdo de histaminas e bradicininas que
desencadeiam o edema (MENDEZ, 2001).

Aproximadamente 1 % do veneno total é constituido de metaloproteinases, que

sdo enzimas com atividade proteolitica, edematogénica, que causam dano tecidual, e
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desempenham uma importante acdo hemorrdgica e vasculo-toxica caracterizada pelo
aumento da permeabilidade vascular através do rompimento da membrana basal e endotelial
(RODRIGUES et al., 2001). A hemorragia induzida pelos venenos botrdpicos pode ser local
ou sistémica, afetando os pulmdes e rins, sendo geralmente fatal quando atinge o sistema
nervoso central. Acdo coagulante, além de consumir o fibrinogénio, tem capacidade de
ativar o fator X, protrombina, plaquetas e o sistema prd-fibrinolitico. Quando ocorre a
ativacdo do fator X, consumo dos fatores V, VII e a formacdo de trombina, sao
desenvolvidos microtrombos na rede capilar levando ao quadro de Coagulacdo Intravascular
Disseminada (CID), um fator que pode desencadear a insuficiéncia renal aguda (IRA) e
consequente morte (MELO, 2004).

Nos venenos botropicos, varios membros da familia de enzimas LAAO também
contribuem para a toxicidade. As LAAOs catalisam a desaminagdo oxidativa de L-
aminoéacidos especificos para produzir alfa-cetoécidos, peroxido de hidrogénio e amonia.
Estudos tém mostrado que LAAQOs presentes nos venenos botropicos sao capazes de induzir
apoptose de varias linhagens celulares, tais como, células endoteliais vasculares. Tal efeito
in vivo poderia contribuir para o sangramento prolongado apds um acidente ofidico (ALVES
et al, 2008;. SUHR; KIM, 1996). Adicionalmente, as LAAOs podem inibir a agregacao
plaquetaria, tendo assim, um efeito anticoagulante capaz de agravar o quadro de hemorragia
(SAKURAI et al., 2003).

Campos et al. (2013) avaliaram a atividade enzimatica proteolitica, das PLAs e
das LAAOs obtidas do veneno de cinco diferentes espécies de Bothrops: Bothrops
jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops neuwiedi, e Bothrops
alternatus, que sdo as espécies utilizadas na producdo do soro comercial preparado em
cavalos. Nesse estudo, os autores constataram significativa variacdo na atividade enzimatica
entre as espécies, onde 0 veneno da Bothrops moojeni mostrou a atividade enzimatica mais
elevada, seguida de maneira decrescente pelos venenos de Bothrops neuwiedi, Bothrops

jararacussu, Bothrops jararaca e Bothrops alternatus.

A participagdo de mediadores da resposta inflamatoria induzida por serpentes do
género Bothrops assim como a interacdo bioldgica entre substancias presentes nos venenos e
componentes da resposta imune ja esta bem caracterizada na literatura (TREBIEN,;
CALIXTO, 1989; BARBOSA et al., 2003; ARAUJO et al., 2000).
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Por exemplo, a inflamacdo induzida pela toxina da serpente Bothrops asper é
marcada por uma rede complexa de mediadores quimicos ativados através da lesdo induzida
por metaloproteases e fosfolipases. Estas enzimas atuam iniciando uma cascata de eventos
que culminam com a liberacdo de metabdlitos derivados do &cido aracdonico (AA),
mediadores oy e op-adrenérgicos, além da liberacdo de citocinas inflamatdrias como
Interferon-y (INF-y), Interleucinas do tipo 1 e 6 (IL-1 e IL-6, respectivamente) e Fator de
Necrose tumoral (TNF), bem como Leucotrieno B4 (LTB,), Tromboxano A, (TXA,), Oxido
Nitrico (NO), aumento na expressdo de P e L selectinas, além de outros fatores (TEXEIRA,
2009). Entretanto, para outras serpentes do género Bothrops, como a Bothrops jararacussu,

pouco se sabe sobre os mecanismos e mediadores evolvidos nos seus efeitos locais.

Tabela 1. Mediadores da resposta inflamat6ria envolvidos no edema induzido por venenos
botroépicos.

Bothrops Bothrops Bothrops Bothrops
jararaca insularis Moojeni lanceolatus
(TREBIEN; CALIXTO, (BARBOSA et al., (NASCIMENTO et al. (ARAUJO et al.,
1989; GONCALVES; 2003). 2009) 2000).
MARIANO, 2000)

Prostanoides + + + +
Histamina - + + -
Serotonina + - NA -

NO NA + - NA

N&o analisados (NA)

1.2. A serpente Bothrops jarracussu

A Bothrops jararacussu pode ser encontrada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste
do Brasil. Esta serpente € considerada uma das maiores espéecies do género podendo alcancar
2,2 m de comprimento, e em um Unico bote pode inocular até 1200 mg de veneno, o0 que em
um individuo adulto de 70 kg equivaleria a dose 17 mg/kg. E conhecida por sua coloragio
caracteristica a regido frontal da cabeca negra e as laterais amarelas, possui 0 dorso de

coloracdo negra com intervalos obliquos de coloragdo amarela forte e o ventre
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predominantemente amarelo como demonstrado na Figura 1 (CAMPBELL; LAMAR, 2004;
MELGAREJO, 2003; ARCOLINE 2006).

Figura 1. A serpente Bothrops jararacussu.

(Fonte: CAMPQS, 2014).

Um dos primeiros relatos experimentais dos efeitos localmente produzidos pela
injecdo do veneno da Bothrops jararacussu demonstra que a injecdo de doses subletais do
veneno da Bothrops jararacussu (5 — 20 pg) no musculo tibial anterior produzia uma grande
area de necrose, fendmeno que os autores atribuiram a um possivel efeito direto do veneno
nos tecidos (QUEIROZ et al. 1984).

Em 1988, foi isolada do veneno da Bothrops jararacussu uma miotoxina que
ndo exibiu nenhuma atividade semelhante a PLA, Tal substancia foi denominada
bothropstoxina. Este composto isolado foi caracterizado com atividade exclusivamente
miotoxica, diferente do veneno total que possuia forte efeito hemorragico associado
(BRANDEBURGO, et al. 1988). No mesmo ano Melo e Kurtz (1988) demonstraram que 0
veneno da Bothrops jararacussu induzia um dano direto no reticulo sarcoplasmaético de
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maneira independente da participacdo da PLA, uma vez que os estudos foram realizados in

vitro e na auséncia de célcio.

A atividade da PLA; chamada de bothropstoxina Il, isolada do veneno da
Bothrops jararacussu, foi demonstrada por Gutiérrez et al. (1991) em camundongos. Neste
trabalho os autores observaram que a bothropstoxina Il induziu um rapido aumento dos
niveis plasmaticos de creatina quinase. Alteragdes histopatoldgicas ultraestruturais
demonstram, ainda, que esta toxina afeta fibras musculares destruindo a integridade da
membrana plasmatica (GUTIERREZ et al. 1991).

Posteriormente, Cintra et al. (1993) avaliaram a sequéncia de aminoacidos das
bothropstoxina |1 e a classificaram como uma Lys49-PLA, capaz de produzir dano as
membranas de maneira independente de calcio (CINTRA et al.,1993; GIOTTO et al., 1998).
Somente em 1998 foi identificada a sequéncia de aminoécidos da bothropstoxina Il que
passou a ser classificada como uma ASP49-PLA, com atividade miotoxica dependente de
calcio (PEREIRA et al., 1998).

A composicdo do veneno da Bothrops jararacussu foi descrita mais
detalhadamente por Kashima et al. (2004). Ao avaliar as sequéncias de aminoacidos
encontradas no veneno 0s autores constataram uma similaridade para a PLA; isolada do
veneno da Bothrops jararaca, onde 83,2% eram variantes homoélogas a Lys49-PLA,
(bothropstoxina 1), apenas 0,1% correspondiam a forma basica da Asp49-PLA;
(bothropstoxina 1) e 0,6 % eram referentes a forma acida da Asp49-PLA, chamada de
bothropstoxina Ill. Ao lado desta classe muito abundante de proteinas foram encontradas 88
transcricbes para sequéncias putativas de metaloproteases. Outras 25 transcri¢oes
relacionadas com lectinas do tipo C e um grupo de oito serina- proteases distintas. Foi
identificado ainda um fator de crescimento do nervo (NGF-Bj) com 92 % de semelhanca ao
NGF humano.

Apesar do conhecimento acerca dos efeitos locais relacionados ao veneno da
Bothrops jararacussu, o envolvimento de mediadores da resposta inflamatoria foi
demonstrado somente em 1998 por Landucci et al. através da modulacdo farmacoldgica do
edema induzido pela injecdo da bothropstoxinas I e 1l. Neste trabalho os autores observaram
que o pré-tratamento com ciproheptadina (antagonista de receptores H1 e 5HT3) inibiu a

formacdo de edema em ratos. No mesmo ano foi demonstrado, através de uma avaliagdo
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histopatoldgica, que a injecdo de 5 pg do veneno da Bothrops jararacussu na pata induz
intenso edema observado 1 hora ap6s (PEREZ et al., 1998).

Posteriormente, de Castro et al. (2000) demonstraram que a injegéo
intraperitoneal de bothropstoxinas I e I, principalmente a 1l induz a migracdo de leucocitos
para a cavidade através de um mecanismo independente da atividade de mastocitos e da
atividade enzimatica, uma vez que, o pré-tratamento com o p-bromofenacil bromide (um
inibidor da atividade enzimatica das PLA) e a deple¢do de mastdcitos com o composto 48/80
néo interferiu nos resultados. Em 2008, foram identificados, por espectrometria de massa
peptideos potenciadores de bradicinina presentes no veneno da Bothrops jararacussu. A
avaliacdo dos efeitos bioldgicos desses compostos demonstrou que estes aumentam o

recrutamento e a adesdo de leucdcitos e sdo potencialmente vasodilatadores (RIOLI, 2008).

Mais recentemente foi demonstrado que uma lectina purificada do veneno da
Bothrops jararacussu pode reconhecer glicoligantes na superficie de neutrofilos e promover
a polarizacdo e a migracao de neutrofilos in vitro (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2011). Além
disso, Patrdo-Neto et al. (2013) demonstraram que a dexametasona pode impedir os efeitos

locais desse veneno.

Sistemicamente a complicagdo mais comum entre 0s casos letais associados a
acidentes ofidicos botropico, ¢ a insuficiéncia renal aguda (IRA). Este processo pode ocorrer
mesmo apds o tratamento com o soro antiofidico. Havt et al. (2001) demonstraram que 0
veneno da B. jararacussu altera diversos parametros funcionais renais. Neste trabalho os
autores observaram diminuicdo da pressdo de perfusdo e da resisténcia vascular renal. No
entanto, a taxa de filtracdo glomerular e o fluxo urinario aumentaram significativamente.
Sendo que, partes desses efeitos deletérios mostraram-se dependentes da participacdo do
Fator Ativador de Plaquetas (PAF).

Estes trabalhos reforcam a idéia de que a resposta inflamatéria contribui para os
efeitos locais do veneno da Bothrops jararacussu e que pouco se sabe a cerca dos

mecanismos patologicos associados a este veneno.
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1.3. A resposta inflamatoria local

A inflamagdo é uma resposta vascular, celular e humoral, responsavel pelo
processo defensivo dos organismos vivos frente a agentes agressores. Este processo
fisiolégico envolve uma acdo coordenada entre o sistema imunoldgico e o tecido no qual
ocorreu a lesdo. Por incorporar varios mecanismos bioldgicos como a formacéo de edema,
fagocitose, angiogénese, liberacdo de mediadores quimicos, além de outros fatores, a
inflamacéo passou a ser entendida como um processo proveniente de uma soma de eventos,
que de acordo com o tempo de evolucgéo e as caracteristicas patoldgicas envolvidas, pode ser

classificada em inflamacdo aguda ou crénica (COLLINS, 2000).

A inflamacdo aguda local é caracterizada como uma resposta rapida e de curta
duragéo (horas a dias), apresentando trés fases distintas na primeira ocorrem alteracdes no
calibre vascular, que levam ao aumento no fluxo sanguineo; na segunda fase iniciam-se as
alteracdes estruturais na microcirculacdo, que permitem a passagem de proteinas plasmaticas
e leucdcitos através do endotélio; na terceira e Gltima fase ocorre a migracdo de leucécitos
da microcirculagdo para o foco da lesdo (COLLINS, 2000; RINGLER, 2000).

As reacdes vasculares sdo mediadas por fatores quimicos derivados de proteinas
plasméticas ou células inflamatérias que sdo produzidos ou ativados pelo estimulo de
agentes agressores. Tais mediadores, agindo isoladamente, em conjunto ou em sequéncia,
amplificam a resposta inflamatdria que s6 termina quando o agente agressor é eliminado e 0s
mediadores produzidos sdo inativados (PEREIRA, 2004). Esse conjunto de alteracdes

vasculares leva a formacao de edema e infiltragdo celular nos tecidos.

O edema inflamatdrio é basicamente composto por agua, eletrdlitos e proteinas,
cuja formacdo inicia-se a partir de uma série de eventos que interferem na microcirculacéo
sanguinea local. Inicialmente, ocorre uma vasoconstriccdo, seguida de uma vasodilatacdo
reflexa. A transicdo de constricdo para dilatacdo vascular € mediada por fatores derivados de
mastocitos como leucotrienos (LT), prostaglandinas (PG) e, particularmente, a histamina
(HIS) e a serotonina (5-HT) que contribuem para a vasodilatacdo. Tal aumento do calibre do
vaso permite a intensificagdo do fluxo sanguineo local, seguido do extravasamento do fluido

intravascular para o intersticio (ALLER, 2006).
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A permeabilidade vascular é um dos fatores principais dentro da formacéo do
edema inflamatério e mediadores como HIS, bradicinina (BK), LT, componentes do
complemento, fator ativador de plaquetas (PAF) e as taquicininas, derivadas das fibras
sensoriais aferentes desmielinizadas (fibras C), como a substancia P atuam isoladamente ou
em conjunto para auxiliar a chegada de células e fatores solUveis, como anticorpos e
proteinas de fase aguda, ao sitio de lesdo tecidual. Estes fatores alteram intensamente as
funcbes de barreira dos pequenos vasos e aumentam a permeabilidade dos capilares e
vénulas a agua e proteinas (COLLINS, 2000; RINGLER, 2000; ALLER et al., 2006).

As citocinas como a IL-1 e 0 TNF-o atuam aumentando a permeabilidade
vascular promovendo uma reorganizacgdo estrutural do citoesqueleto das células endoteliais
fazendo com que estas se retraiam e se separem. As alteracGes vasculares promovidas por
estas substancias tém efeito mais duradouro, do que o promovido pelas aminas vasoativas
(HIS e 5-HT), podendo o efeito ser mantido por 24 horas ou mais (COLLINS, 2000).

1.4. Papel dos prostandides na resposta inflamatoria aguda

Prostaglandinas, tramboxanos e leucotrienos coletivamente chamados de
eicosandides sdo substancias lipidicas derivadas do metabolismo do &cido aracdbnico (AA),
um &cido graxo constituinte das membranas celulares. Diversos estimulos fisioldgicos ou
mesmo patolégicos podem desencadear a biosintese dos metabolitos do acido aracddnico
através da ativacao das fosfolipases A, (PLA,), que uma vez ativadas clivam os fosfolipidios
da membrana liberando 0 AA (LONE; TASKEN, 2013).

O metabolismo do AA livre é realizado por duas classes de enzimas: As
ciclooxigenases e as lipoxigenases. As ciclooxigenases apresentam trés isoformas
denominadas ciclooxigenase-1 (COX-1), que € uma enzima constitutiva e esta presente na
maioria das células, a ciclooxigenase-2 (COX-2) que é uma forma induzivel da enzima e
estd presente em varios tipos de células e tecidos sendo expressa principalmente a partir da
sinalizacdo de citocinas como o TNF e a IL-1 durante a resposta inflamatéria e a
ciclooxigenase-3 (COX-3), que parece desempenhar uma atividade semelhante a da COX-1
no Sistema Nervoso Central (SNC), mas, o seu papel em processos patoldgicos ainda nao é
bem elucidado. As COXs s&o enzimas responsaveis pela produgdo dos prostandides como as
prostaglandinas (PGE,, PGF, e PGD,), prostaciclina (PGl,) e tromboxanos (TXA; e TXB,)
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e as lipoxigenases sdo responsaveis pela producdo de leucotrienos e lipoxinas (COLLINS,
2000, NETO et al., 2011, LONE; TASKEN, 2013) (FIGURA 2.)

Figura 2. Cascata de formacao dos eicosanoides durante o processo inflamatorio.
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O 4cido aracddnico (AA) liberado pela agdo de fosfolipases A, (PLA;) enddgenas ou oriundas de venenos
botrépicos pode ser metabolizado por duas classes de enzimas: as ciclooxigenases (COX) e as lipoxigenases
(ALOX5). As COXs apresentam isoformas denominadas ciclooxigenase-1 (COX-1) e a ciclooxigenase-2 (COX-
2) que é a forma cuja expressdo pode ser regulada pela atividade das citocinas (Fator de Necrose Tumoral- o
[TNF-a] e Interleucina 1P [IL-1B]) bem como pela agdo do veneno da B. asper (mecanismo desconhecido). As
COXs séo enzimas responsaveis pela producao dos protandides como as prostagandinas (PGH2, PGE,, PGF2,, e
PGD,), prostaciclina (PGl,) e tromboxanos (TXA, e TXB,) e as lipoxigenases sdo responsaveis pela producéo
de leucotrieno B, e C4 (LTB4e LTC,) e lipoxinas. Apds a sintese o0s eicosandides atuam em receptores acoplados
a proteina G em diversos tipos celulares e desempenham funcdes fisiolégicas ou patoldgicas dependendo do
contexto. Receptores 1 e 2 de TNF-a (TNFRI1 e TNFR2), Receptor de IL-1 (ILIRA), Tromboxano sintases
(TxS), LTA4 hidrolase (LTA4H), LTC4 sintase (LTC4S), prostaglandinas sintase (PGIS, PGES, PGDS,PGFS),
Receptores de PGE2 (EP1- EP4), Receptor PGD2 (DP), Receptor PGF2 (FP), Receptor PGI2 (IP), Receptores
de LTB4 (B-LT1 e BLT2), Receptores de Leucotrienos Cisteinico (CysLT1 e CysLT2) e Receptor TXA2 (TP).
(Fonte: Figura adaptada de Fletcher, et al., 2010).
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Os prostanoides localmente produzidos durante o processo inflamatorio agudo
atuam como autacéides (moléculas de meia vida curta que sinalizam de forma paracrina) e
iniciam sua funcdo ao ligar-se a receptores acoplados a proteina G de varios tipos celulares
produzindo, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e inibicdo da agregacéo
plaquetaria, um conjunto de efeitos que auxiliam na migracdo de leucdcitos, e contribuem
para a formacéo do edema de acordo com a FIGURA 2 (FLETCHER, 2010).

Na resposta inflamatdria resultante da injecdo da carragenina, a participacdo das
prostaglandinas na formacdo e manutencdo da resposta edematogénica estd bem
caracterizada como um evento mais tardio observado horas apos a injecdo desse estimulo
(VINEGAR, 1976). Este padrdo de resposta ndo se reproduz na resposta inflamatoria local
induzida por venenos botrdpicos onde é evidenciada a participacdo desses mediadores ja nas
fases iniciais da resposta edematogénica (TREBIEN; CALIXTO, 1989; de FARIA et al.,
2001; BARBOSA et al.,, 2003). A hipotese que justifica este contraste é baseada na
composicdo dos venenos que possuem uma variedade de fosfolipases ativas capazes de
clivar os fosfolipidios de membrana rapidamente (ESCARSO et al., 2000; KETELHUT et
al., 2003; PANUNTOA et al., 2006). Além disso, foi demonstrado recentemente que o
veneno da Botrhops asper pode diretamente induzir a expressdo da COX-2 em neutrofilos e
macrofagos isolados (MOREIRA et al., 2009).

1.5. Papel dos neutrofilos na resposta inflamatoria aguda

A migracdo de leucdcitos é resultado de uma interacdo bioldgica complexa que
pode ser orquestrada por uma vasta variedade de fatores de origem intrinseca ou extrinseca
ao organismo. Durante a resposta inflamatoria, os neutrofilos compdem a primeira linha de
defesa da resposta imune celular, devido a sua capacidade de migrar rapidamente em dire¢cdo
a fatores quimiotaticos liberados durante a resposta inflamatoria local, incluindo fatores
quimioatraentes enddgenos, como por exemplo, o leucotrieno B4, IL-8, C5a, e o fator
ativador de plaquetas (PAF) e fatores exdgenos, tais como o Formil-Metionil-Leucil-
Fenilalanina (fMLP) derivado da parede bacteriana (LUSTER et al., 2005; SADIK et al.,
2011).

Durante a homeostase os neutréfilos sdo encontrados no centro dos vasos

sanguineos. Entretanto, estas células sentinelas rapidamente respondem ao menor estimulo
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inflamat6rio migrando para o local exato do dano. Apesar da velocidade da resposta dos
neutrdfilos, para que estas células efetivamente consigam deixar o leito vascular e atingir o
seu alvo, é necessario uma série de mudancas vasculares e celulares (WENINGER et al.
2014).

Logo ap6s o dano ou o0 contato com microrganismos invasores, mastocitos,
macrofagos e células dendriticas residentes nos tecidos produzem e liberam quimiocinas
com a IL-8 e o LTB4 e citocinas como o TNF-a, ¢ a IL-1p. Estas substancias atuam
contribuindo para amplificar a vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular
levando a diminuicdo da velocidade do fluxo sanguineo que facilita a aproximacdo dos
neutrofilos a margem endotelial. O contato dessas citocinas com receptores especificos
induz a ativacdo de mecanismos celulares que levam a exposicdo de selectinas na superficie
da membrana dos neutrofilos (L-selectina) e das células endoteliais (P e E-selectinas)
(WENINGER et al. 2014). (FIGURA 4).

Uma vez que os neutrofilos ativados sdo quimicamente atraidos e aproximam-se
do endotélio, ocorrem as interagdes entre as selectinas presentes na membrana dos
neutréfilos e aquelas expostas na superficie endotelial com carboidratos ligantes de
selectinas (Sialyl Lewis X). Contudo, essa interacdo possui baixa afinidade (Kd ~100mm) e
0 estresse de cisalhamento sanguineo faz com que estas ligacdes iniciais se desfacam e
novas interagdes sejam feitas. A sucessdo desses eventos permite que o neutrofilo “role”
sobre as células endoteliais. Posteriormente, quando os neutréfilos estdo proximos ao local
do dano passam a ser expressas as moléculas de adesdo firme chamadas integrinas. As
Moléculas de Adesdo Intercelulares (ICAM) ou a Molécula de Adesdo de Células
Vasculares - 1 (VCAM-1), expressas nas células endoteliais, interagem com os neutroéfilos a
partir de fortes ligagdes com as integrinas do tipo Antigeno-1 Associado a Func¢édo
Linfocitaria (LFA-1) ou a VLA-4, o que facilita a fixacdo dessas células ao revestimento
endotelial (ABBAS et al. 2008) (FIGURA 4).

Apds a fixagdo firme dos neutrdfilos ao endotélio essas células iniciam o
processo de extravasacdo a favor de um gradiente de fatores quimioatraentes enddgenos ou
exogenos presente nos tecidos. A extravasacdo, transmigracdo ou diapedese dos neutréfilos
pode ocorrer de duas formas distintas: 1) com auxilio de proteases lisossomais essas células

rompem a membrana basal vascular do espaco interendotelial e extravasam para o intersticio
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pela via paracelular ou 2) atravessam as células endoteliais chegando ao intersticio em um

fendmeno conhecido como diapedese transcelular (WENINGER et al. 2014) (FIGURA 4).

Uma vez no intersticio, o neutr6filo desempenha um papel fisioldgico
importante de fagocitar e destruir agentes estranhos. Entretanto, quando o processo
inflamatdrio se da de maneira descontrolada, um numero excedente de neutrofilos pode
produzir grande quantidade de radicais livres e contribui para lesionar os tecidos e
amplificar os danos (WENINGER et al. 2014).

Figura 3. Recrutamento, migracao e diapedese de neutréfilos.
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Ap6s o estimulo inflamatdrio, quimiocinas e citocinas ativam neutréfilos e células endoteliais
induzindo uma serie de modificagdes morfoldgicas em ambos os tipos celulares, o que permite a
ligagdo e rolamento - mediante a interacdo entre selectinas (P, L e E-selectinas) com carboidratos
ligantes de selectinas (Sialyl Lewis X). A adesdo ao endotélio — dependente da interagdo com
integrinas (LFA-1, VLA-4, ICAM e VCAM), e a diapedese dessas células para os tecidos pelas vias
paracelular e tanscelular. Fonte: Figura adaptada de WENINGER et al. (2014).

1.6. Célcio intracelular: A marca registrada da ativacao dos neutrofilos

Durante a resposta inflamatoria, os neutréfilos podem se movimentar em direcéo
a um alvo, aderir ao endotélio vascular, produzir Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e

secretar peptideos antimicrobianos e enzimas proteoliticas (LUSTER et al. 2011). Estas e
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outras fungdes iniciam-se com ativagdo dos neutréfilos, que podem ser regulada por fatores
enddgenos (IL-8, LTB,4, C5a e PAF) ou exdgenos (fMLP) ao organismo (LUSTER et al.,
2005; SADIK et al., 2011). A ligacdo desses fatores a receptores de membrana acoplados a
uma proteina G, desencadeiam diversos mecanismos de sinalizacdo intracelular, marcados
pelo aumento intracelular dos niveis de calcio. Desta forma, o influxo de célcio é visto como
um mecanismo comum de ativacdo de neutrofilos estimulados por diferentes mediadores
inflamatdrios (SALMON; AHLUWALIA, 2010).

A entrada de calcio nos neutréfilos inicia-se, por exemplo, com a ligagdo de um
fator quimiotatico (FMLP, IL-8 ou LTB4) ao seu receptor na membrana do neutréfilo. Esta
ligacdo ativa a proteina G que estimula a Fosfolipase C (PLC) a produzir 1,4,5 Tifosfato de
Inositol (IP3) a partir de fosfolipideos da membrana, este fator por sua vez, sinaliza sobre o
Reticulo Endoplasmético (RE) provocando uma répida e transitoria liberagdo das reservas de
calcio no citosol seguido pelo influxo de calcio através da membrana (SALMON;
AHLUWALIA, 2011) (FIGURA 4).

Figura 4. Entrada de célcio nos neutrofilos dependente e independente de estoque.
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Com a ligacdo de um fator quimiotatico (fMLP, IL-8 ou LTB4) ao seu receptor na membrana do
neutréfilo. Esta ligacdo ativa a proteina G que estimula a Fosfolipase C (PLC) a produzir 1,4,5
Trifosfato de Inositol (IP3) provocando uma rapida e transitéria liberacdo das reservas de célcio
Reticulo Endoplasmatico (RE). A deplecdo das reservas de calcio do RE ativam Moléculas de
Interagdo Estromal 1 (STIM1) que migram para a membrana do neutrofilo, se acoplam as proteinas
canais para célcio (ORAIL) provocando uma mudanga conformacional no canal que passa a permitir
a entrada de célcio através de Canais Operados por Estoque (SOC). Além disso, a ativagdo do
TRPC3 pode implicar no influxo de calcio direto e independente de estoque. (Fonte: Figura adaptada
de SALMON e AHLUWALIA, 2011).
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Este influxo de célcio através da membrana pode ser explicado atraves de duas
hipoteses. Na primeira acredita-se que a deplecdo das reservas de célcio do RE ativam
Moleéculas de Interacdo Estromal 1 e 2 (STIM1 e STIM2) que migram para a membrana do
neutrofilo se acoplam as proteinas canais para célcio (ORAIL) provocando uma mudanca
conformacional no canal que passa a permitir a entrada de Célcio através de Canais
Operados por Estoque (SOC) (SALMON; AHLUWALIA, 2011). A outra hipdtese baseia-se
na entrada de Calcio Regulada por Receptores (ROC). Vérios trabalhos apontam que as
proteinas canais para calcio presentes na membrana citoplasmatica dos neutrdfilos
pertencem & superfamilia dos Receptores de Potencial Transiente (TRP). Em particular, o
RNAm para receptores TRPC1, TRPC3, TRPC4 e TRPC6 foram encontrados em
neutrofilos. As hipoteses mais aceitas acerca destes mecanismos afirmam que o SOC
interage com os receptores TRPC1 e TRPC6 para produzir o influxo de célcio enquanto que
a ativacdo do TRPC3 implica no influxo de calcio direto e independente de estoque
(BURGOS et al. 2011) (FIGURA 4).
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos estudos experimentais tém demonstrado a participacdo de varios
mediadores inflamatorios, no dano tecidual induzidos por venenos de diversas serpentes
como a Bothrops jararaca, Bothrops insulares, Bothrops ilhoa dentre outras (TREBIEN;
CALIXTO, 1989; GONGALVES; MARIANO, 2000; ARAUJO et al., 2000; BARBOSA et al., 2003).
Contudo, em relacdo ao veneno da Bothrops jararacussu, praticamente ndo ha qualquer
descricdo, até onde conhecemos, sobre a resposta inflamatoria tecidual e os mecanismos
associados a este veneno. Desta forma, considerando a intoxicacdo botropica um processo
multifatorial, espécie especifico com participacdo direta de fatores relacionados a resposta
inflamat6ria aguda, decidimos investigar os mecanismos e mediadores envolvidos na
resposta inflamatdria local induzida pelo veneno bruto da Bothrops jararacussu, uma das
serpentes nativas mais agressivas da América do Sul. A descoberta de mediadores essenciais
para o desenvolvimento da resposta inflamatéria que contribui para o dano local induzido
pelo VBjsu poderia oferecer uma alternativa terapéutica complementar a soroterapia

tornando o tratamento mais eficaz.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos e mediadores envolvidos na resposta inflamatdria

local induzida pelo veneno bruto da Bothrops jararacussu.

3.1. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de concentracbes crescentes e o curso temporal das alteracdes
histopatoldgicas induzidas pelo VBjsu na resposta inflamatéria local na pata de

camundongos;

e Estudar a participacdo de mediadores inflamatdrios (histamina, prostandides,
citocinas [TNF-a e IL-1B], e da COX-2) na resposta inflamatdria local induzida pelo

VBjsu na pata em camundongos;

e Investigar a participacdo de células inflamatdrias, mastocitos e neutrdfilos, e das
fibras sensoriais aferentes sensiveis a capsaicina na resposta inflamatoria local

induzida pelo VBjsu na pata em camundongos;

e Auvaliar o efeito quimiotatico direto do VBjsu sobre neutrofilos humanos in vitro e a

influéncia deste sobre a dindmica intracelular de célcio.
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4. MATERIAL E METODOS

“NGs somos o que repetidamente fazemos.

Exceléncia, entdo, ndo é um ato, mas um hdbito”. (Aristételes)
4.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos em animais foram realizados ap6s aprovacdo no Comité
de Etica em Pesquisa Animal (CEPA, nimero de protocolo 66/2012 — anexo 11) de acordo
com as diretrizes apresentadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA). Os estudos utilizando neutrofilos isolados de humanos foram
realizados apds aprovacdo no Comité de Etica Humano da Universidade Federal do Ceara
(protocolo 543.774) e todos os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE), em anexo.

4.2. Local de execucao

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacdo e do Céancer (LAFICA), do departamento de Farmacologia e Fisiologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard (UFC) e no Laboratério da
Inflamacdo e Dor do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/Universidade de S&o Paulo (FMRP/USP).

4.3. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos suigos fémeas com
peso variando entre 25 — 27 g distribuidos aleatoriamente em grupos experimentais (n=7 por
grupo). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cearad - UFC. Durante
o0 periodo de adaptacéo e realizacdo dos experimentos os animais foram acondicionados em
gaiolas de polipropileno, medindo 40 centimetros (cm) de comprimento, 31 cm de largura e
17 cm de altura, forradas com raspa de madeira, trocadas duas vezes por semana. Os animais
permaneceram em um ambiente com temperatura de 22 £ 2 °C com exaustao de ar, ciclo de

12h claro/12h escuro, com livre acesso a agua e racao padrdo ad libitum.



4.4. Aparelhos e instrumentos laboratoriais

Agitador Vortex — Cetomart MV

Balanca Analitica Ohaus AS2600

Cémera de contagem Neubauer

Centrifuga refrigerada Eppendorf 5804R

Contador Automatico de Células - Colter

Deonizador de agua Mili-Q, Millipore
Espectrofotdmetro de placas - ELISA ELX800, Biotek
Freezer -80°C, Thermo Scientific

Fluxo Laminar

Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8

Estufa Incubadora de CO,

Lamina lisa para microscopia 26 x 76 mm

Laminula 24 x 32 mm

Material cirurgico

Medidor de pH, Hanna Instruments HI 8519N
Microscopio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2
Microscopio Optico binocular acoplado & camera fotografica Olympus
Microscopio optico de invertido Nikon Diaphot
Microscopio Confocal, Olympus

Micropipetas Gilson de 2, 20, 200 e 1000 pL
Micropipeta Multicanal Gilson 200 pL

Pipetas soroldgicas de 1, 5e 10 mL

Placa estéril de 24 e 96 pocos

Tubos de Falcon 15 e 50 mL

Céamara de Boyden (Neuro Probe Inc.)

Pletismbmetro (UgoBasile 7140)

N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
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4.5. Veneno, drogas, soluces, corantes e anticorpos

45.1. Veneno

v" O veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) liofilizado foi obtido do Instituto
Butantan, S&o Paulo e estocado a - 20 °C. Para avaliar a atividade bioldgica do

veneno, aliquotas foram reconstituidas em solucéo salina 0,9 %;

4.5.2. Drogas

Dexametasona (Decadron®, Aché Laboratdrios farmacéuticos SA)
Loratadina (Loratadina®, Nova Quimica Farmacéuticos LTDA)
Composto 48/80 (Sigma)

Capsaicina (Sigma)

Infliximabe (Remicade®, Schering-Plough Co.)

Indometacina (Sigma)

Celecoxibe (Celebrex®, Pfizer Pharmaceuticals LLC)
Fucoidina (Sigma)

Carragenina (Sigma)

Formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina (fMLP) (Sigma)

IL-8 (Sigma)

Teofilina (Sigma)

Terbutalina (Sigma)

NN N N N N N N N N N R NN

Tribromoetanol 2% (Sigma)

4.5.3. Solugdes

Avidina-Peroxidase (Dako)
Agua destilada

Agua Mili-Q

Alcool 70%

Diaminobenzidina —DAB (Dako)

NN NN



ISR N N N U N N N NI

Dimetil Sulféxido (DMSQO) a 10% (Merck)

Meio de cultura RPMI (Sigma)

O-dianisidina (Sigma)

Paraformaldeido 4% (PFA)

Peroxido de Hidrogénio 30% (Sigma)

Salina tamponada com fosfato (PBS)

Solucao salina estéril (NaCl 0,9%).

Soro Bovino fetal (Sigma)

Tampdo fosfato de potéssio

Tampdo de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB)
Tripsina-EDTA 0,25% (Sigma)

Solucéo Salina Equilibrada de Hank (HBSS) (Sigma)

4.5.4. Corantes

NN N N N RN

Azul de tripan 0,04%, (Sigma)
Hematoxilina (Merck)

Eosina (Merck)

Romanowsky (Dade Behring)
Fluo-4 (Invitrogen)

Hematoxilina de Harry (sigma)

4.5.5. Anticorpos

40

v Anticorpo primario anti-COX-2 produzido em caprinos (Santa Cruz Biotechnology,

<\

Santa Cruz, CA, EUA).

Anticorpo secundario produzido em coelhos anti o anticorpo primario produzido em

caprinos (sc-2018 kit, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA).
Anticorpo primarios anti-1L-1p produzido em coelhos (R&D systems)

Anticorpo primarios anti-TNF-a produzido em coelhos (R&D systems)

Anticorpo secundario produzido em caprinos anti 0s anticorpos primarios anti-TNF-

a e anti-IL-1p produzido em coelhos (R&D systems)
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4.6.Experimentos realizados com animais

4.6.1. Edema de pata

Neste estudo, inicialmente foi aferido o volume inicial (V1) do membro posterior
direito até a articulacdo tarsometatarsica mediante pletismografia (UgoBasile 7140). Em
seguida, foi realizada a injecdo intraplantar (i.pl.) em diferentes grupos de solucéo salina
estéril (0,9 %), VBjsu (0,125 — 8 pg/pata), ou carragenina (300 pg/pata) em volume
constante de 30 pL. A diferenca de volume da pata foi mensurada em varios intervalos de
tempo sendo que os valores obtidos para cada faixa de tempo de avaliacdo correspondeu ao
volume final (VF). Desta forma, a variacdo do volume da pata serd expressa em

percentagem de variacdo conforme a seguinte formula:

I
x100

Variagdo do volume da pata (%) = i

4.6.2. Protocolos experimentais

I - Curva concentracdo resposta do VBjsu: Foi realizada a injecdo i.pl. de solucédo salina
estéril (0,9 %) ou VBjsu nas concentracdes de 0,125, 0,5, 2 e 8 pg/pata. Apos 0,5; 1,5; 2,5;
4,5; 6,5; 12,5 e 24,5 horas da administracdo do veneno ou solugdo salina a variacdo de

volume da pata foi determinada por pletismografia.

Il — Avaliacdo do envolvimento de mediadores inflamatérios no edema induzido pelo
VBjsu: Para isso foi realizada a administragdo de um glicocorticoide, a dexametasona (1
mg/Kkg, i.p., controle positivo) 1 h antes da inje¢do de VBjsu (8 pg/pata) ou carragenina (300

ng/pata) em diferentes grupos de animais.

11 - Avaliacdo da participacdo da histamina e receptores H;: Para isso a administracao
do antagonista de receptores H;, loratadina (5 mg/kg, v.0) diluida em solucéo salina estéril
(0,9 %), foi realizada uma hora antes da injegdo do VBjsu (8 pg/pata, i.pl.).
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IV - Avaliacdo da participacdo dos mastocitos: Foi induzida a deple¢do de mastdcitos
utilizando o composto 48/80 (0,6 mg/kg, i.p) dissolvido em solugéo salina, administrado a
cada 12 horas durante 3 dias consecutivos. Somente no quarto dia foi administrada a dose de
1,2 mg/kg. No quinto dia os animais depletados de mastécitos foram submetidos a injecdo

do VBjsu (8 ug/pata, i.pl.).

V - Avaliagdo da participacéo das fibras C: A dessensibilizagdo das fibras aferentes
primarias foi realizada utilizando doses tdxicas de capsaicina diluida em etanol mais tween
80 % e PBS na proporcdo de 1:1:8, administrada (25 mg/kg, s.c.), seguida da administracéo
de outras doses de 50 mg/Kg, 12, 24 e 48 horas ap0s a primeira aplicacdo (Junqueira Junior,
2011). Para neutralizar a depressao respiratoria antes da aplicacdo da capsaicina os animais
foram anestesiados com tribromoetanol 2,5 % (1 mL/100 g) e pré-tratados com teofilina (20
mg/kg, i.p) e terbutalina (0,2 mg/kg, i.p). Os animais dessensibilizados foram submetidos a

injecdo do VBjsu (8 pg/pata, i.pl.).

VI - Avaliacdo da participagdo do TNF-e: Foi administrado o anticorpo anti-TNF-a,
Infliximabe (5 mg/kg, i.v.) diluido em solugdo salina estéril (0,9 %), uma hora antes da
injecdo do VBjsu (8 pg/pata, i.pl.).

VIl - Avaliagdo da participagdo de prostaglandinas: Para isso foi utilizado um
antagonista inespecifico para a enzima ciclooxigenase (COX), a indometacina (10 mg/kg,
i.p.), diluida em solucdo de bicarbonato de sddio 5 %, administrada uma hora antes da
injecdo VBjsu. Outro grupo de animais foi submetido ao pré-tratamento com um antagonista
especifico para COX-2, celecoxibe (5 mg/Kg, i.p.), diluido em solucéo salina estéril (0,9 %),
30 minutos antes da injecdo do VBjsu (8 pg/pata, i.pl.).

VIl - Avaliagdo da participacdo dos neutrofilos: Para isso foi administrado um
modulador da P- e L-selectinas, a fucoidina (25 mg/kg, i.p), diluida em solucéo salina estéril

(0,15 M), administrada 30 minutos antes da inje¢do do VBjsu (8 pg/pata, i.pl.).
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Em todos os protocolos, apds a injecdo do VBjsu a variacdo do volume da pata
nos animais foi aferida a 0,5; 1,5; 2,5 e 4,5 horas respectivamente. Ao final da Gltima
determinacdo do volume plantar, os animais foram eutanasiados mediante deslocamento
cervical. A superficie plantar foi seccionada e as amostras de tecidos obtidas foram
utilizadas para determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO), andlise
histopatoldgica, dosagem de citocinas (TNF-a e IL-1B), e avaliagdo da imunoexpressdo da

COX-2, como descrito abaixo.

4.7.Ensaio para determinacéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A MPO € uma enzima presente nos granulos azurofilos dos neutréfilos utilizada
como marcador indireto da presenca dessas células nos tecidos inflamados. A atividade
enzimatica da MPO foi detectada de acordo com o meétodo colorimétrico anteriormente
descrito por Bradley et al., (1982). Para isso a MPO foi extraida a partir de amostras da pata
em suspensdao com 0,5 % de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) misturado com tampédo de
potassio na propor¢do de 50 mg de tecido para 1 mL de HTAB (pH 6,0), homogeneizada e
submetida a um processo de congelamento e descongelamento rapido. O homogeneizado foi
centrifugado a 1500 x g durante 20 min a 4 °C resultando em um sobrenadante e um
sedimento. O sobrenadante foi novamente centrifugado 1500 x g por 10min para melhor
remocao de contaminantes. Para a determinacao da atividade da MPO, 7 uL de sobrenadante
foram misturados com 200 uL da solucéo de leitura (5 mg O-dianisidine; 15 pL H,O, 1%; 3
mL tampdo fosfato; 27 mL H,0). A MPO foi determinada por espectrofotometria, medindo
a variacdao da absorbancia a 450 nm (t,= 0 min e t; = 1 min). Uma unidade de MPO foi
definida como a quantidade capaz de degradar 1 pmol de peréxido/min e os resultados

obtidos foram expressos como a atividade da MPO/mg de tecido (MPO U/mg de tecido).

4.8. Analise histopatoldgica

Para a analise histopatoldgica os fragmentos de tecido da pata foram fixados em
formol incluidos em parafina, cortados em micrétomo (4 um de espessura), corados pelo

método da hematoxilina-eosina (HE) e examinados sob microscopia Optica. Nas observacoes
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microscopicas, foram analisados quanto a presenca de infiltrado inflamatdrio, edema e

hemorragia.

4.9. Imunoistoquimica para Ciclooxigenase-2 (COX-2)

A andlise imunoistoquimica para a COX-2 nos tecidos foi realizada pelo método
de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). As pegas hitoldgicas embebidos
em parafina foram cortados em 5 mm de espessura de tecido, montadas em laminas para
microscopio revestidas de poli-L-lisina foram processadas em banhos de xileno, alcodis
graduados, aquecidas em tampéo de citrato, para recuperagdo de antigenos, e tratada com 3
% (v/v) de perdxido de hidrogénio, para o bloqueio da peroxidase enddgena (15 min). As
laminas foram incubadas durante a noite (4 °C) com anticorpo primario produzido em
caprinos anti-COX-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), diluido a 1:200
em 5 % de Albumina Sérica Bovina (BSA a 5 %). Apds os procedimentos de lavagem em
Solugéo Salina Tamponada com Fosfato (PBS), as amostras foram incubadas com o
anticorpo secundario biotinilado produzido em coelhos anti o anticorpo primario produzido
em caprinos (sc-2018 kit, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), diluido a
1:400 em BSA 5%. Em seguida, o complexo estreptavidina- biotina-peroxidase (sc -2017,
ABC Coloracdo Sistema de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) foi adicionado,
junto com a 3,3'-diaminobenzidina (referéncia K3468, Dako liquido DAB + peroxido, CA,
EUA) e as laminas foram contrastadas com hematoxilina de Harry. Apds a desidratacdo dos
tecidos em alcool foi realizada a montagem das laminas. As amostras foram avaliadas por
um patologista, que através de teste cego, classificou a imunomarcagdo nos tecidos em
escores variado de 0-3, onde O seria equivalente a nenhuma marcacdo e 3 equivalente a

marcacdo maxima.

4.10. Deteccéo de citocinas (IL-1p E TNF-a) nos tecidos por ELISA

Os niveis de IL-1p e TNF-a presentes nas amostras foram mensurados por
ELISA, como descrito anteriormente por Melo et al. (2008). Resumidamente, os anticorpos
primarios anti-IL-1pB ou anti-TNF-o (2 pg/ml) foram incubados durante a noite & 4 °C em

microplacas de 96 pogos. Apos bloqueio das placas, as amostras e a curva padrdo foram
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adicionadas em duplicata em vérias diluicdes e incubadas por 24 h a 4 °C. As placas foram
entdo lavadas trés vezes com solucdo tampdo e incubadas com anticorpo secundario
produzido em caprinos anti os anticorpos primarios anti-TNF-a e anti-IL-1p, (na proporgao
de 1:1000 diluido com o tampdo de ensaio, BSA 1%). Ap06s o periodo de incubacdo a
temperatura ambiente por 1 h, as placas foram lavadas e 100 pl do complexo estreptavidina-
HRP diluida 1:200 foi adicionado em cada poco. Em seguida foi acrescido o substrato aos
pocos (1:1 mistura de H,O, e tetrametilbenzidina; R&D systems, EUA) e apds 20 mim de
incubacdo a temperatura ambiente em local protegido da luz, a reacdo enzimatica foi parada
utilizando H,SO4 & 2N. A reacdo colorimétrica foi mensurada pela absorbancia medida a
450 nm. Os resultados foram expressos em pg/mg de tecido.

4.11. Experimentos realizados com material bioldégico humano

4.11.1. lIsolamento de neutrofilos

Sangue humano de voluntérios sadios foi colhido por meio de puncdo venosa da
veia braquial utilizando seringa e agulha descartaveis. Imediatamente apds a colheita, 2 mL
de sangue foi adicionado a um tubo falcon contendo quatro gradientes de percoll (72, 63, 54,
e 45 %, 2 mL cada). Ap0s centrifugacdo a 650 x g durante 30 min a 25 °C, a camada inferior
de células brancas contendo neutrdfilos foi recolhida e lavada em Solugdo Salina
Equilibrada de Hank (HBSS). Apds nova centrifugacéo a 450 x g durante 8 minutos a 25 °C.
O sedimento, livre de células vermelhas do sangue, foi novamente suspenso em meio RPMI
1640 contendo BSA a 0,1 %. As preparacbes contendo 98 % de neutrofilos foram
consideradas ideais para a realizacdo dos ensaios de quimiotaxia in vitro e estudo da
dindmica intracelular calcio (ITAKURA et al, 2013; SOUTO et al, 2011).

4.11.2. Ensaios de quimiotaxia de neutrdéfilos na Camara de Boyden

O ensaio de quimiotaxia de neutrofilos foi realizado na camara de Boyden
contendo 48 pocgos (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD, EUA) como previamente descrito
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por Souto et al., (2011). Neste experimento, inicialmente o VBjsu (10, 30, 100 ng/pogo) ou
os controles IL-8 (100 ng/poco, controle positivo), ou meio RPMI (controle negativo), foram
adicionados aos poc¢os da placa inferior da camera em volume fixo de 27 pL. Uma
membrana de policarbonato (Neuro Probe, 5 um de poro) foi cuidadosamente colocada
sobre 0 a superficie da placa inferior, sobre a membrana foi colocada e fixada a placa
superior finalizando a montagem da camera de Boyden. Nos pocos da placa superior foram
adicionados 5 x 10* neutréfilos em cada poco. Apés a adicdo dos neutréfilos a camara foi
incubada durante 1 h a 37 °C com 5 % de CO,. Apés a incubacdo, as membranas foram
lavadas em PBS, fixadas em metanol 80 %, e coradas utilizando corantes Romanowsky
(Dade Behring, Inc., Newark, DE). O numero de células foi contado em cinco campos
diferentes em cada poco com auxilio do microscopio 6tico (ampliacdo de 1000 x). Esse
ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como o nimero médio de

neutréfilos por pogo.

4.11.3. Teste de viabilidade celular por excluséo do azul de Tripan

O teste de exclusdo por azul de tripan permitiu quantificar separadamente as
células viaveis das células mortas. O corante azul de tripan penetra em todas as células,
porém somente as células vidveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo possivel
dessa maneira, observar uma coloracdo azulada nas células metabolicamente inativas. Os
neutré6filos isolados (5 x 10* por pogo) foram incubados com o VBjsu (10, 30, 100 ng/poco)
ou com meio RPMI (controle negativo) durante 1 h a 37 °C com 5 % de CO, . Apo6s o
periodo de incubacdo, foram coletadas aliquotas de 50 puL da suspensdo de células as quais
foram adicionadas 50 uL do azul de tripan (0,04 %) e incubadas por 10 min a temperatura
ambiente. Os neutréfilos viaveis e ndo vidveis foram diferenciadas e contados nos 4
guadrantes da camara de Neubauer (100 x). A percentagem de células viaveis foi calculada

de acordo com a férmula descrita abaixo

Celul {aveis (%) — N° de células vidveis 100
cluias viavets Lo N° total de células




47

4.11.4. Mensuracao da dinamica intracelular de calcio em neutroéfilos isolados

A dinamica intracelular de célcio em neutrdfilos humanos incubados com o
VBjsu, foi investigado como relatado anteriormente por Huang et al, (2013) e Itakura et al,
(2013). Resumidamente, foi adicionado um indicador de Ca?*, o Fluo-4 a suspensdo de
neutréfilos humanos isolados (0,2 % de concentracdo final). Apds a adicdo do indicador as
ceélulas foram incubadas durante 30 min a 37 °C com 5 % de CO,. Para remover 0 excesso
de Fluo-4, as células foram lavadas com meio RPMI 1640 e submetidas a centrifugacdo a
450 x g durante 8 minutos a 25 °C. O sedimento foi suspenso em RPMI 1640 contendo BSA
a 0,1 %. A dinamica intracelular de Ca** em neutréfilos foi monitorada por 10 min a 488 nm
através de microscopia confocal (FluoView® FV1200, Olympus). Apds os registros da
atividade espontanea basal foram adicionados a cuba o VBjsu (30 ng/mL), ou os controles,
fMLP (10 nM, controle positivo), IL-8 (100 ng/mL, controle positivo) ou solugéo de Tyrode
(controle negativo). As imagens obtidas foram analisadas pelo FIJI 1.47v Software (NIH,
EUA). Os resultados foram expressos como razao da intensidade de fluorescéncia final pela

Inicial (F/Fo) e o nimero porcentual de células ativas por campo.

4.12. Analises estatisticas

Os dados foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média (S.E.M.), com
excecdo da analise dos escores atribuidos a imunohistoquimica, cujo resultado foi expresso
na forma de mediana (dados ndo paramétricos). Os dados paramétricos foram analisados
através do teste de analise de varidncia ANOVA de uma ou duas vias seguido pelo teste de
Bonferroni ou teste T. Para os dados ndo paramétricos a analise foi realizada por meio do
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. A significancia estatistica foi aceita
quando P<0,05. Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism versao
6.01.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. O veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) induz uma resposta edematogénica

com participagdo de mediadores inflamatorios

Como mostrado na Fig. 5A, o VBjsu induziu uma resposta edematogénica
concentracdo e tempo dependentes quando comparado com 0 grupo que recebeu a injecdo de
solucdo salina (P<0,05). O VBjsu em todas as concentra¢des testadas induziu a formacéo de
edema, que atingiu o pico maximo 0,5 h ap6s a injecao do veneno (aumento de 74,5 + 5,8%
do volume da pata [VBjsu 8 pg/pata] vs.13.8 £ 2,5% no grupo controle). Na maior
concentracdo estudada (8 pg/pata), esta resposta foi sustentada até 4,5 h apds a injecdo do
VBjsu, a partir desse ponto, o edema decresceu gradualmente. Além disso, como mostrado
na Fig. 5B, 0 VBjsu induziu uma precoce resposta edematogénica, quando comparado com o
edema resultante da injecdo de carragenina (P<0,05). No entanto, o edema induzido por
ambos: VBjsu ou por carragenina foram reduzidos pela dexametasona (1 mg/kg, i.p.,
P<0,05). Em virtude destes expressivos resultados, as experiéncias subsequentes foram

realizadas utilizando a concentragéo de 8 pg/pata do VBjsu.
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Figura 5. O Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) induz a formacéo de edema de
maneira concentracdo e tempo dependente envolvendo a participacdo de mediadores da
resposta inflamatoria.
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(A) Diferentes grupos de camundongos (n=7) foram submetidos a injecdo intraplantar (i.pl.)
de solucédo salina (30 pL/pata, grupo controle) ou VBjsu (0,125 — 8 pg/pata). (B) A
administracdo de dexametasona (1 mg/kg, i.p., dexa) 1 h antes do VBjsu 8 (ug/pata) ou
carragenina (300 pg/pata, Cg) foi utilizada como controle positivo. A resposta
edematogénica foi avaliada por plestimografia. O painel A demonstra que o VBjsu induz
uma resposta edematogénica concentracdo e tempo dependentes. O painel B demonstra que
0 pré-tratamento com dexametasona (1 mg/kg, i.p.) pode inibir a resposta local induzida pelo
VBjsu na maior concentracdo estudada (8 pg/pata) de maneira semelhante ao observado no
grupo carragenina. Os valores foram obtidos a partir da diferenga percentual entre o volume
inicial e final da pata [Variacdo do volume da pata (%)] e foram expressos como média +
S.E.M.., *P<0.05 vs. 0 grupo que foi injetado (i.pl.) solucdo salina, * P<0.05 vs. o grupo que
foi injetado (i.pl.) VBjsu (8 upg/paw), e “P<0.05 vs. o grupo que foi injetado (i.pl.)
carragenina.
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5.2. Modulagdo farmacologica da resposta inflamatoria local induzida pelo Veneno

da Bothrops jararacussu (VBjsu)

A fim de investigar os mecanismos e mediadores envolvidos na resposta
inflamatdria induzida pelo VBjsu, varias intervengdes farmacolégicas foram realizadas. A
injecdo do VBjsu (8 ug/pata) invariavelmente induziu a formacéo de edema e aumento da
atividade da mieloperoxidase (MPO) nos tecidos em comparacdo com 0S animais que
receberam a injecdo de solucdo salina (P<0,05, Fig. 6 e 7, os painéis A-F). Ambas as
respostas induzidas pelo veneno ndo foram alteradas em animais pré-tratados com o
antagonista do receptor Hy, loratadina (Fig. 6A e 7A), submetidos a deplecdo dos mastocitos
com o composto 48/80 (Fig. 6B e 7B), submetidos a dessensibilizacdo das fibras C com a
capsaicina (Fig. 6C e 7C) ou pelo uso do anticorpo anti-TNF-a, infliximabe (Fig. 6D e 7D)
(P>0,05 ). Em contraste, 0 pré-tratamento com inibidores da atividade da ciclooxigenase
(COX), indometacina (inibidor ndo especifico da COX, Fig. 6E e 7E) ou com o celecoxibe
(inibidor seletivo da COX-2, Fig. 6E e 7E) pode-se observar uma reducdo no edema e na
atividade da MPO nos tecidos induzidos pelo VBjsu (P<0,05). Além disso, a inibi¢do da
atividade da P- e L-selectinas, utilizando a fucoidina (Figura 6F e 7F), também reduziu
(P<0,05 ) o edema (46,2 = 8,5 % de variacdo no volume da pata) e a atividade da MPO
indicando uma diminuicao no infiltrado neutrofilico (atividade de MPO: 15,1 + 3,0 U/mg de
tecido) induzidos pela injecdo do VBjsu (edema: 72,4 + 6,6 % e atividade da MPO: 31,5 +
3,6 U/mg de tecido). A participacdo de outros mediadores inflamatorios, tais como a
bradicinina, na resposta edematogénica induzida pelo VBjsu foi investigada por meio da
modulagdo de farmacologia usando HOE 140 (antagonista do receptor B2). No entanto,
observou-se que a bradicinina ndo contribuiu para a resposta edematogénica (dados nao

mostrados).



Figura 6. O veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) induz uma resposta edematogénica

dependente da producao de prostanoides e da migracdo de neutrofilos.
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Diferentes grupos de animais foram pré-tratados com (A) loratadina (um antagonista de
receptores Hy 5 mg/kg, v.0.). (B) composto 48/80 (6 x 0.6 + 2 x 1.2 mg/kg, i.p.) para induzir
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a deplecdo de mastdcitos. (C) capsaicina (2x 25 + 50 mg/kg, i.p.) para induzir a
dessensibilizacdo das fibras C. (D) infliximabe (um anti-corpo anti-TNF-a, 5 mg/kg, i.v.).
(E) indometacina (um inibidor inespecifico da COX, 10 mg/kg, i.p.), e celecoxibe (um
inibidor especifico da COX-2, 5 mg/kg, i.p.), (F) fucoidina (um modulador da P- e L-
selectinas, 25 mg/kg) que foram administrados antes do VBjsu (8 pg/pata). Como mostrado
nos painéis E e F, apenas a inibicdo da atividade da COX promovida pelo pré-tratamento
com indometacina ou celecoxibe ou a inibicdo da migracdo de neutrofilos pelo uso da
fucoidina reduziram significativamente a resposta edematogénica induzida pelo VBjsu (8
pg/pata). Os valores foram obtidos a partir da diferenca percentual entre o volume inicial e
final da pata [Variacdo do volume da pata (%)] e foram expressos como média = S.E.M..
*P<0.05 vs. 0 grupo que foi injetado (i.pl.) solucdo salina, ¥ P<0.05 vs. o grupo que foi
injetado (i.pl.) VBjsu (8 pg/paw).



Figura 7. A migracdo de neutrofilos induzida pelo veneno da Bothrops jararacussu

(VBjsu) pode ser prevenida pela modulacdo da atividade da ciclooxigenase e da P- e

L-selectinas.
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Diferentes grupos de animais foram pré-tratados com (A) loratadina (um antagonista de
receptores Hy 5 mg/kg, v.0.). (B) composto 48/80 (6 x 0.6 + 2 x 1.2 mg/kg, i.p.) para induzir
a deplecdo de mastdcitos. (C) capsaicina (2x 25 + 50 mg/kg, i.p.) para induzir a
dessensibilizacdo das fibras C. (D) infliximabe (um anti-corpo anti-TNF-a, 5 mg/kg, i.v.).
(E) indometacina (um inibidor inespecifico da COX, 10 mg/kg, i.p.), e celecoxibe (um
inibidor especifico da COX-2, 5 mg/kg, i.p.), (F) fucoidina (um modulador da P- e L-
selectinas, 25 mg/kg) que foram administrados antes do VBjsu (8 pg/pata). Apds 4,5 h da
injecdo de VBjsu os animais foram eutanasiados e as amostras de pata coletadas para
mensuracdo da atividade da MPO nos tecidos. Como demonstrado nos painéis E e F apenas
0 pré-tratamento com indometacina, celecoxibe e fucoidina reduziram a atividade de MPO.
Os valores foram expressos como media + S.E.M. da atividade de MPO (MPO U/mg) de
tecido. *P<0.05 vs. o grupo que foi injetado (i.pl.) solucdo salina, ¥ P<0.05 vs. 0 grupo que
foi injetado (i.pl.) VBjsu (8 pg/paw).

5.3. Curso temporal das alteracdes histopatoldgicas induzidas pelo Veneno da

Bothrops jararacussu (VBjsu) na pata de camundongos

A Fig. 8 apresenta fotomicrografias representativas das amostras
histopatoldgicas da pata de camundongos obtidas em diferentes tempos a partir da injecdo de
solucdo salina ou VBjsu. As amostras recolhidas ap6s a injecdo de solucdo salina mostram a
morfologia intacta dos tecidos (Fig. 8, Painéis A e B). Em contrate, a injecdo do VBjsu
induziu uma rapida resposta inflamatdria marcada pela presenca de estase sanguinea, edema,
hemorragia e um intenso infiltrado inflamatério neutrofilico que foram progressivamente

observados 0,5 - 4,5 h apds a injecdo do VBjsu (Fig. 8, Painéis C - J).
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Figura 8. Curso temporal das alteracGes histopatolégica induzidas pelo Veneno da

Bothrops jararacussu (VBjsu) na pata de camundongos.
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Diferentes grupos de camundongos (n=7) foram submetidos a injecdo intraplantar (i.pl.) de
solucdo salina (30 pL/pata, grupo controle, painéis A-B) ou VBjsu (0,125 — 8 ug/pata,
Painéis C-J). Amostras das patas obtidas do grupo controle apresentam a morfologia dos
tecidos integra (painéis A e B). Os danos nos tecidos provocados pela injecdo do VBjsu
pode ser observado a 0,5 h (painéis C e D), 1,5 horas (Painéis E e F), 2,5 h (painéis G e H) e
4,5 h (painéis | e J), O dano tecidual induzido por VBjsu esta relacionado principalmente ao
infiltrado  neutrofilico (setas verticais), e hemorragia (setas horizontais) que
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progressivamente aumentam ao longo do tempo. As microfotografias apresentadas sé&o
correspondentes a exemplares representativos corados em H&E, paineis A, C, E, G e |
(aumento de 100 x) e os painéis B, D, F, H e J (aumento de 1000 x).

5.4. O Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) induz aumento na producéo de
TNF-a, IL-1p e a imunoexpressdo da Ciclooxigenase-2 (COX-2) na pata de

camundongos.

Amostras obtidas da pata de camundongos 4,5 h apds a injecdo do VBjsu
apresentavam niveis aumentados de TNF-o (1,7 = 0,1, Fig. 9A.) e IL-1pB (8,8 + 1,4, Fig. 9B.)
qguando comparado ao grupo controle (TNF: 0,1 £ 0,1 ; IL-1B: 0,3 + 0,0, P<0,05). Além
disso, a injecdo do veneno também aumentou (P<0,05) a imunoexpressdao da COX-2 nos
tecidos (3 [3-3]) em comparacdo com o grupo de animais que recebeu a injecdo de solucao
salina na pata (1 [0-2]), como mostrado na Tabela 1 e nas fotomicrografias representativas
das amostras histoldgicas obtidas da pata de camundongos (Fig. 10). As setas indicam a
imunomarcacdo para COX-2 nas células endoteliais e nos neutrofilos presentes no tecido

(Fig. 10).
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Figura 9. O Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) induz aumento na producéo
local de TNF-a e IL-1p.
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Diferentes grupos de camundongos (n=7) foram submetidos a injecdo intraplantar (i.pl.) de
solucdo salina (30 uL/pata, grupo controle) ou VBjsu (0,125 — 8 pg/pata). Apos 4,5 h da
injecdo do VBjsu (8 pg/pata) ou solucdo salina os animais foram eutanasiados e amostras de
pata foram coletadas. Os niveis de TNF-a e IL-1p presentes nos tecidos foram mensurados
por ELISA. Como demonstrado nos painéis A e B o VBjsu induz a producéo local de TNF-a
e IL-1B, respectivamente. Os valores foram expressos como média = S.E.M. do nivel de
citocinas expresso em pg/mg de tecido *P<0.05 vs. o grupo que foi injetado (i.pl.) solucdo
salina.

Tabela 2. O Veneno da Botrops jararacussu (VBjsu) induz a expresséo da Ciclooxigenase-2
(COX-2) na pata de camundongos.

Imunoistoquimica para COX-2

Salina 1(0-2)

VBjsu 3 (3-3)*

*P<0.05 vs. grupo que recebeu a aplicacdo de salina i.pl.
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Figura 10. O Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) aumenta a imunoexpresséo da

Ciclooxigenase-2 (COX-2) na pata de camundongos.
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Diferentes grupos de camundongos (n=7) foram submetidos a injecdo intraplantar (i.pl.) de
solucdo salina (30 uL/pata, grupo controle) ou VBjsu (0,125 — 8 pg/pata). Apos 4,5 h da
injecdo do VBjsu (8 pg/pata) ou solucdo salina os animais foram eutanasiados e amostras de
pata foram coletadas para determinacdo imunoistoquimica da expressao da COX-2 nos
tecidos. As setas indicam a imunoexpressdo da COX-2 presente em neutréfilos e em células
endoteliais nos tecidos onde foi injetado o VBjsu (aumento 1000 x). O controle negativo
(CN) representa uma amostra de pata onde o anti-corpo primério anti-COX-2 foi substituido
por 5 % PBS/BSA e nenhuma imunomarcacdo foi detectada. A figura apresenta
fotomicrografias representativas (no aumento de 400 x e 1000 x).

5.5. O Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) induz diretamente a migracéo de

neutrofilos in vitro.

O ensaio de camara de Boyden foi realizado para investigar o potencial efeito
quimiotatico direto do VBjsu sobre neutréfilos humanos. Como mostrado na Fig. 11A, o

VBjsu (10, 30 e 100 ng/poco) assim como a IL-8 (100 ng/pocgo, controle positivo),



60

induziram a migracdo dos neutréfilos quando comparada com o meio RPMI utilizado como
controle negativo (P<0,05). Além disso, foi constatado que apenas a concentracdo de 100
ng/mL do VBjsu é capaz de reduzir a viabilidade das células ap6s 1 h de incubacdo em

comparacdo com o meio RPMI (Fig. 11B, P<0,05).

5.6.0 Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) ativa diretamente os neutrofilos

aumentando a dindmica de calcio intracelular

O estudo do efeito direto do VBjsu sobre a dinamica de calcio intracelular e o estado
de ativacdo dos neutréfilos foi avaliado in vitro com auxilio do microscépio confocal. Apos
a incubacdo dos neutréfilos com o indicador fluorescente para calcio (Fluo 4), foi realizado
0 registro temporal, durante 600 segundos, das variaces na fluorescéncia intracelular. As
medidas aferidas entre 0 a 180 s corresponderam ao sinal de fluorescéncia basal, aos 180 s
foi realizada a aplicacdo dos diferentes estimulos, e entre 180-600 s foi registrado o efeito
dos diferentes estimulos sobre a dindmica de célcio e o estado de ativacdo das células. Sob
tais condic¢des, os neutréfilos foram incubados com solucdo de Tyrode (controle negativo),
fMLP, IL-8 ou VBjsu. O fMLP (10 nM) produziu um aumento imediato na fluorescéncia, o
que se manteve sustentado durante o periodo estudado. Em contraste a IL-8 (100 ng/ml)
induziu apenas uma breve resposta. No entanto, o VBjsu produziu uma resposta lenta e
crescente, mas de longa duracdo quando comparada aos demais estimulos (Fig 12A). A
proporcao de intensidade de fluorescéncia/basal (F/Fy) foi determinada e expressa para cada
estimulo na Fig. 12B. onde foi demonstrado que o VBjsu, fMLP e IL-8 aumentaram 0s
niveis de calcio intracelular nos neutrofilos quando comparados com o controle negativo
(solucéo de Tyrode, P<0,05). A Fig. 12C, exprime a percentagem de neutrofilos ativados em

diferentes pontos de tempo (100, 200, e 400 s). Pode-se constatar que o nimero percentual
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de células ativadas aumentou apds a incubacgéo dos neutrofilos com VBjsu, fMLP e IL-8 em
comparacdo com o grupo controle negativo (solucdo de Tyrode, P<0,05). A Fig. 12D
apresenta o padréo de intensidade de florescéncia observado nos neutrofilos no estado basal
(100 s) e no estado ativado induzido pelos diferentes estimulos VBjsu, fMLP e 1L-8 (200 e

400 s).

Figura 11. O Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) induz diretamente a migragdo de

neutréfilos humanos in vitro.
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Neutréfilos obtidos de voluntarios humanos sadios foram utilizados para realizar o ensaio de
quimiotaxia in vitro na cdmara de Boyden de 48 pocos. Nos pocos da placa superior foram
adicionados 5 x 10* neutréfilos humanos por poco. Enquanto que nos pocos da placa inferior
foram adicionados o VBjsu (10, 30 e 100 ng/poco) ou IL-8 (100 ng/pogo, adotada como
controle positivo) e 0 meio RPMI (controle negativo). Apos 1 h de incubacéo a 37 °C com
CO; a 5 %, o numero de células que migraram foi contado em cinco campos diferentes em
pogo com auxilio de microscopio optico (aumento 1000 x). O experimento foi realizado em
triplicata. O painel A demonstra que o VBjsu (10, 30 e 100 ng/poc¢o) ou IL-8 (100 ng/pogo)
sdo capazes de atrair diretamente neutrofilos humanos quando comparados ao controle
negativo RPMI. O painel B mostra que a viabilidade celular foi reduzida quando os
neutrofilos foram incubados com a maior concentracdo do VBjsu (100 ng/poco). Os valores
sdo expressos como média £ S.E.M. de neutrofilos por pogo *P<0.05 vs. RPMI (controle
negativo).



Figura 12. O Veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) ativa diretamente o0s

neutréfilos humanos aumentando os niveis de célcio intracelular.
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Os neutrdfilos humanos obtidos de voluntarios sadios foram incubados com o indicador
fluorescente de calcio (painel D, Fluo 4, células marcadas em verde). A dindmica
intracelular de célcio nos neutréfilos foi monitorada durante 600 s a 488 nm com auxilio do
microscopio confocal. Ap6s um periodo basal de observagdo (180 s) foram adicionados a
cuba, contendo os neutrofilos, solucdo de Tyrode (controle negativo, CN), VBjsu (30
ng/mL), fMLP (10 nM), ou IL-8 (100 ng/mL). O painel A mostra o curso temporal da
dindmica intracelular de célcio nos neutrofilos entre 0 a 180 s (fluorescéncia basal), aos 180
s (tempo de aplicacdo do estimulo) e 180-600 s ap6s a incubacdo dos estimulos. No painel A
pode-se observar que o fMLP produziu uma resposta imediata e sustentada, diferente da
produzida pela IL-8, que levou a uma resposta répida e breve, enquanto que o VBjsu
produziu uma resposta lenta crescente e de longa duragdo. A proporcdo de intensidade de
fluorescéncia/basal (F/Fo) foi determinada e expressa para cada estimulo na Fig. 12B, onde
demonstra-se que o VBjsu, fMLP e IL-8 aumentaram os niveis de calcio intracelular nos
neutréfilos quando comparados com o controle negativo (solugdo de Tyrode). O Painel C
apresenta 0 numero percentual de neutréfilos ativados, contados em diferentes pontos de
tempo (100, 200 e 400 s). O numero percentual de células ativadas aumentou apés a
incubacdo dos neutréfilos com VBjsu, fTMLP e IL-8 em compara¢do com o grupo controle
negativo (painel C). Fotomicrografias representativas dos neutrofilos sdo mostrados no
Painel D que apresenta o padrdo de intensidade de fluorescéncia observado nos neutrofilos
no estado basal (100 s) e no estado ativado induzido pelos diferentes estimulos VBjsu, fMLP
e IL-8 (200 e 400 s). Os valores foram expressos como meédia £ S.E.M. *P<0,05 vs solucao
de Tyrode, adotada como controle negativo (CN).
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Discussao




65

6. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se que os efeitos patologicos locais induzidos
pelo veneno da Bothrops jararacussu (VBjsu) sdo parcialmente dependentes da agdo de
substancias relacionados a resposta inflamatéria. O VBjsu invariavelmente induziu a
formagdo de edema, aumento da atividade da enzima MPO e producdo de mediadores
inflamatdrios. Além disso, foi evidenciado que os neutrofilos e os prostandides séo
componentes chave para a amplificacdo do dano local iniciado pelo da VBjsu. A injecao do
VBjsu na pata de camundongos causou uma resposta edematogénica concentracdo e tempo
dependente, que pode ser parcialmente bloqueada pela administracdo de inibidores da
ciclooxigenase (indometacina ou celecoxibe), ou pelo modulador de P- e L-selectinas
(fucoidina). Foi observado que a resposta local induzida pelo veneno evolui com uma
migracdo precoce de neutréfilos, aumento da producdo local de TNF-a, IL-1B, e
imunoexpressdo da COX-2 nos neutrofilos e células endoteliais, estudado 4,5 h apos a
aplicacdo do veneno. Além disso, foi demonstrado que o VBjsu induz diretamente a ativacao

e a quimiotaxia de neutréfilos humanos in vitro.

O envenenamento induzido por espécies do género Bothrops em humanos, causa
edema, dor local, eritema, equimose, cianose e bolhas com transudato claro seroso ou
hemorragico no local da picada, resultando em descamacdo de tecidos superficiais,
hemorragia, e necrose (AMARAL et al., 1985). Os achados obtidos a partir do modelo
experimental murino reproduziram os principais sinais clinicos provocados por este veneno.
Experimentalmente, a injecdo do VBjsu induziu uma imediata resposta edematogénica
observada em todas as concentracdes utilizadas, principalmente na maior concentracdo (8
pg/pata), que produziu uma répida e sustentada resposta edematogénica com  pico
observado as 0,5 h, estavel até 4,5 h apds a injecdo do VBjsu, decrescendo gradualmente a
partir desse ponto. Este curso temporal de resposta edematogénica foi semelhante ao
evidenciado em outros estudos utilizando roedores submetidos a injecdo de venenos obtidos
de diferentes especies do género Bothrops. Trebien e Calixto, (1989) observaram que a
injecdo do veneno da Bothrops jararaca na pata de ratos na concentracdo de 10 pg/pata
induz uma répida e sustentada resposta edematogénica com pico observado 0,5 h estavel até
4 h apo6s a injecdo do veneno. Mais recentemente Nascimento et al. (2010), demonstraram
que a injecdo do veneno da Bothrops moojeni na pata de camundongos na concentracdo de 6
pg/pata apresenta comportamento semelhante ao edema ainda presente 24 h apos a inje¢édo
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do veneno. Desta forma, a concentracdo de 8 pg/pata foi adotada para a realizacdo dos

demais experimentos.

O edema induzido pelo VBjsu foi comparado aquele resultante da injecdo de
carragenina, utilizando a dexametasona como controle para avaliar o envolvimento de
componentes da resposta inflamatoria em ambas condi¢Bes experimentais. A injecdo de
carragenina conduziu a uma resposta edematogénica de origem inflamatoria, um pressuposto
corroborado pela anulacdo quase completa da sua capacidade de induzir o edema na
presenca de dexametasona. Em contraste, a protecdo parcial promovida pela dexametasona
sobre 0 edema induzido pelo VBjsu sugere que os mediadores ou células inflamatérias sdo
parcialmente responsaveis pelos efeitos patoldgicos locais induzido pelo envenenamento
botropico. No trabalho publicado por Patrdo-Neto et al. (2013), os autores concluem que a
inflamacéo parece desempenhar um papel importante no dano muscular local induzido pelos
venenos das serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops jararaca, uma vez que 0 uso da
dexametasona protegeu o tecido muscular do efeito miotoxico desses venenos. Levando
esses achados em consideracdo, propde-se que o efeito local dos venenos botropicos pode
ser resultante da soma da acdo direta de componentes do veneno causando danos aos tecidos
como descrito por Queirdz et al., (2002) junto a uma acdo patolégica indireta produzida a
partir da interacdo com componentes da resposta imune que uma vez estimulados
contribuem para amplificacdo do dano tecidual (MOREIRA et al., 2009; ELIFIO-
ESPOSITO et al., 2011).

Considerando que parte da resposta edematogénica induzida pelo VBjsu ocorreu
de maneira dependente da participacdo de componentes da resposta inflamatdria, foi
realizada a modulacdo farmacol6gica de varias vias e/ou células do sistema imunoldgico
numa tentativa de caracterizar como este veneno sinaliza para produzir os seus efeitos
deletérios locais. Como visto, anteriormente, venenos de serpentes podem agir
diferencialmente de acordo com a composigdo quimica do veneno e até a espécie estudada
(TREBIEN; CALIXTO, 1989; GONCALVES; MARIANO, 2000; ARAUJO et al., 2000;
BARBOSA et al., 2003).

O aumento da permeabilidade vascular consequente a um estimulo inflamatério
é o principal mecanismo para a formacdo de edema, sendo este fendmeno depende da
producéo e/ou liberacdo de mediadores inflamatorios no local da lesdo (RYAN, 1977). Esta

resposta inflamatdria pode ser iniciada rapidamente pelos mastécitos. Estas células uma vez
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ativadas, degranulam liberando histamina e outros mediadores. Quase simultaneamente, a
estimulagdo das fibras aferentes sensoriais, principalmente as fibras C, conduz a libertacéo
de taquicininas, tais como a substancia P, que interage com mastocitos, estimulando a
libertacdo de mais histamina. A substancia P e a histamina podem agir sobre os vasos
sanguineos locais induzindo uma vasodilatacdo importante para a formacdo do edema e
manutencdo da resposta inflamatoria (SOTER; AUSTEN, 1976; SUZUKI et al., 1999; LI et
al., 2012). No entanto, no presente estudo, 0os animais pre-tratados com o antagonista do
receptor H; (loratadina), ou submetidos a deplecdo dos mastocitos utilizando o composto
48/80 ou mesmo a dessensibilizacdo das fibras C, mediante o uso repetido de altas doses de
capsaicina, ndo afetaram a formacdo do edema e a migracao de neutréfilos para o local da
lesdo induzidos pelo VBjsu. Tais achados permitem afirmar que histamina, mastocitos ou as
fibras C aferentes desempenham um papel menor no mecanismo fisiopatolégico induzido

pelo VBjsu. As razdes para apoiar tal hipétese séo discutidas adiante.

Os mastocitos sdo os principais reservatorios de histamina no organismo. Estas
células sintetizam e armazenam histamina em granulos secretorios. Contudo a taxa de
renovacdo da histamina nestes granulos é muito lenta e, por isso, ap6s a degranulacdo dos
mastdcitos, semanas podem ser necessarias até que as concentracdes do autacoide retornem
aos niveis normais (ALBRECHT; STEPHENSON, 1988). Experimentalmente, 0 composto
48/80 é usado para promover o esgotamento das reservas de histamina dos mastdcitos
(SMITH, 1953; GURGEL, 2013). Entretanto, mesmo em animais submetidos a deplecdo
mastocitéria, o edema de pata e o infiltrado neutrofilico induzidos pelo VBjsu persistiram, o
que sugere que a histamina e o0s mastocitos ndo tem um papel preponderante no

desenvolvimento no edema e na migracdo de neutrdéfilos induzidos pelo VBjsu.

Resultados semelhantes foram encontrados para o veneno da Bothrops jararaca,
de acordo com Gongcalves e Mariano, (2000) o pré-tratamento com farmacos antagonistas de
receptores Hj;, meperamida e prometazina, ndo interferiram na resposta edematogénica
induzida pela injecdo de 5 pg do veneno da Bothrops jararaca na pata de ratos. Contudo a
participacdo da histamina, e dos mastocitos € relevante para 0 mecanismo fisiopatoldgico
observado no edema resultante da injecdo da botrhopstoxinas | e Il isoladas do veneno da
Bothrops jararacussu. Neste trabalho os autores observaram que o pré-tratamento com
ciproheptadina (antagonista de receptores H1 e 5HT3) inibiu a formagdo de edema em ratos
(LANDUCCI et al., 1998).
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Em outras espécies do género Bothrops, incluindo a Bothrops lanceolatos,
Bothrops insularis e Bothrops moojeni (de FARIA et al., 2001;. BARBOSA et al., 2003;
NASCIMENTO et al., 2010), a modulacdo farmacologica utilizando antagonistas para os
receptores de histamina como a mepiramina (antagonista H;), prometazina (antagonista Hj),
cimetidina (antagonista H,), tioperamida (antagonista H; e H4), ou a utilizagdo da
ciproheptadina (antagonista de receptores H; e 5HT,) foram eficientes. Contrastando com 0s
nossos resultados, Nascimento et al. (2010) demonstraram que a deplecdo de mastocitos
induzida pelo 48/80 ou a utilizacdo de um farmaco capaz de estabilizar a membrana desta
célula impedindo dessa forma a degranulagdo mastocitaria (cromoglicato) sdo eficazes em
combater a resposta edematogénica resultante da injecéo do veneno da Bothrops moojeni na

pata de camundongos.

As fibras sensoriais primarias sensiveis a capsaicina sdo extremamente
importantes na participagdo neurogénica do processo inflamatorio. Esses neur6nios
consistem em aferentes finos (fibras C e AJ) com receptores especificos em suas
terminacbes periféricas que sdo facilmente sensibilizados por mediadores quimicos,
produzidos durante a resposta inflamatéria (HOLZER, 1998). A fim de investigar o papel
dos neuropeptideos oriundos das fibras sensoriais na resposta inflamatéria relacionada ao
VBjsu, um grupo de animais foi tratado com doses elevadas de capsaicina suficientes para
induzir a desnervacdo das fibras sensoriais aferentes do tipo C (JANCSO et al., 1967;
GURGEL, 2013). No entanto, a formacdo do edema e a migracdo de neutréfilos persistiu em
camundongos dessensibilizados submetidos a injecdo do VBjsu. De forma semelhante,
Gongcalves e Mariano (2000) mostraram que o edema induzido pelo veneno da Bothrops
jararaca ndo foi afetado em ratos pré-tratados com guanetidina, capsaicina ou mesmo
submetidos a uma seccédo cirtrgica dos nervos ciatico e safeno. Entretanto, curiosamente
neste mesmo trabalho os autores observaram que a resposta edematogénica induzida por este
veneno era dependente de receptores opidides uma vez que foi debelada pelo pré-tratamento
com morfina (GONCALVES E MARIANO, 2000). Tal mecanismo pode representar uma

importante via para a realizagdo de novos estudos.

Apbés uma lesdo tecidual, diversos mediadores inflamatdrios, incluindo
quimiocinas, citocinas e eicosandides sdo produzidos, na circulagdo ou em estreita
proximidade com o local da lesdo, por células endoteliais e células residentes,

principalmente mastocitos, macrofagos e células dendriticas. Esses mediadores séo
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substancias chave que orquestram uma sequéncia de eventos pré-inflamatorios em resposta a
lesdo inicial (TEIXEIRA et al., 2009).

A participacdo das citocinas no processo inflamatério induzido por venenos ja
foi demonstrada anteriormente em serpentes do género Bothrops. Petricevich et al. (2000)
observaram aumento nos niveis séricos de Vvérias citocinas em camundongos submetidos a
injecdo, por via intraperitoneal, da dose letal média (DL50) do veneno da Bothrops asper e
Bothrops jararaca. Apesar das diferencas observadas no decorrer do tempo, na producao e
nos niveis de citocinas no soro, ambos 0s venenos induzem proeminentes elevacfes nos
niveis séricos de TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-10 e IFN-y (PETRICEVICH et al., 2000 ).

No presente estudo, a injecdo do VBjsu no tecido da pata de camundongos
aumentou os niveis locais de TNF-a e IL-1B, aferidos 4,5 horas apds o estimulo.
Curiosamente, o pre-tratamento com o anticorpo anti-TNF-q, infliximabe, ndo inibiu a
formacdo de edema ou a migracdo de neutrofilos para os tecidos. Estes resultados estdo de
acordo com os achados de Chaves et al. (2005) que constataram que o pré-tratamento de
camundongos com pentoxifilina, um inibidor de citocinas, ou com anticorpos anti-TNF-a. ,
IL-1B ou IL-6 ndo modificam a extensdo do edema local, hemorragia, dermonecrose ou
mesmo a mionecrose induzida pelo veneno da Bothrops asper. Além disso, camundongos
submetidos a delecdo dos genes responsaveis pela expressdo dos receptores para TNF-a
(TNFR1 e TNFR2), IL-1p e IL-6, ndo mostrou qualquer diferenca quando comparados aos
camundongos selvagens em sua susceptibilidade a hemorragia e edema induzidos por uma
metaloproteinase isolada do veneno de Bothrops jararaca, curiosamente a necrose dérmica
foi abolida em camundongos deficientes em receptores TNFR1 e TNFR2, e nos
camundongos deficientes para IL-6 (LAING et al., 2003). Portanto, o papel destas citocinas
nos eventos patolégicos induzidos por venenos botrépicos pode nédo estar relacionado com
os eventos imunoldgicos iniciais. No entanto, varias citocinas, histamina e outros
mediadores possuem grande relevancia no processo inflamatério agudo estimulando a
producdo de eicosandides (HERRMANN et al., 1990; RISTIMAKI et al., 1994; JUAN;
SAMETZ, 1980), que estdo envolvidos contribuindo para o aumento da permeabilidade,
formacdo de edema e migracdo de neutrofilos (ISSEKUTZ et al., 1981; MOVAT et al.,
1987).

O é&cido araquidonico € um precursor enddégeno comum para a biossintese de

eicosandides, sendo rapidamente convertido por ciclooxigenases ou lipoxigenases em varios
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mediadores lipidicos com potente atividade bioldgica, as prostaglandinas e os leucotrienos,
respectivamente (FREIRE; DYKE, 2000). Os eicosanoides derivados da atividade das
ciclooxigenases (COXs), como as prostaglandinas, estdo aumentados em locais de
inflamacéo e contribuem para as manifestacdes da resposta imune, como a formacdo de
edema e infiltracdo de células inflamatdrias durante a inflamagédo aguda (SCHUMERT et al.,
1988;. LONE; TASKEN, 2013).

Na resposta inflamatoria local induzida por venenos botropicos os eicosanoides
participam como elemento chave do mecanismo fisiopatoldgico associado a Bothrops
jararaca, Bothrops lanceolatus, Bothrops insulares, Bothrops asper e Bothrops moojeni
(TREBIEN; CALIXTO, 1989; de FARIA et al., 2001; BARBOSA et al., 2003; OLIVO et
al., 2007; NASCIMENTO et al., 2010). Em consonancia a esses estudos, nossos resultados
indicaram o envolvimento de prostaglandinas na resposta inflamatéria relacionada ao VBjsu,
uma vez que, a imunoexpressdo da COX-2 encontrava-se aumentada nas células endoteliais,
neutrofilos, e no tecido conjuntivo da pata dos camundongos. Além disso, o papel das
prostaglandinas nos danos teciduais induzidos pelo VBjsu foi confirmada pela modulagédo
farmacoldgica da atividade da COX, com a indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX
ou com o celecoxibe, um inibidor especifico para a COX-2, que reduziram a migracao de

neutréfilos e a formacdo do edema.

Nossos resultados estdo de acordo com Olivo et al. (2007) que examinaram o
possivel papel da ciclooxigenase (COX) na génese do edema de pata induzido pelo veneno
da Bothrops jararaca e Bothrops asper em camundongo. Nesse estudo, 0S venenos
induziram um rapido aumento nos niveis de prostaglandina E2 (PGE2) e na expressao de
COX-1 e COX-2 nos tecidos da pata observado 1 h apés a injecdo dos venenos (OLIVO et
al., 2007), sendo que apenas em relacdo ao veneno da Bothrops jararaca o pico da formagao
do edema e a libertacdo de PGE2 estdo correlacionados a expressao aumentada da COX-2
nos tecidos. Moreira et al. (2009) avaliaram a capacidade do veneno da Bothrops asper em
aumentar a producéo de prostaglandinas (PGE2 e PGD?2) in vivo e in vitro. Desta forma,
observaram que o veneno da Bothrops asper aumentou a sintese de PGE2 e PGD2, em
conjunto com uma maior expressdéo da COX-2 em camundongos. A incubagdo de
macrofagos e neutrdfilos isolados com uma concentragdo sub-citotoxica do veneno da
Bothrops asper resultou no aumento da producdo de PGE2 e PGD2 por macréfagos e PGE2

por neutrofilos, concomitantemente a um incremento na expressao da COX-2, em ambas as
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células in vitro. Estes resultados sugerem que os produtos da atividade da COX séo
primordiais para o desencadeamento da resposta inflamatdria induzida por venenos
botropicos. Uma vez que, contribuem para a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade

vascular, formacdo de edema e consequente migracao de neutrofilos.

A participagdo de células procedentes da circulacdo sanguinea em processos
inflamatdrios locais é dependente da atracdo, também denominada quimiotaxia. Na resposta
imune inata, os neutréfilos sdo a primeira linha de defesa do organismo, devido sua
capacidade de migrar rapidamente em direcdo a fatores quimiotaticos liberados durante a
resposta inflamatoria local, incluindo fatores quimioatraentes enddgenos, como por
exemplo, o leucotrieno B4 e a IL-8, e fatores exdgenos, tais como o Formil-Metionil-Leucil-
Fenilalanina (fMLP) derivado da parede bacteriana (LUSTER et al., 2005; SADIK et al.,
2011).

O recrutamento de neutréfilos requer inicialmente rolamento e a aderéncia
dessas células a superficie luminal do endotélio vascular. O rolamento é mediado pela
interacdo de baixa afinidade entre a L-selectina ou a Sialyl Lewis X presentes na superficie
da membrana dos neutrofilos com a E-selectina e outros glicoligantes do endotélio vascular.
A adesdo firme, por sua vez, é mediada pela interacdo com integrinas e moléculas de adesao
celular, que por sua vez, conduzem a alteracdes na morfologia dos neutréfilos que passa a
apresentar um perfil celular ativado o qual permite que essa célula possa transmigrar através

das barreiras endoteliais e extravasar para os tecidos (WILLIAMS et al., 2011).

No presente estudo, o pré-tratamento dos animais com fucoidina, um modulador
de P-e L-selectinas, reduziu a formacéo do edema induzido pelo VBjsu ja nas fases iniciais.
Estes resultados estdo de acordo com os achados de Mora et al. (2008) que demonstram o
efeito protetor da fucoidina frente a resposta inflamatoria induzida pela injecdo do veneno da
Bothrops asper em camundongos. Além disso, o exame histopatolégico mostrou que o
VBjsu causou uma precoce infiltracdo de neutrofilos, observada 0,5 e 1,5 h apos o estimulo,
como tambeém relatado para injecdo do veneno da Bothrops lanceolatus em ratos
(GUIMARAES et al, 2004.). Estes resultados apoiam a hipdtese de que os neutr6filos
desempenham um papel chave no desenvolvimento do dano tecidual induzido pelo VBjsu, ja
nas fases iniciais do processo. Neste ponto, a questdo era se a quimiotaxia dos neutréfilos
para o local do dano seria resultante do efeito biologico direto ou indireto do veneno da

Bothrops jararacussu (VBjsu).
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Para testar a hipotese de que a precoce infiltracdo de neutrofilos nos tecidos se
deve em parte ao efeito quimiotatico direto do VBjsu sobre essas células, realizou-se o
ensaio de quimiotaxia in vitro na cadmara de Boyden utilizando neutré6filos humanos. Os
nossos resultados mostraram que VBjsu induz a quimiotaxia de neutrofilos in vitro,
modulando a migracdo dessas células através de um mecanismo direto. Corroborando com
estes resultados, de Castro et al. (2000) demonstraram que a injecdo intraperitoneal de
bothropstoxinas | e Il isoladas do veneno da Bothrops jararacussu, principalmente a
bothropstoxina Il induz a migracéo de leucdcitos para a cavidade atraves de um mecanismo
independente da atividade de mastocitos e da atividade enzimética, uma vez que, 0 pré-
tramento com o p-bromofenacil bromide (um inibidor de PLA) e a deplecdo de mastocitos

com o composto 48/80 ndo interferiu nos resultados.

A migracdo de neutrdfilos é dependente de um estimulo inicial capaz de
desencadear a ativacdo dos neutrofilos promovendo mudancas conformacionais que
possibilitem a movimentacdo dessas células em favor de um gradiente de concentracdo
(SALMON; AHLUWALIA, 2011). Esta e outras funcdes dos neutrofilos dependem de
uma complexa sinalizacdo celular envolvendo o calcio. Logo o aumento intracelular dos
niveis desse ion nos neutrofilos € considerado uma marca registrada da ativacdo dessas
células (DESAULNIERS et al., 2006; DEITCH et al., 2006; MAIL et al., 2011). Neste
trabalho foi demonstrado que neutrofilos naive incubados com o VBjsu prontamente
respondem mostrando um fendtipo morfologicamente ativado associado a um aumento

gradual no influxo de célcio para dentro da célula.

Os venenos sao fontes naturais de compostos bioativos capazes de modular a
funcdo de canais i6nicos das células excitaveis incluindo canais de K*, Na‘, CI" e Ca®*
(MOUHAT, 2004). O aumento do influxo de célcio induzido pelo VBjsu, numa
concentracdo sem atividade citotdxica, curiosamente manifestou-se de maneira lenta e
crescente contrastando com a resposta produzida pelo fMLP e IL-8. Este padrdo particular
de resposta poderia ser explicado através de duas possiveis hipoOteses, uma vez que,
componentes do veneno podem se ligar a receptores acoplados a proteina Gqg presente na
membrana dos neutrofilos e desencadear uma sinalizacdo intracelular complexa capaz de
regular a entrada de célcio através de Canais Regulados por Estoque (SOCs), ou estas
substancias poderiam atuar como agonistas parciais dos receptores de célcio ligante

dependentes como o TRPC3. Tais hipoOteses poderiam ser investigadas utilizando
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ferramentas farmacoldgicas como a toxina pertusis (inibidor da proteina G), ou a n-

propargil-nifedipina (inibidor especifico dos SOCs)

No trabalho publicado por Elifio-Esposito et al. (2011) foi demonstrado que uma
lectina purificada a partir do veneno da Bothrops jararacussu pode reconhecer glicoligantes
presentes na superficie dos neutréfilos e promover a polarizacdo e a migracao de neutréfilos
in vitro. Possivelmente, as lectinas presentes no VBjsu bruto podem ser responsaveis por
esses efeitos sobre os neutrdfilos. No presente estudo, foi demonstrado que tal fenémeno
pode contribuir para a lesdo do tecido relacionada com o VBjsu in vivo, uma vez que a
inibicdo da migracdo de neutrdfilos impediu parte significativa dos efeitos deletérios

associados ao veneno da Bothrops jararacussu.

Portanto, estes resultados sugerem que a agdo deletéria do veneno da Bothrops
jararacussu pode néo ser exclusivamente relacionada ao dano tecidual direto provocado pela
acao do veneno, mas ser resultado de uma interacdo biol6gica com componentes da resposta
imune gue conjuntamente contribuem para a formacéo e amplificacdo da lesdo local, abrindo
perspectivas para futuras investigacdes na busca de novos alvos terapéuticos e/ou terapias

complementares.
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Conclusdo
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o veneno da Bothrops jararacussu induz uma
resposta edematogénica precoce, tempo e concentracdo dependentes. Tais efeitos estdo
relacionados a producdo local de citocinas pro-inflamatérias como TNF-o e IL-1p e a
expressdo da COX-2, seguindo da sintese de prostandides e quimiotaxia direta sobre
neutréfilos. Conforme demonstrado na figura 13, a qual representa 0 modelo hipotético do

estabelecimento da lesdo tecidual.
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MODELO HIPOTETICO

Figura 13. Papel dos prostandides e dos neutrofilos na resposta inflamatoria induzida pelo

veneno da serpente Bothrops jararacussu (modelo hipotético).

Epiderme

VBjsu :
residente/| J \T endotelial Vaso

‘ Sanguinea
;:f_i% Estimulo COX2

Injecao intraplantar
de VBjcu

O veneno da Bothrops jararacussu induz uma resposta edematogénica precoce, que € dependente da
producdo de prostanoides e da migracdo de neutrofilos. Estes efeitos parecem ser mediados por um
aumento da producdo local de IL-1p, expressdao aumentada de COX-2 e do efeito quimiotatico direto
do veneno sobre os neutréfilos. (Fonte: ABNER, 2014).
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