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RESUMO

SAMPAIO, M. C. Estudo do componente leucocitario e de mediadores quimiotaticos da
reacdo inflamatéria induzida pelo veneno de Bothrops moojeni. Participacdo de
mastdcitos e da histamina no recrutamento leucocitario. 2009. 115 f. Dissertagdo
(Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sado Paulo, 2009.

Este estudo teve por objetivos: i) caracterizar o influxo leucocitario induzido pela
injecdo intraperitoneal do veneno de Bothrops moojeni (VBm), em camundongos, no que se
refere ao numero, tipos celulares, cinética e relagdo dose-efeito; ii) avaliar os mecanismos
envolvidos no influxo leucocitario induzido, quanto a participagdo de mastocitos e da
histamina, analisando a contribui¢do dos receptores Hy, H, e Hy; iii) analisar liberagdo dos
mediadores quimiotaticos TXA,, LTB4, MCP-1 ¢ KC ¢ iv) avaliar a agdo do veneno quanto a
capacidade de desgranular mastocitos in vivo e in vitro. Para tanto, foram usados
camundongos Swiss machos (18-20 g). O influxo de leucdcitos foi avaliado em lavados
peritoneais apds injecao do VBm (0,025 a 0,5 pg/g) ou solugdo fisiologica apirogénica
(controle); o nimero de leucdcitos circulantes foi avaliado no sangue periférico, apos essas
injecdes. O numero total dos leucocitos foi determinado em camera de Neubauer, apos
dilui¢do em liquido de Turk (1:20, v/v) e a contagem diferencial em esfregacos celulares
corados com Giemsa, sob microscopia de luz. A concentracao dos mediadores inflamatorios
foi avaliada por ensaios imunoenzimaticos. A desgranulagdo de mastocitos in vivo foi
determinada no tecido mesentérico corado por Giemsa ¢ a desgranulagdo in vitro determinada
pela dosagem da -hexosaminidase, por ensaio colorimétrico, no sobrenadante de culturas de
células PT18. Os resultados obtidos mostraram que o VBm causou influxo leucocitario para a
cavidade peritoneal, entre a 3* e a 24" hora, com polimorfonucleares (PMN) entre a 3* e 6*
hora ¢ mononucleares (MN) até a 24* hora, além de aumento de neutrofilos circulantes na 3?
hora. O pré-tratamento dos animais com cromoglicato, inibidor da desgranulacdo, aboliu o
recrutamento de PMN e de MN, na 6* hora. O tratamento com a difenidramina ou ranitidina
ou tioperamida, antagonistas de receptores H;, H, e H4 da histamina, respectivamente, reduziu
significativamente o recrutamento de PMN. Ainda, o veneno acarretou a liberacdo de TXA,
(10 minuto a 1 hora), LTB4 (6 hora), MCP-1 (1 a 3 hora) e de KC (10 minuto a 1 hora).
Adicionalmente, o VBm causou a desgranulagdo dos mastocitos, aos 10 minuto e a liberagao
de PGD,, dos 5 aos 30 minutos, de sua injegdo. In vitro, o VBm causou aumento da liberagédo

de B-hexosaminidase, significativo em rela¢do ao controle. Em conclusdo, o VBm induz uma



reacdo inflamatodria aguda, com influxo de leucocitos PMN e MN para o local de sua injecao e
aumento do numero de neutrdfilos circulantes. Esse efeito depende da histamina, via
receptores H;, H, e Hy e da ativagdo e desgranulacdo de mastocitos, que decorre, em parte, da
acao direta do veneno sobre essas células. A liberagao de TXA,, LTBs, MCP-1 ¢ a KC deve

contribuir para o influxo de leucocitos causado pelo VBm.

Palavras-chave: Bothrops moojeni. Inflamacédo. Leucécitos. Mastdcitos. Histamina.

Mediadores quimiotaticos.



ABSTRACT

SAMPAIO, M. C. Studies on the leukocyte component and chemotactic mediators of the
inflammatory reaction induced by Bothrops moojeni venom. Participation of mast cells
and histamine in leukocyte recruitment. 2009. 115 p. Dissertagio (Mestrado em
Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

In this study the effects of Bothrops moojeni venom (BmV) on the cellular
component of inflammatory responses and the mechanisms involved in this effect were
investigated. The effects of venom on peritoneal and circulating leukocyte numbers and on
the release of inflammatory mediators, such as LTB4, TXA;, PGD,, MIP-1 and KC, were
assessed. The role of both mast cells and histamine receptors in leukocyte recruitment induced
by BmV was assessed by selected pharmacological treatments. BmV caused a marked
infiltration of leukocytes (3-24 h) when injected into the peritoneal cavity of mice.
Neutrophils (PMN) were the predominant cell type in the early stages of response whereas
macrophages (MN) were accumulated from 3 up to 24 h. Moreover, BmV increased blood
neutrophil numbers at 3 h after injection. The BmV-induced leukocyte influx was abrogated
by cromoglicate and significantly reduced either by difenidramine or ranitidine or
tioperamide, histamine H;, H, and Hy4 receptor antagonists, respectively, at 6 h after injection.
Significant increments in peritoneal levels of LTBs, TXA,, PGD,, MIP-1 and KC were
detected at distinct periods of time after venom injection. In addition, BmV induced mast cell
degranulation both in vivo and in vitro. In conclusion, obtained data demonstrated the ability
of BmV induce leukocyte recruitment into the site of its injection. This effect is dependent on
mast cell activation and degranulation, which may be due to a direct effect of venom on these
cells, and is mediated at least in part by histamine via H;, H, and Hy4 receptors. Moreover, the
ability of venom to mobilize leukocytes from bone marrow reserve compartments and to
release the chemotactic mediators TXA,;, LTBs, MCP-1 and KC may be relevant for

leukocyte infiltration.

Key words: Bothrops moojeni. Inflammation. Leukocytes. Mast cells. Histamine.

Chemotactic mediators.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

Os acidentes causados por serpentes da Familia Viperidae, do género Bothrops, sdo os
mais numerosos ¢ de maior importancia epidemioldgica no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2004; OLIVEIRA et al., 2009). As serpentes desse género sdo encontradas em todo
o territorio nacional e compreendem vinte e trés espécies descritas (SILVA e RODRIGUES,
2008; BERNILS, 2009). Algumas espécies apresentam maior importincia por sua extensa
distribuigdo geografica como, por exemplo, a Bothrops atrox na Amazoénia, a Bothrops
erythromelas no Nordeste, a Bothrops jararaca na regido Sul e Sudeste e a Bothrops moojeni
na regido Centro-Oeste e Sudeste.

A serpente Bothrops moojeni ¢ a principal serpente das areas de mata ciliar das regides
central, norte e sudeste do Brasil (NOGUEIRA et al., 2003). Esta espécie ¢ responsavel por
cerca de 90 % dos acidentes ofidicos que ocorrem na regido de Sdo José do Rio Preto, ao
noroeste do Estado de Sdao Paulo (KOUYOUMDIJIAN et al., 1990; ROJAS et al., 2007). A
importancia médica desta espécie de serpente cresceu, nos ultimos anos, devido a sua
capacidade de adaptar-se, com facilidade, a ambientes modificados, por seu comportamento
agressivo e grande porte (MELGAREJO, 2003, 2009). Os relatos clinicos, dos acidentes
causados pelas serpentes dessa espécie indicam o desenvolvimento rapido de uma reagdo
inflamatoria, expressiva, no local da picada, caracterizada por eritema, dor, de moderada a
intensa, edema, podendo atingir até a raiz do membro afetado, além de tempo de coagulagdo
prolongado (KOUYOUMDIJIAN e KOUYOUMDIIAN, 1986; KOUYOUMDIJIAN e
POLIZELLLI, 1988). Nos casos considerados moderados e graves, classificados de acordo com
a extensdo do edema, ha relatos de complicagdes decorrentes do efeito local do veneno de B.
moojeni, como, por exemplo, a necrose tecidual. Além disso, o numero de complicagdes
observadas nos acidentes com a B. moojeni foi maior do que aqueles causados pela serpente
B. jararaca (KOUYOUMDIJIAN e POLIZELLI, 1988; KOUYOUMDIJIAN et al., 1990). Os
estudos sobre as atividades biologicas do veneno de B. moojeni, em modelos experimentais,
sdo escassos. No entanto, estdo descritas as atividades miotdxica, coagulante, hemorragica e
neurotoxica do veneno de B. moojeni (ZAMUNER et al., 2004; MAIORANO et al., 2005).

Os venenos de serpentes do género Bothrops induzem, de modo geral, um quadro
fisiopatologico caracterizado por reacdes locais imediatas e efeitos sistémicos. Os efeitos
sistémicos envolvem alteragdes da coagulacio sanguinea e do sistema cardiovascular, levando
ao choque hipovolémico e a insuficiéncia renal aguda, em casos mais graves (AMARAL et

al., 1985). As reagdes locais sdo graves e caracterizadas por hemorragia, mionecrose e
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inflamacgao acentuada, com edema proeminente e dor (ROSENFELD, 1971; GUTIERREZ e
LOMONTE, 1989; TEIXEIRA et al., 1994, CAMPBELL ¢ LAMAR, 2004, FRANCA ¢
MALAQUE, 2009).

O tratamento utilizado em acidentes botropicos € a soroterapia com antiveneno
poliespecifico (CHIPPAUX e GOYFFON, 1998). Quando a administracdo do antiveneno ¢
iniciada imediatamente ap6s a picada, os efeitos sistémicos do veneno botrdpico sdo
normalmente revertidos. No entanto, a neutralizagao dos efeitos locais ¢ dificilmente obtida e,
dependendo do grau de envenenamento, o efeito local pode evoluir para necrose, que pode
acarretar a perda do membro afetado e a incapacitacdo do individuo picado (ROSENFELD,
1971; GUTIERREZ et al., 1981, 2007). Em decorréncia deste fato, as a¢des locais, induzidas
pelos venenos botrdpicos, constituem um alvo importante de investigacao.

Os venenos de serpentes sdo misturas complexas de substidncias ndo-protéicas e
protéicas, com diferentes propriedades toxicas, enzimdticas ou ndo-enzimaticas (BRAUD et
al., 2000). A partir da analise protedmica, inimeras toxinas foram identificadas nos venenos
de serpentes, como proteinas secretérias ricas em cisteina, lectinas, glutaminil-ciclases,
disintegrinas, peptidios potencializadores de bradicinina e L-amino-oxidases, além das
toxinas enzimaticas cldssicas como as metaloproteases, fosfolipases A, e serinoproteases
(FOX e SERRANO, 2008; GUTIERREZ et al., 2009; PAES LEME et al., 2009).

No caso dos venenos de serpentes do género Bothrops, as manifestagdes locais sdo
atribuidas a acdo de fosfolipases A, (FLA,), metaloproteinases e outras proteases presentes no
veneno, bem como a liberagdo de compostos farmacologicamente ativos, gerados pela acao
do mesmo (HOUSSAY, 1930; VIDAL et al., 1972; ROTHSCHILD ¢ ROTHSCHILD, 1979;
MANDELBAUM et al.,, 1982; ASSAKURA et al., 1986; TEIXEIRA et al., 1994;
GUTIERREZ ¢ LOMONTE, 1997; PETRICEVICH et al., 2000; COSTA et al., 2002;
RUCAVADO et al., 2002; ZAMUNER et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2009; MOREIRA et
al., 2009).

A inflamagdo estd frequentemente associada ao envenenamento botropico
(ROSENFELD, 1971; GUTIERREZ ¢ LOMONTE, 1989; FLORES et al., 1993; TEIXEIRA
et al., 1994). No caso das serpentes B. jararaca e B. asper, foi demonstrado que a resposta
edematogénica local, por eles induzida, ¢ multimediada e envolve a participacdo de
mediadores lipidicos, derivados do acido araquidonico (eicosanodides) e fator de agregacao
plaquetaria (PAF), mediadores o e P-adrenérgicos, serotonina e histamina, com algumas
variagdes (TREBIEN e CALIXTO, 1989; CHAVES et al., 1995). A participagdo de

eicosandides e PAF também foi observada no desenvolvimento da hiperalgesia induzida pelos
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venenos de B. jararaca (TEIXEIRA et al., 1994) e de B. asper (CHACUR et al., 2001).
Recentemente, foi demonstrado que as prostaglandinas e a histamina estdo envolvidas no
edema podal induzido pelo veneno de B. insularis (BARBOSA et al., 2003). Ainda, foi
demonstrado que a reagdo local inflamatdria, desencadeada pelo veneno botrdpico, se
distingue dos demais processos inflamatdrios por nao ser modulada, em sua fase aguda, por
glicocorticéides (CURY et al., 1997), fato que deve contribuir para a sua expressdo
exacerbada.

O conjunto de informacdes descritas exemplifica a complexidade da reagdo
inflamatoria, desencadeada por venenos de serpentes do género Bothrops e demonstra que os
estudos existentes sdo fragmentados. Além disso, verifica-se que ndo existem estudos
detalhados relacionados aos efeitos inflamatorios locais causados pelo veneno das serpentes
B. moojeni. A gravidade dos efeitos locais, induzidos por essa serpente, justifica estudos a
esse respeito.

Os relatos clinicos do envenenamento botropico evidenciam a formagao de exsudato
purulento no local da picada. A presenga de leucdcitos foi identificada no tecido muscular de
camundongos apos a inje¢ao do veneno de B. asper (LOMONTE et al., 1994). De modo
similar, foi descrita a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de ratos, apos a
administragdo de venenos de B. erythromelas e B. alternatus (FLORES et al., 1993) e no
musculo gastrocnémico, apos a injecdo de B. jararaca da Argentina (ACOSTA DE PEREZ et
al., 1996). Ainda, o componente leucocitario, da reagdo inflamatoria induzida pelos venenos
de B. jararaca e de B. asper, em ratos, foi caracterizado por Farsky et al. (1997) e Zamuner et
al. (2001), respectivamente, sendo que estes ultimos autores demonstraram parte do
mecanismo envolvido nesse fendmeno. Estas informacdes, em conjunto, demonstram que a
literatura relacionada a participagdo dos leucdcitos nos efeitos locais induzidos pelos venenos
de serpentes do género Bothrops ¢ reduzida e que este parametro ndo foi avaliado para muitas
espécies desse género. Vale ressaltar, que ndo existem relatos sobre o componente celular
envolvido na reacdo local induzida pelo veneno de B. moojeni. O fato do veneno desta
serpente induzir uma resposta edematogénica importante, em individuos picados, sugere,
fortemente, a natureza inflamatéria do mesmo ¢ demanda estudos relativos ao componente
leucocitario, no local de sua injecao.

Os leucocitos desempenham papel relevante no desenvolvimento e resolugdo da
reacdo inflamatoria. Durante este processo, os leucdcitos sdo ativados e liberam uma grande
quantidade de mediadores inflamatoérios, que amplificam as suas fungdes imunologicas e, de

modo geral, favorecem a regeneracdo (MARIANI e PANINA-BORDIGNON, 2003;
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DIEGELMANN e EVANS, 2004). No entanto, em situacdes particulares, em que ha ativagdo
descontrolada ou excessiva, estas células tornam-se lesivas ao hospedeiro. Portanto, no caso
do envenenamento ofidico, dependendo do estado de ativagdo, os leucdcitos podem contribuir
para a evolugdo de lesdes teciduais e/ou vasculares causadas pelos venenos (ZAMUNER et
al., 2001; TEIXEIRA et al., 2005) ou para a regeneracdo tecidual (TEIXEIRA et al., 2003).
Desse modo, os leucocitos constituem um alvo importante para a investigacdo das agdes pro-
inflamatorias de venenos de serpentes, como da B. moojeni.

O componente celular da reacdo inflamatoria ¢ representado, primordialmente, por
leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos) e mononucleares (mondcitos, linfocitos e
mastdcitos). Nos primeiros estagios de uma resposta aguda, ha predominio numérico de
neutrofilos (RYAN e MAJNO, 1977; KAPLANSKI et al., 2003). Essas células, mobilizadas a
partir dos compartimentos de reserva e da corrente sanguinea, marginam a superficie dos
vasos da microcirculacdo da area afetada (inicialmente deslizam sobre o endotélio —
comportamento de rolamento — e, posteriormente, aderem a parede do vaso) e migram para o
exterior do vaso, através de juncdes interendoteliais (diapedese). Uma vez no sitio
extravascular, locomovem-se em resposta a um gradiente de concentragdo de mediadores
inflamatorios quimiotaticos (quimiotaxia) e acumulam-se no local de lesdo, para destruirem o
agente lesivo (FLOREY, 1970; WINKLER e LEVESQUE, 2006; FURZE e RANKIN, 2008).

A acdo dos mediadores inflamatorios induz alteracdes hemodinamicas e a expressdao
de receptores glicoprotéicos, na membrana de leucdcitos e da célula endotelial, denominados
moléculas de adesdo, que interagem entre si e acarretam o fenomeno da migracao leucocitaria
(MOSER et al., 2004). Varias familias de moléculas de adeséo, classificadas de acordo com
sua estrutura quimica, foram caracterizadas e, dentre essas, trés desempenham papel
fundamental na interagdo leucécito-endotélio: 1) a das selectinas, expressas em leucdcitos
circulantes e, particularmente, nas células endoteliais, responsaveis, pelo comportamento de
rolamento; 2) das integrinas, expressas nas células endoteliais e alguns tipos de leucocitos,
importantes para a aderéncia e diapedese e 3) das imunoglubulinas, expressas na célula
endotelial e alguns tipos de leucécitos, também relevantes para a aderéncia e diapedese. A
expressdo diferenciada das moléculas de adesdo, determinada por diversos mediadores
inflamatérios, nos diferentes estagios do desenvolvimento da reagdo inflamatoria ¢
responsdvel, em parte, pela seletividade e cinética de migracdo dos leucocitos para o foco de
lesdo (ALBELDA et al., 1994); para revisdao ver (GRANGER e KUBES, 1994; RAMPART,
1994; FARSKY e MELLO, 1995). Os fenomenos de marginacdo leucocitaria e atividades

locomotoras permitem que o leucécito alcance o foco de lesdo, para posterior destruicao do
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agente injuriante. A eliminacdo do agente lesivo, presente no foco inflamatorio, ocorre por
meio de fagocitose, efetuada por neutrdfilos e macrofagos, concomitantemente a producgao de
agentes microbicidas e liberacao do contetido de granulos lisossdmicos.

Dentre as células relevantes para os mecanismos imunologicos do organismo estd o
mastdcito, que contém uma quantidade extraordinaria de mediadores inflamatorios, que
podem ser liberados rapidamente, mediante diversos estimulos. Atribui-se a0 mastdcito um
papel fundamental no desencadeamento da inflamagdo (QURESHI e JAKSCHIK, 1988S;
GALLI et al., 1999; KALESNIKOFF e GALLI, 2008).

A literatura mostra que os venenos de algumas espécies de serpente botropicas, como
a B. jararaca e¢ a B. lanceolatus, causaram a desgranula¢do de mastdcitos in Vitro
(GUIMARAES et al., 2004; BONAVITA et al., 2006). Adicionalmente, foi demonstrado que
as fosfolipases A, isoladas dos venenos de serpentes desse género sdo capazes de induzir a
desgranulagdo de mastocitos in vitro, como ¢é o caso das fosfolipases A, BthTX-I e II ¢ da
Piratoxina-I (PrTX-I), isoladas dos venenos de B. jararacussu ¢ B. pirajai, respectivamente
(LANDUCCI et al., 1998; 2000). Recentemente, foi demonstrado que inibidores da
desgranulagdo de mastocitos e antagonistas de histamina e serotonina reduziram a
hiperalgesia causada pelo veneno de B. jararaca, sugerindo que este veneno atua sobre
mastocitos in vivo (BONAVITA et al., 2006). Por outro lado, um estudo mais detalhado,
demonstrou que os mastocitos reduziram a morbidade e mortalidade induzida pelo veneno da
serpente Atractaspis engaddensis, em camundongos. Este fato foi atribuido a degradagdo do
componente mais toxico desse veneno, a sarafotoxina 6b, pela a¢do da carboxipeptidase A,
liberada pelos mastdcitos. Este estudo mostrou, pela primeira vez, que os mastocitos podem
aumentar a resisténcia inata a venenos animais (METZ et al., 2006). No entanto, ndo ha
outros relatos na literatura que comprovem a capacidade de toxinas ou venenos de serpentes
do género Bothrops estimularem mastocitos in vivo.

Dada a relevancia dos mastdcitos em processos imunologicos e da sua propriedade de
armazenar e sintetizar uma gama de mediadores inflamatdrios e de proteases, sdo necessarios
estudos que investiguem a sua participagdo em eventos inflamatdrios locais, induzidos por
venenos de serpentes do género Bothrops, como a B. moojeni.

Dentre os mediadores inflamatorios liberados pelos mastdcitos, estd a histamina.
Embora a histamina exer¢a um papel relevante nos mecanismos de migracdo leucocitéria
(KUBES ¢ KANWAR, 1994; YAMAKI et al., 1998; JUTEL et al., 2006), ndo existem dados
na literatura relacionados a sua participag¢ao no influxo de leucécitos para o foco inflamatorio

induzido por venenos de serpentes do género Bothrops. Considerando que a inflamagdo é um
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fendmeno multimediado e modulado, o estudo do papel da histamina, na reagao inflamatoria
desencadeada por venenos de serpentes botrdpicas, ¢ de extrema relevancia para a melhor
compreensdo dos efeitos locais causadas pelos mesmos.

Por outro lado, ¢ conhecido que a distribuicdo de algumas toxinas ndo é uniforme
entre os venenos das diferentes espécies do género Bothrops. Variagdes na composigao
quimica e atividades bioldgicas dos venenos podem ocorrer entre familias, géneros, espécies e
subespécies desse género (CHIPPAUX et al., 1991; MOURA DA SILVA etal., 1991; FOX ¢
SERRANO, 2008; QUEIROZ et al., 2008; PAES LEME et al., 2009). Este fato pode
determinar diferengas na evolugdo clinica dos individuos picados, particularmente no que se
refere as acgodes locais e determinar, assim, condutas terapéuticas distintas. Desse modo, o
estudo dos efeitos e mecanismos pro-inflamatdrios dos venenos das espécies mais importantes

de serpentes do género Bothrops ¢ justificado.

1.1 Considerac0es gerais sobre mediadores quimiotaticos

O processo de transmigragdo dos leucdcitos, da circulagdo para o tecido adjacente, ¢
dependente da expressao de moléculas de adesdo, determinada pela acdo de mediadores
quimiotaticos.

Os mediadores cldssicos, envolvidos na quimiotaxia de leucdcitos, incluem
fragmentos peptidicos do sistema complemento, conhecidos como anafilatoxinas (C3a, C4a e
C5a) e mediadores lipidicos, como os leucotrienos (LTs), prostaglandinas (PGs), tromboxano
A, (TXA;) e o Fator Ativador de Plaquetas (PAF) (MURDOCH e FINN, 2000).

Os mediadores lipidicos sdo produzidos em condig¢des fisiologicas e tém a sua sintese
aumentada em processos inflamatorios e infecciosos. Sua sintese ¢ obtida a partir da clivagem
de fosfolipidios de membrana pela a¢do enzimatica de fosfolipases A,, resultando na liberagao
de acido araquidonico (AA) e de acido liso-fosfatidico. Uma vez liberado no citoplasma
celular, o AA pode ser metabolizado pelos sistemas enzimaticos das ciclooxigenases, dando
origem as prostaglandinas, como a PGD,, E;, I, e o TXA,. O AA também pode ser
metabolizado por enzimas do sistema das lipoxigenases, resultando na formacdo dos
leucotrienos By, C4, D4 € E4 (RADMARK e SAMUELSSON, 2009). O 4cido liso-fosfatidico,
por sua vez, pode ser acetilado pela enzima PAF-acetil hidrolase e resultar na formacdo do
PAF (SNYDER, 1989; KUIJPERS et al., 2001).

Mediadores lipidicos, como o TXA,, contribuem para o influxo leucocitario por

induzir a expressao de moléculas de adesdo da familia das [, integrinas e da grande familia
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das imunoglobulinas, como a VCAM-1 e a ELAM-1 (WILES et al., 1991; ISHIZUKA et al.,
1996, 1998; SCOTT et al., 1999; NAKAHATA, 2008). Outros mediadores, como o PAF,
induzem a ativa¢do e o recrutamento de leucécitos (KUIJPERS et al., 2001). Dentre os
mediadores lipidicos quimiotaticos, o LTB4 ¢ reconhecido como o mais potente. Este
mediador aumenta a sintese de moléculas de adesdo da familia das [, integrinas, responsaveis
pela firme adesdo do leucécito ao endotélio e a afinidade dessas moléculas com o seu ligante
no endotélio, a molécula de adesdo intracelular (ICAM-1). Além disso, a acdo quimiotatica do
LTBs ¢ exercida sobre mondcitos, mastdcitos, células T e, principalmente, neutréfilos
(FORD-HUTCHINSON et al., 1980; SMITH et al., 1980; TONNENSEN, 1989; FORD-
HUTCHINSON, 1990; VAN PELT et al., 1997, GOODARZI et al., 2003; TAGER et al.,
2003; KITAURA et al., 2005, WELLER et al., 2005). At¢ o momento, foram
identificadosdoisreceptores especificos para este mediador, o BLT1, de alta afinidade e o
BLT2, de baixa afinidade (YOKOMIZO et al., 1997, 2000). Embora a via de sinaliza¢do
desencadeada por estes receptores ainda ndo tenha sido completamente elucidada (TAGER e
LUSTER, 2003), sabe-se que a sua ativagdo causa aumento dos niveis intracelulares de
inositol-trifosfato (IP;), resultando em aumento do calcio intracelular e do influxo de calcio
bem como a ativagdo das vias das ERK 1/2, PI3K e AKT (YOKOMIZO et al., 2001;
OHNISHI et al., 2008).

Outro grupo de agentes quimiotaticos potentes ¢ constituido pelas quimiocinas, que
sdo citocinas quimiotaticas, de 8 a 17 kDa. Estas quimiocinas sdo agrupadas de acordo com a
localizag¢ao dos residuos de cisteina e por sua homologia estrutural. As principais classes de
quimiocinas possuem 4 residuos de cisteina e sdo classificadas como quimiocinas da classe
CC (ou B-quimiocinas) e da classe CXC (ou a-quimiocinas). A principal caracteristica
estrutural das quimiocinas da classe CC ¢ a de ndo apresentar nenhum aminoécido entre os
residuos de cisteina, enquanto as da classe CXC possuem um aminoacido entredoisresiduos
de cisteina. Existem, ainda, outras duas classe de quimiocinas que, no entanto, foram pouco
estudadas. Estas sdo as quimiocinas da classe CX;C (com trés aminoacidos entre os dois
residuos de cisteina) e as quimiocinas dos grupos XC (que, ao invés de apresentarem quatro
residuos de cisteina em sua estrutura, possuem apenasdoisresiduos, que sdo adjacentes)
(LUSTER, 1998; VIOLA e LUSTER, 2008).

Dentre as quimiocinas melhor caracterizadas, aquelas pertencentes a classe CC
possuem elevada seletividade para recrutar leucocitos mononucleares (mondcitos/macrofagos
e cé¢lulas T). As principais representantes deste grupo sdo as quimiocinas CCL2, CCL3 e

CCLS, que representam, respectivamente, as quimiocinas macrophage chemotactic protein-1
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(MCP-1), monocyte inflammatory protein-1 (MIP-1) e regulated upon activation, normal T-
cell expressed and secreted (RANTES). Ja as quimiocinas da classe CXC sdo seletivas para o
recrutamento de leucocitos polimorfonucleares, principalmente neutrdfilos. As principais
representantes deste grupo sdo a CXCL1 e a CXCLS, também conhecidas como kerotinocyte-
derived chemokine (KC)/growth related oncogen (GRO) e a interleucina-8 (IL-8),
respectivamente (LUSTER, 1998). Os mecanismos de acdo da KC para o recrutamento de
neutrofilos circulantes, ndo estdo completamente esclarecidos, porém sabe-se que este
mediador induz o aumento de leucécitos em fase de rolamento, de adesdo e de transmigragao,
de modo dependente da expressdo de P-selectina (ZHANG et al., 2001). Estudos recentes
demonstraram também que a KC participa da saida de neutrofilos dos compartimentos
centrais, via ativagdo do receptor CXCR2, expresso nessas células, acarretando aumento do
numero desse tipo celular na circulagdo periférica (WENGNER et al., 2008).

As quimiocinas exercem suas fungdes bioldgicas ao se ligarem a receptores de
membrana, todos eles acoplados a proteina G (GPCR). Até o presente, ja foram identificados
18 receptores, a maioria dos quais contendo uma subunidade G, acoplada a cauda
citoplasmatica, embora as subunidades Goq € Ggi2-13 também tenham sido descritas. A
ativacdo desses receptores leva ao aumento do influxo de calcio, ativagdo de PI3K, IP3 e
proteina cinase C (PKC), além da via das Ras e Rho GTPases (LUSTER, 1998; VIOLA e
LUSTER, 2008). Apos a ativacdo, os receptores de quimiocinas tornam-se parcialmente ou
completamente desensibilizados, por fosforilagdo dos residuos de serino e treonina da por¢ao
C-terminal. Acredita-se que a desensibilizagdo seja necessaria para que a célula nao perca sua
capacidade de migrar em um ambiente com gradiente quimiotatico (PROUDFOOT et al.,
2000). Em adigdo, foi identificada uma nova classe de receptores denominados “receptores
atipicos” que ligam-se sem seletividade a diferentes quimiocinas, incapazes de desencadear
sinalizagdo intracelular apés sua ativagdo (MURDOROF ¢ FINN, 2000; LOCATTI et al., 2005;
MANTOVANI et al., 2006; GRAHAM, 2009). Acredita-se que estes receptores exer¢am um
papel importante na modula¢do negativa da quimiotaxia de leucdcitos durante processos

inflamatorios (LOCATI et al., 2005; MANTOVANI et al., 2006; GRAHAM, 2009).

1.2 Considerac0es gerais sobre os mastdcitos e a histamina

Os mastocitos sdo células secretoras multifuncionais, caracterizadas pela presenga de
numerosos granulos citoplasmaticos, metacromaticos, que contém aminas biogénicas,

proteoglicanos, citocinas e serinoproteinases neutras e foram descritas por Paul Ehrlich, em
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1878. Inicialmente, os mastocitos foram denominados de mastzellen, que significa “células
bem alimentadas”, devido a grande quantidade de granulos citoplasmaticos (CRIVELLATO
etal., 2004; GALLI e TSAI, 2008).

O processo ontogenético dos mastocitos ainda nao foi completamente elucidado,
contudo, sabe-se que estas células, assim como os demais leucocitos, originam-se de
precursores hematopoiéticos pluripotentes, que expressam o fendtipo CD13", CD34", CD117"
e FceRI' (GILFILLAN ¢ TKACZYK, 2006; ARINOBU et al., 2009). A teoria mais aceita ¢
de que as células precursoras deixam a medula 6ssea ainda imaturas e migram para o tecido
periférico, local onde permanecem indiferenciadas. As células precursoras dos mastocitos sao
recrutadas para os tecidos, onde se diferenciam e completam a sua maturagdo. Este processo ¢
regulado pelas caracteristicas do microambiente e pela liberacdo de mediadores,
especialmente o SCF (Steam Cell Factor), secretado por fibroblastos, estroma e células
endoteliais. Ainda, uma populacdo de células progenitoras permanece indiferenciada nos
tecidos periféricos e constitui uma reserva celular, que se diferencia e amadurece somente
apos estimulo inflamatorio (GALLI, 1993; CRIVELLATO et al., 2004, GILFILLAN e
TKACZYK, 2006; ARINOBU et al., 2009).

Os mastocitos maduros estdo amplamente distribuidos no organismo e sio
encontrados, principalmente, em superficies de contato com o meio externo, como os epitélios
intestinal e pulmonar e no tecido conjuntivo, intimamente associados a vasos sanguineos,
linfaticos ¢ nervos (PEARCE, 1982; DVORAK et al., 1983; LONGLEY et al., 1995). No
homem e roedores, essas células sdo heterogéneas e, nas diferentes regides anatomicas, as
populagdes de mastocitos apresentam caracteristicas fenotipicas, morfoldgicas, bioquimicas e
funcionais distintas (METCALFE et al., 1997; CRIVELLATO et al., 2004). A localizagio
peculiar dos mastdcitos sugere que eles estejam entre as primeiras células a iniciarem os
processos imunologicos do organismo (QURESHI e JAKSCHIK, 1988; CRIVELLATO et
al., 2004).

Os mastdcitos sdo conhecidos como células efetoras locais, que desempenham papel
relevante em reagdes alérgicas, infecgdes parasitdrias e bacterianas, angiogénese,
remodelamento tecidual, fibrose, protecdo neuronal de doengas degenerativas, como a doenga
de Parkinson, na artrite reumatdide e no controle da homeostasia do hospedeiro através da
imunidade adquirida e inata, como a inflamag¢do (RIBATTI et al., 1987, DVORAK e
KISSELL, 1991; CHURCH e LEVI-SCHAFFER, 1997; GALLI et al., 1999; MEKORI e
METCALFE, 2000; OLSSON et al., 2001; STASSEN et al., 2002; CRIVELLATO et al.,
2004; TUNCEL et al., 2005; METZ ¢ MAURER, 2007; WEISSLER et al., 2008).
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Como mencionado anteriormente, os granulos citoplasmaticos dos mastocitos contém
uma grande variedade de mediadores inflamatdrios, como a histamina, serotonina, heparina,
sulfato de condroitina, proteases e citocinas. Os mastocitos também sintetizam mediadores
lipidicos como os leucotrienos, prostaglandinas e o fator ativador de plaquetas. Além disso,
apoés ativacado, estas células produzem e secretam citocinas como o fator de necrose tumoral
(TNF-a), o SCF, as interleucinas (IL) -3, -4, -6, -10, -13, -14 ¢ -16 e expressam algumas
quimiocinas como a linfotaxina, a MCP-1 e¢ as MIP-la e¢ -1 (GALLI et al.,, 1991;
ABRAHAM ¢ MALAVIYA, 1997; AJUEBOR et al., 1999; WEDEMEYER et al., 2000;
METZ e MAURER, 2007). Até o presente, cerca de 30 tipos de citocinas foram descritas
serem liberadas por mastécitos humanos (CRIVELLATO et al., 2004). A grande variedade de
mediadores pré- e neoformados, que o mastocito ¢ capaz de liberar, indica que esta célula
pode influenciar outras células do microambiente em que se localiza, bem como o seu papel
central no processo inflamatorio e em fungdes ndo imunologicas.

Os mastdcitos sao células heterogéneas e apresentam diferencas quanto ao conteudo
de proteases intragranulares, marcadores de superficie, liberacdo de citocinas e resposta a
alguns estimulos externos (GALLI, 1990; BRADDING et al., 1993). Atualmente, sdo aceitas
duas subpopulagdes de mastocitos, classificadas de acordo com a sua distribui¢cao anatomica e
as enzimas estocadas em seus granulos: 1) mastocitos que contém triptase e quimase,
encontrados predominantemente nos tecidos conjuntivos, na pele, submucosa do estomago e
intestino, linfonodo, sindévia e miocardio, os granulos destas células contém, também,
carboxipeptidase A, catepsina G e a heparina, como principal proteoglicano estocado e 2)
mastocitos que contém apenas triptase, encontrados, predominantemente, na mucosa intestinal
e pulmonar. Uma terceira subpopulagdo de mastocitos, contendo apenas a quimase nos
granulos, foi descrita e se localiza, principalmente, nas mucosas e submucosas do estdmago e
do intestino delgado (IRANI et al., 1986; IRANI e SCHWARTZ, 1994). Contudo, os artigos
mais recentes nao mencionam essa subpopulagdo (CRIVELLATO et al., 2004; GALLI e
TSAL 2008).

Os mastocitos apresentam intimeros receptores de reconhecimento de antigenos, na
superficie de membrana, como o receptor de alta afinidade para IgE (FceRI), os receptores
para IgG (FcyRI, FcyRI e FcyRIIl) e receptores para peptidios do sistema complemento
(C3aR, C5aR, CR3 e CRS5), que favorecem a sua ativagdo por bactérias ou particulas
opsonizadas (ABRAHAM et al., 1997; GILFILLAN e TKACZYK, 2006; GALLI e TSAI,

2008). Além disso, estas células expressam uma gama de moléculas de adesdo e receptores
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para fatores quimiotaticos, para tirosina-cinases € urocinases, que favorecem a sua
distribuicdo nos tecidos, ativagdo, diferenciagcdo, sobrevivéncia e fungdo pro-angiogénica,
respectivamente. Ainda, foram descritos receptores para varias citocinas e mediadores
inflamatorios como a triptase, o SCF, IL-1 e -12, PGE2, TNF e adenosina. O reconhecimento
de microorganismos ¢ mediado, principalmente, pelos toll-like receptors (TLR) 2, 3, 4,5, 7 ¢
9. Os mastocitos também podem ser ativados por diferentes componentes de venenos animais
como a sarafotoxina 6b, fosfolipases A, e peptidios desgranuladores de mastocitos
(ABRAHAM e AROCK, 1998; MALAVIYA et al., 1999; STASSEN et al., 2001;
SUPAJATURA et al., 2001; GALLI e NAKAE, 2003; WEISSLER et al., 2008).

A ativacao dos mastocitos pode ser iniciada por duas vias distintas, associadas ou nao
a anticorpos. Uma das vias de ativagdo ocorre quando um antigeno multivalente (alergénico)
se liga a anticorpos anafilaticos da classe IgE, previamente ligados a receptores de membrana
especificos FceRI ou a receptores de IgG (FcyRII/RIII), presentes na membrana dos
mastocitos. A outra via, sem a participacdo de anticorpos, pode ocorrer por ativacdo de
receptores para patogenos, como os TLRs ou receptores para citocinas, como o de SCF, IL-1e
TNF-a. Além disso, toxinas animais e peptidios desgranuladores também causam a ativagao
dos mastocitos e, consequentemente, a desgranulagao dos mediadores estocados (GALLI et
al., 1999; WEISSLER et al., 2008; GILFILLAN ¢ TKACZYK, 2006; GALLI ¢ TSAI, 2008).

A desgranulacdo dos mastdcitos pode ocorrer por dois processos morfologicamente
distintos. O primeiro processo ¢ denominado exocitose e decorre da fusdo dos granulos
citoplasmaticos e destes com a membrana celular, resultando na liberacdo rapida de
mediadores. Este mecanismo estd associado a processos imunologicos, como a reagdo de
hipersensibilidade imediata e a inflamacdo aguda. O segundo processo ¢ conhecido por
desgranulagao lenta (piecemeal degranulation). Neste caso, ocorre a secre¢do dos mediadores
estocados nos granulos sem que estes se fundam entre si ou com a membrana celular. Este
processo esta associado a condig¢des de inflamacdo cronica, alergias e tumores (DVORAK,
1991; CRIVELLATO et al., 2002, 2003, 2004).

As manifestagdes desencadeadas pelos mastdcitos, independentemente da natureza do
estimulo, sdo atribuidas a acdo dos mediadores liberados destas células. Dentre eles, a
histamina ¢ considerada um importante mediador da resposta inflamatéria aguda e da
hipersensibilidade imediata. Além disso, este mediador regula varios eventos essenciais da
resposta imune ¢ influencia numerosas fungdes de células do sistema imunolégico (JUTEL et
al., 2006).

A histamina ¢ uma amina vasoativa, sintetizada a partir da descarboxilagdo do
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aminoacido L-histidina, pela acdo da enzima histidina descarboxilase (EHD) e constitui o
principal componente dos granulos de mastocitos (HILL, 1990). Esta enzima ¢ expressa de
forma constitutiva em mastocitos ¢ basofilos (KURAMASU et al., 1998). Por este motivo,
observa-se uma elevada atividade da EHD e producdo de histamina nestas células, embora a
expressao da enzima e a liberacdo desta amina também tenham sido detectadas em diversos
tipos celulares e tecidos. Em tecidos inflamados, foi observado que 90 % das células
expressavam RNA mensageiro para a EHD, sendo que esta porcentagem correlacionou-se ao
numero de neutrofilos encontrados neste micro-ambiente (SHIRAISHI et al., 2000a). Além
disso, outros tipos celulares, como os macrofagos (TAKAMATSU et al., 1996) ¢ células T
(KUBO e NAKANO, 1999) sao capazes de expressar a EHD e sintetizar histamina,
dependendo do estigio de diferenciacdo ou ativagdo celular. Entretanto, enquanto os
mastocitos e basofilos liberam a histamina intragranular, imediatamente apds estimulo
antigénico, outros tipos celulares, como os macréfagos, células T e neutréfilos, produzem e
liberam este mediador continuamente apds o estimulo inflamatorio (SHIRAISHI et al.,
2000b; AOI et al., 1989).

A atividade bioldgica da histamina ocorre a partir de sua interacdo a pelo menos
quatro subtipos de receptores, acoplados a proteina G, denominados H;, H,, H; e Hy
(HOUGH, 2001; ZHANG et al., 2007; HUANG et al., 2008). As ac¢des desencadeadas pela
histamina, mediadas pelo receptor H;, estdo relacionadas a processos inflamatorios e
alérgicos, tais como a vasodilata¢do, aumento da permeabilidade vascular, secre¢do de muco
e broncoconstricdto (HOWARTH, 1990; WHITE, 1990; 1999). Além disso, a histamina pode
atuar como neurotransmissor no sistema nervoso central, inibindo o apetite ¢ aumentando o
estado de sonoléncia, via ativa¢ao dos receptores H; (PANULA et al., 1990). A ativacdo dos
receptores H, estd relacionada, preferencialmente, ao aumento de secrecdo gastrica, por
células parietais. No entanto, o efeito da histamina, mediado por estes receptores, também
ocasiona relaxamento da musculatura lisa e aumento da resisténcia das vias aéreas inferiores
(KNIGHT et al., 1992; TAMAOKI et al., 1997). Em contraste, os receptores Hs funcionam
como receptores pré-sindpticos, envolvidos na regulacdo autdcrina negativa de histamina e de
outros neurotransmissores do SNC (LOVENBERG et al., 1999). Por outro lado, ha poucos
estudos sobre os efeitos do receptor Hy. A literatura sugere que este receptor esteja envolvido
na inducdo de prurido (HAGERMARK et al., 1992; BELL et al., 2004) e na inflamagdo
alérgica (LING et al.,, 2004, GUTZMER et al., 2005, DUNFORD et al., 20006).
Recentemente, foi descrito um importante papel desse receptor no recrutamento de células

precursoras de mastocitos humanos, em processos alérgicos (GODOT et al., 2007). Estudos
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recentes tém demonstrado o papel imunomodulador dos receptores Hy, em modelos de
alergia. Nesse sentido, foi demonstrado que a ativacdo dos receptores Ha, expressos por
células dendriticas, modulou a resposta Th2, inibindo a liberagdo de citocinas e de
quimiocinas importantes para a ativacdo de células T (DUNFORD et al., 2006; DIJKSTRA et
al., 2008). Ainda, agonistas dos receptores H4 causaram um aumento de células T regulatorias
e de citocinas anti-inflamatdrias como a IL-10 ¢ o TGF-p (MORGAN et al., 2007; ZAMPELI
e TILIGADA, 2009). Por outro lado, o receptor Hs da histamina também participa de
respostas do tipo Thl, favorecendo a quimiotaxia de células inflamatorias, como neutréfilos,
células dendriticas ¢ mastocitos (TAKESHITA et al., 2003; THURMOND et al., 2004;
GUTZMER et al., 2005; BAUMER et al., 2008; HUANG e THURMOND, 2008).

Em adi¢do as atividades biologicas classicas da histamina, acima referidas, foi
demonstrado que os receptores de histamina sdo expressos em diferentes células do
contingente leucocitario, como os neutréfilos, mastocitos, eosindfilos, mondceitos, macrofagos
e linfocitos, sugerindo que este mediador, de forma direta ou indireta, pode influenciar a
capacidade efetora das mesmas (BACHERT et al., 2001; ZAMPELI e TILIGADA, 2009). As
evidéncias da literatura apontam uma a¢do da histamina na quimiotaxia de leucdcitos. Nesse
sentido, foi demonstrado que esta amina induz a expressdo de moléculas de adesao,
envolvidas na migragdo leucocitaria para o foco inflamatorio. A histamina promove,
rapidamente, a expressao de P-selectina, pelo endotélio, favorecendo o rolamento e a firme
adesao de leucécitos sobre este tecido, durante a inflamagdo (JONES et al., 1993;
THORLACIUS et al., 1994). Além disso, esse mediador induz a expressdo das moléculas E-
selectina ¢ ICAM-1, que também contribuem para o rolamento de leucécitos (JONES et al.,
1993; GILL et al., 2005). Estes efeitos da histamina sdo mediados por receptores H; (KUBES
e KANWAR, 1994; MIKI et al., 1996; YAMAKI et al., 1998; CIPRANDI et al., 2003).

Em sintese, dada a relevancia dos mastocitos e da histamina na resposta imune e na
migracdo leucocitaria, a andlise da participagdo destes elementos no desenvolvimento de
eventos inflamatdrios locais, induzidos pelo veneno de B. moojeni, particularmente o influxo

leucocitario, reveste-se de importancia.
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2 OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivos:

1) Caracterizar o influxo leucocitario induzido pela inje¢ao intraperitoneal do veneno de
Bothrops moojeni em camundongos, no que se refere ao ntimero, tipos celulares,

cinética e relagao dose-efeito;

2) Avaliar mecanismos envolvidos no influxo leucocitario induzido pelo veneno de B.
moojeni, na cavidade peritoneal de camundongos, quanto a:
a) participacdo de mastocitos,
b) participag@o da histamina, analisando a contribui¢ao dos receptores do tipo H;, H
e Ha,
c¢) liberagao dos mediadores quimiotaticos tromboxano A, leucotrieno B4, MCP-1 e

KC;

3) Avaliar a agdo desse veneno quanto a capacidade de desgranular mastocitos in vivo e in

vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, de peso compreendido entre 18 e 20
gramas, obtidos do Biotério Central do Instituto Butantan, mantidos em condigdes
padronizadas de biotério, com agua e alimentacdo ad libitum at¢ o momento dos

experimentos.

3.2 Veneno

Foi utilizado veneno total, extraido de vérios exemplares adultos de serpentes da
espécie Bothrops moojeni, fornecido pelo Laboratério de Herpetologia, do Instituto Butantan.
O veneno, liofilizado, foi mantido a —20 °C até o momento de sua utilizacdo.

Antes da realizacdo dos experimentos, a concentragdo de endotoxina bacteriana
(Lipopolisacaridio - LPS), presente no veneno ou em seu diluente, foi determinada pela
utilizagdo do kit de Ensaio Imunoenzimatico LAL (Fabricante: Cambrex/Lonza). O laudo
técnico resultante desta analise demonstrou uma quantidade de LPS inferior ao limite minimo
de deteccao do ensaio (0,125 VE/mL), indicando auséncia de LPS no veneno e em seu
diluente (anexo). A partir desta andlise inicial, todos os experimentos propostos neste estudo

foram conduzidos utilizando-se o mesmo lote do veneno.

3.3 Injecdo intraperitoneal do veneno de Bothrops moojeni (VBm) e obtencdo de
exsudato e de leucdcitos peritoneais.

O veneno bruto, diluido em solugao fisioldgica, foi filtrado em filtros esterilizantes, de
poro de 0,22 um de didmetro e injetado na cavidade peritoneal dos animais, por via
intraperitoneal (i.p.), em diferentes doses (0,025 a 0,5 ug/g), em volume constante de 0,5
mL/cavidade. Os animais dos grupos controles receberam inje¢do i.p. de volume equivalente
de solucdo fisioldgica apirogénica. Decorridos diferentes periodos de tempo, estabelecidos
para os diferentes protocolos experimentais, os animais foram mortos em atmosfera de gas
carbonico e a cavidade peritoneal lavada com 2,0 mL de tampao fosfato-salina (PBS), pH 7,2,
contendo heparina (10 UI/mL). O liquido coletado foi centrifugado a 500 g, por 6 minutos. O

precipitado celular foi utilizado para a contagem e tipagem de leucocitos e o sobrenadante foi
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utilizado para determinagdo da concentracdo de mediadores inflamatorios (prostaglandina D,,

tromboxano A,, leucotrieno B4, MCP-1 e KC).

3.4 Contagem total e diferencial de leucocitos na cavidade peritoneal

Os leucoécitos foram obtidos da cavidade peritoneal dos animais 1, 3, 6, 24, 48 e 72
horas, ap6s a inje¢do i.p. do VBm ou solugdo fisiologica apirogénica, como descrito no item
anterior. Uma aliquota do lavado peritoneal coletado foi diluida em solugdo de Turk (1:20
v/v), para a contagem do numero total de leucdcitos, em cadmara de Neubauer, sob
microscopio de luz. A contagem diferencial foi realizada a partir de esfregagos celulares,
obtidos em citocentrifuga e corados por corante Giemsa. Foram contadas pelo menos 100
células e classificadas como polimorfonucleares (PMNs) ou mononucleares (MNs), com base

em critérios de morfologia convencional.

3.5 Determinacao do numero de leucdcitos circulantes

Grupos de animais receberam inje¢ao i.p. do VBm (0,25 nug/g) ou solucio fisioldgica
apirogénica (controle), como descrito no item 3.3. Por meio de uma incisdo na extremidade
caudal dos animais, aliquotas de sangue foram coletadas 24 horas antes (basal) e 1, 3 ¢ 6
horas apds as inje¢des i.p. do veneno ou de solucdo fisioldgica apirogénica. Uma aliquota do
sangue foi diluida em Liquido de Turk, na propor¢do 1:20 (v/v), para a contagem do numero
total de leucocitos, em camera de Neubauer, sob microscopia de luz. Outra aliquota do sangue
foi utilizada para a contagem diferencial dos leucdcitos, a partir de extensdes sanguineas,
coradas por Giemsa. Pelo menos 100 células por lamina foram analisadas e tipadas, com base

em critérios de morfologia convencional para leucocitos.

3.6 Tratamentos farmacoldgicos

A participacdo dos mastocitos ou da histamina, no influxo leucocitario induzido pelo
veneno de Bothrops moojeni, foi determinada por diferentes intervengdes farmacologicas. A
dose dos farmacos e os tempos de laténcia empregados basearam-se em dados da literatura.
Todos os farmacos foram solubilizados em solugdo fisiologica apirogénica (veiculo) e
administrados pela via intravenosa (i.v.), a partir da veia caudal. Os animais controles

receberam volumes equivalentes do veiculo. Os protocolos dos tratamentos farmacologicos
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utilizados estdo descriminados abaixo:

v" Cromoglicato de sodio, inibidor da desgranulacdo de mastocitos (25 mg/kg),

administrado 30 minutos antes da inje¢ao do veneno;

v' Difenidramina, antagonista do receptor H; da histamina (10 mg/kg), administrada 10

minutos antes da inje¢dao do veneno;

v’ Ranitidina, antagonista do receptor H, da histamina (10 mg/kg), administrada 10

minutos antes da inje¢do do veneno;

v’ Tioperamida, antagonista dos receptores Hy/H, da histamina (10 mg/kg), administrada

20 minutos antes da inje¢cdo do veneno.

3.7 Determinacéo da desgranulagdo de mastécitos peritoneais

A indugdo da resposta inflamatoria foi realizada como descrito no item 3.3.
Decorridos diferentes periodos de tempo, os animais foram mortos em atmosfera de gas
carbdnico e o mesentério foi retirado e lavado com tampao fosfato. Apds fixagdo com tampao
paraformaldeido, a 4 %, por 2 horas, o tecido foi lavado com tampao fosfato por 3 vezes, e
corado com Giemsa. Apos secagem do mesentério, os mastocitos foram contados sob
microscopia de luz e classificados em desgranulados ou ndo desgranulados, com base em
padrdes morfologicos e na dispersdo de granulos. Foram contados, pelo menos, 100
mastocitos por amostra e considerados desgranulados os mastocitos que apresentavam 10 ou
mais granulos externalizados. Os dados estdo representados em porcentagem de células

desgranuladas.

3.8 Determinacéo da concentracéo de mediadores lipidicos por ensaio imunoenzimatico
(EIA)

Os sobrenandantes, obtidos segundo a descri¢do do item 3.3, passaram, inicialmente,
por um processo de extragdo de eicosanoides, por meio de Colunas Sep Pak C-18. Estas
colunas foram previamente ativadas com 10 mL de etanol absoluto, seguido de 20 mL de
agua deionizada. Em seguida, os sobrenadantes foram acidificados (pH 3,5) com solugao de
HCI 0,1 N e adicionados as colunas. Posteriormente, as colunas foram lavadas com uma

solugdo de etanol a 35 % e, finalmente, com etanol absoluto, para a eluicdo das
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prostaglandinas (PRADELLES et al., 1985). Os eluatos foram concentrados por um sistema
de centrifugacdo a vacuo (Savant) e, posteriormente, ressuspensos em tampao especifico e
analisados por ensaio imunoenzimatico (EIA), utilizando-se um Kit comercial (Cayman
Chemical, USA). O teor de recuperagdo de PGD,, TXB, ¢ LTB4 (>95 %) foi confirmado com
aplicacdo do padrdo especifico para estes mediadores. Para a determinacdo da concentragdo
da PGD,, as amostras correspondentes passaram por um processo de derivatizagdo apos sua
extracdo. Para esta etapa, foi adicionado o reagente para derivatiza¢do (metil-oximagao),
seguido de aquecimento a 60°C, por 30 minutos e centrifugacao por 10 minutos, a 200 g, para
a obtengdo da PGD; - metoxima (PGD,-MOX), que ¢ mais estavel para o EIA.

Aliquotas, contendo 50 pL. de cada amostra, foram adicionadas as placas de 96 pogos,
pré-tratadas com anticorpos especificos para cada mediador avaliado e incubadas com igual
volume do prostanoéide conjugado a acetilcolinesterase e antisoro especifico de coelho. Apds a
adi¢do do substrato, a absorbancia das amostras foi determinada em leitor de microplacas
(Labsystem Multiscan®), a 405 nm e as concentracdes foram estimadas a partir da curva

padrao especifica, em concentragdes expressas em pg/mL.

3.9 Determinacéo da concentracao da quimiocina MCP-1

A concentragdo desta quimiocina foi mensurada pela técnica de ensaio
imunoenzimatico (EIA), utilizando kits comerciais, especifico para quantificagdo de MCP-1
(eBioscience, EUA). As dosagens foram realizadas a partir dos exsudatos peritoneais
coletados como descrito no item 3.3.

Para a determinacdo da MCP-1, placas de 96 pocos (Corning Costar 9018), foram
sensibilizadas com o anticorpo monoclonal especifico para essa quimiocina, diluido em
tampao especifico, fornecido pelo fabricante, e incubadas por 18 horas, a 4 °C. A seguir, as
placas foram lavadas com 300 pL/pogo de tampao de lavagem (PBS, 0,05 % Tween-20).
Aliquotas de 100 uL de cada amostra foram, entdo, adicionadas aos pocos e incubadas por 18
horas, a 4 °C. Apds este periodo, as placas foram lavadas e adicionadas de 100 pL do
anticorpo secundario biotinilado/pogo e incubadas, a temperatura ambiente, por 30 minutos.
Apds nova lavagem das placas, foram adicionadas de 100 pL de avidina-peroxidase em cada
poco e apds 30 minutos de incubagdo, em temperatura ambiente, as placas foram lavadas e
adicionadas de 100 pL da solugdo substrato de tetrametil-benzidina (TMB). As placas,

protegidas da luz, foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. A reag¢do foi
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interrompida pela adi¢gdo de 50 pL de acido fosforico (H;PO4) 1 M e a absorbancia das
amostras foi determinada em leitor de microplacas (Labsystem Multiscan®), a 450 nm.
As concentragdes de MCP-1, expressas em pg/mL, foram estimadas a partir da curva

padrdo especifica para essa quimiocina.

3.10 Determinacao da concentragdo da quimiocina KC

Os niveis de KC foram mensurados pela técnica de ensaio imunoenzimatico (EIA),
utilizando kit comercial, especifico para quantificagao desta quimiocina (Antigenix América,
EUA). As dosagens foram realizadas a partir dos exsudatos peritoneais coletados como
descrito no item 3.3. Com esta finalidade, placas de 96 pogos (Corning Costar 9018), foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura especifico para KC murina, diluido em tampao
carbonato de sodio (pH 9,6) e incubadas por 3 horas, a 37 °C. A seguir, as placas foram
lavadas com 300 pL/poco de tampdo de lavagem (PBS, 0,05 % Tween-20) e incubadas com
200 pL de tampao de bloqueio (PBS, 0,05 % Tween-20, gelatina 10 %), por 18 horas, a 37
°C. Em seguida, as placas foram lavadas e aliquotas de 100 uL de cada amostra foram
adicionadas e incubadas por 18 horas, a 4 °C. Apds este periodo, as placas foram lavadas,
seguida da adicdao de 100 pL/pogo do anticorpo secundario conjugado a biotina e incubadas,
protegidas da luz, a temperatura ambiente, por 1 hora. Apds nova lavagem das placas, foram
adicionados 100 pL de estreptoavidina-peroxidase em cada pogo. Apds 1 hora de incubacio,
em ambiente protegido da luz e a temperatura ambiente, as placas foram lavadas e
adicionadas de 100 puL da solugdo substrato, de tetrametil-benzidina (TMB). As placas,
protegidas da luz, foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. A reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 50 puL de 4cido citrico 0,2 M e a absorbancia das amostras foi
determinada em leitor de microplacas (Labsystem Multiscan®), a 450 nm. As concentragdes
de KC foram estimadas a partir da curva padrao especifica para essa quimiocina e expressas

em ng/mL.

3.11 Cultura de mastécitos murinos

Mastocitos murinos, da linhagem imortalizada PT18, foram cultivados em garrafas de
poliestireno de 75 mm?, em meio RPMI-1640, suplementado com gentamicina (40 pg/mL),
L-glutamina (2 mM), soro fetal bovino (SFB) a 10 % e 5 % do sobrenadante de cultura de

células WEHI-3B, rico em IL-3. Os mastdcitos foram mantidos em incubadora, sob atmosfera
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de CO; a 5 %, a 37 °C, até sua utilizagdo. Os mastocitos, da linhagem PT18, foram
gentilmente cedidos pelos Drs. Eliana Faquim de Lima Mauro (Laboratério de
Imunopatologia - Instituto Butantan) e Jodo Gustavo Amarante-Mendes (Departamento de

Imunologia - Instituto de Ciéncias Biomédicas/USP).

3.11.1 Teste de viabilidade celular

Para avaliar o efeito citotéxico do VBm em mastocitos murinos, foi empregado o teste
de exclusdo pelo azul de Tripan. Os mastdcitos foram centrifugados a 500 g por 6 minutos € o
precipitado resultante foi resuspendido em tampao Tyrodes, para obter-se a concentragao de 4
x10° células/mL. Foram semeados 8 x10° mastocitos/pogo, em placas de 96 pogos e
incubados com diferentes concentragdes do VBm (1 - 50 pg/mL), por 1 hora, em estufa a 37
°C e 5 % de CO,. Apos este periodo de tempo, uma aliquota de 10 pL dos mastocitos em
suspensdo foi diluida em 90 pL de azul de Tripan, a 0,2% (1:10, v/v). A viabilidade dos
mastocitos foi determinada pela contagem de células vidveis e mortas, em cdmera de
Neubauer, sob microscopia de luz. Os resultados foram expressos em porcentagem de células
viaveis em relagdo ao nimero total de células, que foi tomado como 100 %. Todos os testes

foram feitos em duplicata.

3.11.2 Avaliagdo da desgranulacao de mastocitos murinos in vitro

A desgranulacdo dos mastdcitos foi determinada pela dosagem da enzima J-
hexosaminidase, um marcador da desgranulagdo de mastocitos, liberada no sobrenadante da
cultura (HOHMAN e DRESKIN, 2001). Apds a centrifugacdo dos mastdcitos, como descrito
no item 3.9.1, as células foram resuspendidas na concentragio de 4 x10° células/mL, em
tampao Tyrodes, especifico para ensaio de liberacdo de B-hexosaminidase. Foram semeadas 8
x10° células/pogo, em um volume final de 200 pL. As placas foram incubadas por 1 hora em
atmosfera de CO, a 5 %, a 37 °C. A seguir, foi adicionado o VBm, em concentragdes nao
citotoxicas (1 — 10 ug/mL), por 1 hora. Apds a incubagao, as placas foram centrifugadas a 500
g por 6 minutos e o sobrenadante foi coletado e utilizado para determinacdo da concentragdo
de B-hexosaminidase liberada no sobrenadante. As células foram lisadas com adi¢do de
tampao citrato 0,1 M, Triton X-100 0,5 % e uma aliquota do lisado celular foi utilizada para a

determinagdo da concentragdo de B-hexosaminidase residual. As aliquotas do sobrenadante ou
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do lisado celular (10 pL) foram incubadas em placas de 96 pogcos com 90 pL. de tampao
citrato 0,1 M, contendo 1,3 mg/mL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina. As placas,
protegidas da luz, foram incubadas por 18 horas, a 37 °C. A reagdo enzimatica foi parada com
a adi¢do de 100 pL de solugdo de glicina a 0,2 M e as absorbancias foram mensuradas em
leitor de ELISA a 405 nm. A liberacdo da enzima foi calculada segundo a formula abaixo:

DO do sobrenadante

% liberagao = - x 100
DO do sobrenadante + DO extrato do lisado celular

Os resultados foram expressos em porcentagem [-hexosaminidase liberada no
sobrenadante. Cada valor representa a média da quadruplicata de cada amostra, com um n

amostral igual a 3.

3.12 Andlise Estatistica

Os dados estdo representados como média + erro padrao da média (E.P.M.) e, apos o
teste de homocedasticidade, foram analisados por anélise de variancia (ANOVA), seguida do
teste de Tukey, nas comparagdes multiplas. Em todos os célculos, foi fixado o nivel critico
igual ou menor que 0,05 (p < 0,05). Em determinados protocolos experimentais, os valores de
porcentagem foram transformados em arco-seno para a andlise estatistica. Os dados foram

analisados estatisticamente a partir de programas computacionais.

3.13 Solugoes utilizadas

3.13.1 Tampaéo Fosfato-Salina (PBS)

Solugdo estoque de Salina
NaCl 81,82 g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Solugdo estoque de Fosfato

NaH2PO4H20 3,58 g
NazHPO4 1 2H20 26,5 g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
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Solugao Fosfato-Salina
Solugdo estoque de Fosfato
Solugdo estoque de Salina

Agua destilada

Solucao Salina (0,9 %)
Solugdo estoque de Salina

Agua destilada

3.13.2 Tampéo Fosfato (pH 7,4)

Fosfato de S6dio Monobasico
Fosfato de Sodio Dibasico

Agua deionizada

3.13.3 Tampao Paraformaldeido 4 % (pH 7,4)

Paraformaldeido
NaOH
Agua deionizada

Tampao Fosfato

3.13.4 Tampéo de Lavagem
Tween-20
Tampao Fosfato-Salina (PBS)
3.13.5 Tampéo de Bloqueio

Gelatina
Tween-20
Tampao Fosfato-Salina (PBS)

100 mL
100 mL
800 mL

100 mL
900 mL

34¢g
23¢g
g.s.p. 1000 mL

4g

1 pastilha
SmL

g.s.p. 100 mL

500 uL
1000 mL

10g
50 uL
g.s.p. 100 mL
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3.13.6 Tampao Tyrodes

NaCl

KCl

CaChL 1M
MgCl,
glucose

HEPES 1M

Albumina Sérica Bovina (BSA) 0,1 %

Agua deionizada

3.13.7 Tampéo Citrato 0,1 M (pH 4,5)

Acido Citrico 0,1 M
Citrato de Sodio 0,1 M

3.13.8 Tampdo Carbonato de sodio pH 9,6

NaHC03
NaCl
Agua destilada

3.13.9 Solucéo de Turk

Acido acético glacial
Violeta de genciana

Agua destilada

3.13.10 Corante Giemsa

Giemsa metileno azul-eosina

May-Griinwald metileno azul-eosina

Metanol p.a.

7,6 g

373 g

1,4 mL

203 g

1,01 g

10 mL

10 mL

g.s.p. 100 mL

300 mL
600 mL

84¢g
58¢g
1000 mL

I mL
1 mL
g.s.p. 100 mL

0,97 g
0,53 g
g.s.p. 1000 mL

45



Material e Métodos

3.13.11 Azul de Tripan

Solugao estoque (100 %)
Azul de Tripan
Tampao fosfato salina (PBS)

Solugao de trabalho (0,2 %)
Solugdo estoque azul de Tripan

Tampao fosfato salina (PBS)

3.13.12 Solucdo Acido fosférico (HsPO4) 1 M

H3POg4

Agua deionizada

3.13.13 Soluco de Acido Citrico 0,2 M
Acido Citrico 0,1 M
Citrato de sodio 0,1 M

3.13.14 Solucéo de parada de Glicina 0,2 M

Glicina

NaCl

NaOH 10 N
Agua destilada

3.14 Drogas e reagentes

Acido acético glacial (Merck, Brasil)

Acido fosforico (Sigma Chemical Company, EUA)
Albumina Sérica Bovina (Amersham Biosciences, EUA)
Acido Citrico (Sigma Chemical Company, EUA)
Citrato de Sodio (Sigma Chemical Company, EUA)
Composto 48/80 (Sigma Chemical Company, EUA)
Cloreto de Calcio (Sigma Chemical Company, EUA)

100 mg
100 mL

200 uL
g.s.p. 100 mL

5,76 mL
g.s.p. 100 mL

300 mL
600 mL

326 ¢

253 g

3,62 mL
g.s.p. 200 mL
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Cloreto de Magnésio (Sigma Chemical Company, EUA)
Cloreto de Potassio (Sigma Chemical Company, EUA)
Cloreto de Sddio (Sigma Chemical Company, EUA)
Cromoglicato de sodio (Sigma Chemical Company, EUA)
Difenidramina (Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA..)
Etanol p.a. (Merck, Brasil)

Gelatina (Labsynth, Brasil)

Giemsa metileno azul-eosina (Merck, Brasil)

Glicina (Amersham Biosciences, EUA)

Glucose (Sigma Chemical Company, EUA)

Heparina (Roche, Brasil)

Hidréxido de sodio (Sigma Chemical Company, EUA)
May-Griinwald metileno azul-eosina (Merck, Brasil)

Metanol (Merck, Brasil)

p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina (Sigma Chemical Company, EUA)

Paraformaldeido (Sigma Chemical Company, EUA)
Ranitidina (Sigma Chemical Company, EUA)
RPMI-1640 (Sigma Chemical Company, EUA)
Sais (Merck, Alemanha)

Soro Fetal Bovino (Invitrogen, Brasil)

Tioperamida (Sigma Chemical Company, EUA)
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4 RESULTADOS

4.1 Recrutamento leucocitario induzido por diferentes doses do veneno de B. moojeni

A atividade inflamatéria do veneno de Bothrops moojeni (VBm) foi avaliada quanto
ao recrutamento de leucocitos totais (A), de polimorfonucleares (B) e de mononucleares (C),
para a cavidade peritoneal de camundongos, 6 horas apos a sua inje¢cdo i.p., em diferentes
doses, ou de solucao fisiologica apirogénica (controle).

A Figura 1-A mostra o niimero de leucocitos totais na cavidade peritoneal dos
animais. Em animais injetados com solug¢ao fisioldgica apirogénica (controle), detectou-se um
nimero médio de 5,4 + 0,7 x10° leucocitos/mL. O VBm, na dose de 0,025 pg/g, nao causou
alteracdo significativa do nimero de leucdcitos, em comparacido ao controle. Por outro lado,
este veneno, nas doses de 0,1 pg/g, 0,25 ug/g ou 0,5 ng/g, causou um aumento do niumero dos
leucocitos recrutados para a cavidade peritoneal dos animais com valores médios de 19,5 +
1,9, 18,7 = 1,8 e 23,8 + 1,3 x10° leucocitos/mL, respectivamente. Estes valores foram
significativamente maiores quando comparados ao controle ou ao VBm, na dose de 0,025
ug/g. Ainda, ndo houve diferenca estatistica entre estas trés doses estudadas, quanto ao
numero de leucocitos totais recrutados. Por outro lado, na dose de 1 ug/g, o veneno causou
hemorragia local (dado ndo demonstrado) e, deste modo, o influxo de leucocitos, induzido por
esta dose de veneno, ndo foi mensurado. Na Figura 1-B estdo demonstrados os nimeros de
leucdcitos polimorfonucleares (PMNs), recrutados para a cavidade peritoneal dos
camundongos, apos a injecao i.p. do VBm, nas doses descritas acima ou de solugdo
fisiologica apirogénica. Apos 6 horas da injecdo de solucdo fisiologica apirogénica, foi
observado um nimero médio de 03 + 0,1 x10° polimorfonucleares/mL, nos lavados
peritoneais dos animais. O VBm, nas doses de 0,025 e¢ 0,1 pg/g, ndo causou alteracao
significativa do nimero de PMNs, se comparado aos controles. Por outro lado, nas doses de
0,25 e 0,5 pg/g, o veneno causou um aumento significativo do influxo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), com valores médios de 9,3 + 1 e 11,7 + 3,1 x10° PMN/mL,
respectivamente, se comparados ao controle. Com relagdo ao numero de leucdcitos
mononucleares (MNs), a Figura 1-C mostra que os animais controles apresentaram um
niimero médio de 4,6 + 0,6 x10° mononucleares/mL. A injecdo do veneno causou um
aumento significativo do nimero deste tipo celular na cavidade peritoneal, em todas as doses
estudadas, se comparado ao controle. Nao houve diferenca estatistica entre as doses do

veneno analisadas.
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A partir destes resultados, foi utilizada a dose de 0,25 ng de VBm/g para os estudos

subsequentes, relacionadas ao recrutamento leucocitario induzido por este veneno.

Figura 1.
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Numero de leucdécitos totais (A), de polimorfonucleares (B) e de mononucleares (C)
na cavidade peritoneal de camundongos apés injecdo de diferentes doses de veneno
de B. moojeni. O VBm, nas doses indicadas acima, ou solugdo fisioldgica apirogénica
(controle), em volume constante de 0,5 mL, foram injetados por via i.p., em
camundongos. Decorridas 6 horas dessas injecdes, os animais foram mortos e o lavado
peritoneal foi coletado para contagem dos leucdcitos totais, polimorfonucleares e
mononucleares, como descrito em Material e Métodos. Os dados representam a média *
E.P.M. de 5 — 6 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle; # p<0,05 em relagdo ao
VBm 0,025 pg/g (ANOVA).
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4.2 Decurso temporal do recrutamento leucocitario induzido pelo veneno de B. moojeni

O recrutamento leucocitario, para a cavidade peritoneal de camundongos, foi avaliado
em diferentes periodos de tempo (1 — 72 horas) ap6s a injecdo de VBm (0,25 pg/g, i.p.) ou de
solugdo fisioldgica apirogénica (controle).

A Figura 2 mostra o nimero de leucdcitos totais (A), de polimorfonucleares (B) e de
mononucleares (C) presentes na cavidade peritoneal dos camundongos, em diferentes
periodos de tempo apos a injecdo do VBm ou de solucdo fisioldgica apirogénica. Nos animais
controles (Figura 2-A), detectou-se um numero médio de 4,4 + 0,4 x10° leucécitos totais /mL,
entre 1 ¢ 24 horas e de 13,2 £ 1,2 x10° leucdcitos totais /mL, entre 48 e 72 horas. A injecao
1.p. de VBm induziu um aumento significativo do niimero global de leucécitos, na cavidade
peritoneal dos camundongos, entre a 3* e a 24" hora de sua inje¢do. O influxo méximo ocorreu
na 6 hora apo6s a injecdo do veneno, periodo em que houve um aumento de cerca de 680 % do
numero de células, em relacdo ao respectivo controle. Com relagao aos leucocitos PMNs, a
Figura 2-B mostra que a injecdo i.p. de solugdo fisioldgica apirogénica causou o influxo
médio de 0,32 + 0,04 x 10° PMN/mL, nos periodos de tempo avaliados. A injecdo do VBm
causou um aumento significativo do nimero dessas células entre a 3* e a 6* hora de sua
injecdo, se comparado aos controles, entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre estes
dois periodos de tempo, quando comparados entre si. A figura 2-C mostra que o grupo
controle apresentou um numero médio de 6,1 + 0,7 x 10° MN/mL, ao longo do tempo. A
injecdo do VBm causou um aumento significativo do nimero deste tipo celular, entre a 3% ¢ a

24* hora de sua injecao, se comparado aos controles.
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Figura 2.
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Perfil temporal do recrutamento de leucdcitos totais (A), de polimorfonucleares (B) e
de mononucleares (C) induzido pelo veneno de B. moojeni, na cavidade peritoneal de
camundongos. O VBm, na dose de 0,25 pg/g, ou solugdo fisioldgica apirogénica
(controle), foram injetados nos animais, por via i.p., em volume constante de 0,5 mL.
Decorrido os periodos de tempo indicados acima, realizou-se a coleta dos leucocitos por
lavagem da cavidade peritoneal e as células foram contadas como descrito em Material e
Meétodos. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 — 6 animais. *p<0,05 em relagdo
ao grupo controle; # p<0,05 em relagdo ao grupo VBm 3 h (ANOVA).
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4.3 Determinacdo do numero de leucdcitos circulantes apos injecdo do veneno de B.

moojeni

O numero de leucécitos circulantes, no sangue periférico dos animais foi avaliado em
diferentes periodos de tempo apos a injecdo i.p. do VBm (0,25 pg/g) ou de solucao fisioldgica
apirogénica (controle).

A Tabela 1 mostra a contagem total e diferencial de leucdcitos circulantes, em
diferentes periodos de tempo ap6s a inje¢do i.p. do VBm. Os animais controles apresentaram
valores médios de 48,6 + 1,0, 57,7 = 2,1 e 52,4 + 3,2 x10° leucécitos totais/mL, apés 1,3 ¢ 6
horas, respectivamente, da injecdo de solucdo fisiologica apirogénica. Os animais que foram
injetados com o VBm (0,25 ng/g) apresentaram valores médios de 55,7 = 1,4, 68,5 £ 2,8 e
58,7 + 3.6 x10° leucdcitos totais/mL, nos periodos de 1, 3 e 6 horas, respectivamente, que nao
diferiram estatisticamente dos respectivos controles. Também nao houve diferenca estatistica
entre o numero basal de leucdcitos e aqueles obtidos apds as inje¢des de solucao fisiologica
apirogénica ou do VBm (dados ndo demonstrados). Com relagdo ao nimero de neutrofilos, os
animais controles apresentaram valores médios de 9 + 0,8, 69 + 0,3 ¢ 8 + 1,5 x10°
células/mL, nos periodos de 1, 3 e 6 horas, respectivamente, apos a inje¢do i.p. de solu¢ao
fisiologica apirogénica. Quando os animais receberam injecdo i.p. do VBm, houve um
aumento marcante do nimero deste tipo celular, na 3% hora apos a inje¢do do veneno (27,2 +
3,5 x10° neutrofilos/mL), que foi estatisticamente significativo, se comparado ao controle ou
ao seu basal. A injecdo do VBm ndo afetou o nimero de neutroéfilos circulantes apos 1 e 6
horas de sua inje¢ao, em comparagao aos controles ou aos respectivos valores basais. Quanto
ao numero de macrofagos, os animais controles apresentaram uma média de 38,2 + 2, 48,5 +
6 e 41,6 £ 9, nos periodos de 1, 3 e 6 horas, respectivamente, apos a injecao i.p. de solugdo
fisiologica apirogénica. Quanto ao nimero de células T, os animais apresentaram uma média
de 1,4+£04,2,3+0,8, 2,8+ 1, nos periodos de 1, 3 e 6 horas, respectivamente, apos a inje¢ao
1.p. de solucdo fisiologica apirogénica. A injecdo i.p. do VBm ndo afetou o nimero de
macrofagos ou de células T circulantes em nenhum dos periodos de tempo avaliados, quando
comparados aos controles e aos respectivos valores basais. A presenca de eosinofilos e
basofilos nao foi detectada nos esfregagos dos animais controles nem dos animais injetados

com o VBm.
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Tabela 1. Efeito do VBm no namero de leucécitos circulantes no sangue periférico.

Leucocitos (x10%/mL)

Tempo Total Neutréfilos Basoéfilos Eosindfilos Macréfagos Células T
1h Controle 486+1,0 9,0+0,8 0 0 382+20 1404
VBm 55,714 7,0+0,6 0 465+31 22+ 05
Controle 57,721 69+0,3 0 485+60 2,3+0,8
VBm 685+28 272+35" 0 40£50 1,3+07
0
0

3h

0
0
0
6h Controle 524+32 8015 0 416+90 28%1,0

O VBm, na dose de 0,25 pg/g, ou solugdo fisiologica apirogénica (controle), em volume constante de
0,5 mL, foram injetados nos animais, por via i.p. A determinac¢ao dos leucocitos circulantes foi
realizada 24 h antes (basal) e 1, 3 ou 6 horas apos essas inje¢des, como descrito em Material e
M¢étodos. Os dados representam a média £ E.P.M. de 5 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle
(ANOVA).
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4.4 Participagdo dos mastocitos no influxo leucocitério induzido pelo veneno de B.

moojeni

Para este estudo, grupos de animais foram pré-tratados com cromoglicato (25 mg/kg,
1.v.), um inibidor da desgranulacao de mastdcitos, ou seu veiculo (controle), 30 minutos antes
da injecdo i.p. do VBm (0,25 pg/g) ou de solucdo fisioldgica apirogénica (controle basal).
Adicionalmente, um grupo de animais foi tratado cromoglicato, 30 minutos antes da injecao
1.p. de solucdo fisiologica apirogénica (controle do farmaco).

A Figura 3 mostra o nimero de leucdcitos totais, de polimorfonucleares e de
mononucleares, recrutados para a cavidade peritoneal de camundongos apo6s 6 (A, B e C) ou
24 horas (D, E e F) da inje¢do i.p. do VBm, em animais tratados ou ndo com o cromoglicato.
Ap0s 6 horas da injecdo i.p. do VBm, os animais, apresentaram um aumento do nimero de
leucécitos totais (21,3 + 1,4 x10° leucdcitos/mL), que foi estatisticamente significativo, em
relagio ao basal (8,3 + 0,2 x10° leucécitos/mL). O pré-tratamento dos animais com
cromoglicato aboliu o recrutamento de leucdcitos totais (8,1 £ 0,6 x10° leucocitos/mL),
induzido pelo VBm, se comparado ao controle e atingiu valores basais. Quanto ao niimero de
PMNs, os animais injetados com VBm apresentaram um aumento significativo deste tipo
celular (8,7 = 1,2 x 10° PMNs/mL), em relacdo ao basal (1,7 + 0,5 x10° PMNs/mL). O pré-
tratamento dos animais com o cromoglicato aboliu o recrutamento de PMNs (1,4 + 0,7 x10°
PMN/mL), induzido pelo VBm, em relagdo ao controle, atingindo os niveis basais. Em
relagdo aos leucdcitos mononucleares, os animais injetados com VBm apresentaram um
aumento do numero de MNs (9,6 + 0,3 x10° leucocitos/mL), que foi estatisticamente
significativo, em relagdo ao basal (6,9 + 0,6 x10° leucdcitos/mL). O pré-tratamento dos
animais com cromoglicato inibiu, de forma significativa, o recrutamento de MNs (6,6 = 0,4
x10° leucocitos/mL), induzido pelo VBm, se comparado ao controle, atingindo valores basais.
O tratamento dos animais com o cromoglicato ndo alterou o nimero de células residentes
(leucocitos totais, PMNs e MNs), de animais injetados i.p. com solucdo fisioldgica
apirogénica, em relacdo ao controle basal.

No periodo de 24 horas apds a inje¢ao i.p. do VBm, os animais apresentaram um
aumento significativo do niimero de leucécitos (20,2 + 1,7 x10° leucécitos/mL), se comparado
ao controle basal (9,3 + 4 x10° leucocitos/mL). O pré-tratamento dos animais com o
cromoglicato ndo alterou o numero de leucocitos totais (20,6 + 2,5 x10° leucocitos/mL),
induzido pelo VBm, se comparado ao controle. O ntimero basal de leucocitos PMNs foi de

0,9 + 0,6 x10° leucocitos/mL. O VBm ndo alterou o numero deste tipo celular 24 horas apos

54



Resultados

sua inje¢do, como ja descrito anteriormente. Por outro lado, a injecdo do VBm causou um
recrutamento de MNs, de 18,7 + 1,7 x10° leucdcitos/mL, que foi estatisticamente significativo
em relacdo ao controle basal (8,4 + 3,5 x10° leucocitos/mL). O pré-tratamento dos animais
com o cromoglicato ndo alterou o nimero de MNs recrutados pelo VBm, 24 horas ap6s a sua
injecdo. Os animais tratados com cromoglicato apenas nao apresentaram diferencas do

nimero de leucdcitos totais, PMNs e MNs, se comparados aos controles basais.
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Figura 3. Efeito do tratamento com o cromoglicato no influxo de leucécitos totais, de

polimorfonucleares e de mononucleares coletados 6 (A, B e C) ou 24 horas (D, E e F)
apos a injecdo do veneno de B. moojeni na cavidade peritoneal de camundongos.
Grupos de animais foram tratados com cromoglicato de sédio (25 mg/kg, i.v.) ou solugdo
fisioldgica apirogénica (controle), 30 minutos antes da inje¢do i.p. do VBm (0,25 pg/g) ou
de solucdo fisiologica apirogénica (basal). O numero total de leucocitos foi determinado
em lavados peritoneais coletados 6 (A, B e C) ou 24 horas (D, E e F) apos a injecao do
VBm, como descrito em Material e Métodos. Os dados representam a média + E.P.M. de
5 — 6 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo basal; #p<0,05 em relacdo ao grupo VBm
(ANOVA).
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4.5 Participacdo da histamina, via ativacdo dos receptores Hj;, no recrutamento

leucocitério induzido pelo veneno de B. moojeni

Para este estudo, grupos de animais foram pré-tratados com a difenidramina (10
mg/kg, i.v.), um antagonista dos receptores H;, ou seu veiculo (controle), 10 minutos antes da
injecdo i.p. do VBm (0,25 ng/g) ou de solucdo fisioldgica apirogénica (controle basal).
Adicionalmente, um grupo de animais foi tratado a difenidramina, 10 minutos antes da
injecdo i.p. de solucdo fisioldgica apirogénica (controle do farmaco).

A Figura 4 mostra o nimero de leucdcitos totais (A), de polimorfonucleares (B) e de
mononucleares (C) recrutados para a cavidade peritoneal de camundongos, apds 6 horas da
inje¢do i.p. do VBm, em animais tratados ou ndo com a difenidramina. Os animais injetados
com o0 VBm, 10 minutos apos o tratamento com solugdo fisioldgica apirogénica, apresentaram
um aumento do numero de leucécitos na cavidade peritoneal (17,9 + 1,4 x10° leucocitos/mL),
que foi estatisticamente significante, em relagio ao basal (6 + 0,7 x10° leucocitos/mL). O pré-
tratamento dos animais com a difenidramina reduziu, significativamente, o recrutamento de
leucécitos totais (12 + 1,1 x10° leucécitos/mL), induzido pelo VBm, se comparado ao
controle. Com relagdo ao numero de PMNs, os animais que receberam a injecao i.p. do VBm,
10 minutos apds a administragdo de solucdo fisiologica apirogé€nica, apresentaram um
aumento, estatisticamente significativo, do nimero de células (6,1 + 0,9 x10° PMN/mL), se
comparado ao valor basal (1,1 + 0,3 x10° PMN/mL). O pré-tratamento dos animais com a
difenidramina reduziu, significativamente, o recrutamento deste tipo celular (2,8 + 0,4 x10°
leucocitos/mL. Quanto aos leucdcitos MNs, a injecdo i.p. do VBm, em animais tratados com
solucdo fisiologica apirogénica, causou um aumento significativo do recrutamento deste tipo
celular (11,8 + 1,1 x10° MN/mL), se comparado ao basal (4,8 + 0,4 x10° MN/mL). O
tratamento dos animais com a difenidramina ndo afetou o numero de MNs (9,2 + 0,8 x10°
MN/mL), recrutado pelo VBm, se comparado ao controle. O tratamento dos animais com a
difenidramina, em animais injetados i.p. com solucdo fisioldgica apirogénica, nio alterou o

numero de leucocitos totais, PMN e MN, em relacdo ao valor basal.
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Figura 4. Efeito do tratamento com a difenidramina no influxo de leucdcitos totais (A), de
polimorfonucleares (B) e de mononucleares (C) induzido pelo veneno de B. moojeni na
cavidade peritoneal de camundongos. Grupos de animais foram tratados com
difenidramina (10 mg/kg, i.v.) ou com solucado fisiologica apirogénica (10 mL/kg, i.v.), 10
minutos antes da injecdo i.p. do VBm (0,25 pg/g) ou de solucdo fisioldgica apirogénica
(controle basal). O numero total de leucocitos foi determinado em lavados peritoneais
coletados 6 horas apos a injegdo do VBm, como descrito em Material e Métodos. Os dados
representam a média £ E.P.M. de 5 — 6 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo basal;
#p<0,05 em relagdo ao grupo VBm (ANOVA).
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4.6 Participacdo da histamina, via ativacdo dos receptores H;, no recrutamento

leucocitério induzido pelo veneno de B. moojeni

Neste estudo, grupos de animais foram pré-tratados com a ranitidina (10 mg/kg, i.v.),
um antagonista dos receptores H,, ou seu veiculo (controle), 10 minutos antes da inje¢do i.p.
do VBm (0,25 pg/g) ou de solugdo fisiologica apirogénica (controle basal). Adicionalmente,
um grupo de animais foi tratado a ranitidina, 10 antes da inje¢do i.p. de solucdo fisiologica
apirogénica (controle do farmaco).

A Figura 5 mostra o nimero de leucocitos totais (A), de polimorfonucleares (B) e de
mononucleares (C) recrutados para a cavidade peritoneal de camundongos, apds 6 horas da
inje¢do i.p. do VBm, em animais tratados ou ndo com a ranitidina. Com relagdo ao nlimero de
leucdcitos totais, os animais controles, injetados com o VBm, 10 minutos apos a injec¢ao i.p.
de solugdo fisioldgica apirogénica, apresentaram um aumento do nimero de leucécitos (21,1
+ 1,1 x10° leucocitos/mL), que foi estatisticamente significante, se comparado ao grupo basal
(10 + 0,4 x10° leucécitos/mL). O pré-tratamento dos animais com a ranitidina ndo afetou o
influxo de leucdcitos totais (16,5 + 1,6 x10° leucocitos/mL), induzido pelo VBm, se
comparado ao controle. Com relagdo ao numero de leucécitos PMNs, os animais que
receberam a inje¢do i.p. do VBm, apds o pré-tratamento com solucdo fisiologica apirogénica,
apresentaram um aumento, estatisticamente significante, do nimero destas células (9,2 + 0,5
x10° PMN/mL), se comparado ao valor basal (1,7 £ 0,5 x10° PMN/mL). O tratamento dos
animais com a ranitidina causou uma redugdo, estatisticamente significativa, do nimero de
leucéeitos PMNs (4,9 + 0,7 x10° PMN/mL), induzido pelo VBm, em relacdo ao controle.
Quanto aos leucocitos MNss, a inje¢do i.p. do VBm, apds administragcdo de solugao fisiologica
apirogénica causou um aumento significativo do recrutamento deste tipo celular (11,9 + 1,2
x10° MN/mL), se comparado ao basal (8 + 0,1 x10° MN/mL). O tratamento dos animais com
a ranitidina nao afetou o recrutamento de MNs (11,6 + 1,4 x10° MN/mL), induzido pelo
VBm, em relacdo ao controle. O niimero de leucdcitos totais, PMNs e MNs, em animais pré-
tratados com a ranitidina e injetados i.p. com solugdo fisioldgica apirogénica, ndo diferiu do

numero basal de leucocitos.
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Figura5. Efeito do tratamento com a ranitidina no influxo de leucdcitos totais (A), de
polimorfonucleares (B) e de mononucleares (C) induzido pelo veneno de B. moojeni
na cavidade peritoneal de camundongos. Grupos de animais foram tratados com
ranitidina (10 mg/kg, i.v.) ou com solugdo fisioldgica apirogénica (10 mL/kg, i.v.), 10
minutos antes da injecdo i.p. do VBm (0,25 pg/g) ou de solugdo fisioldgica apirogénica
(basal). O numero total de leucdcitos foi determinado em lavados peritoneais coletados 6
horas apds a inje¢do do VBm, como descrito em Material e Métodos. Os dados
representam a média £ E.P.M. de 5 — 6 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo basal;
#p=<0,05 em relag@o ao grupo VBm (ANOVA).
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4.7 Participacdo da histamina, via ativacdo dos receptores Hj, no recrutamento

leucocitério induzido pelo veneno de B. moojeni

Neste estudo, grupos de animais foram pré-tratados com a tioperamida (10 mg/kg,
1.v.), um antagonista dos receptores Hi/Hi, ou seu veiculo (controle), 20 minutos antes da
injecdo i.p. do VBm (0,25 pg/g) ou de solucao fisiologica apirogénica (controle basal). Ainda,
um grupo de animais foi tratado a tioperamida, 20 antes da inje¢do i.p. de solucdo fisiologica
apirogénica (controle do farmaco).

A Figura 6 mostra o nimero de leucocitos totais (A), de polimorfonucleares (B) e de
mononucleares (C) recrutados para a cavidade peritoneal de camundongos apds 6 horas da
inje¢do i.p. do VBm, em animais tratados ou ndo com a tioperamida. A inje¢do i.p. do VBm,
apods o pré-tratamento dos animais com solugdo fisioldgica apirogénica, causou um aumento
do influxo leucocitario para a cavidade peritoneal dos animais (46,1 + 6 x10° leucocitos/mL),
que foi estatisticamente significante, quando comparado ao valor basal (12 + 2,9 x10°
leucocitos/mL). O pré-tratamento dos animais com a tioperamida ndo afetou o recrutamento
de leucdcitos totais (37,5 = 3 x10° leucocitos/mL), induzido pelo VBm, se comparado ao
grupo controle. Com relagdo ao numero de leucocitos PMNSs, os animais que receberam a
injecdo i.p. do VBm, apds a administracdo de solucdo fisioldgica apirogénica, apresentaram
um aumento do numero de polimorfonucleares (22,1 + 3,6 x10° PMN/mL), que foi
estatisticamente significativo, se comparado ao valor basal (1,5 + 0,8 x10° PMN/mL). Quando
os animais foram pré-tratados com a tioperamida ocorreu uma diminui¢do, marcante, no
numero de PMNs (4,9 = 0,7 x10° PMN/mL), induzido pelo VBm, se comparado ao controle.
Quanto ao numero de leucocitos MNs, a inje¢do i.p. do VBm, apds administragdo de solugao
fisiologica apirogénica causou um aumento significativo do recrutamento deste tipo celular
(24 + 2,8 x10° MN/mL), se comparado ao basal (10,5 + 2,1 x10° leucécitos/mL). O
tratamento dos animais com a tioperamida ndo afetou o nimero de MNs (26 + 1,2 x10°
leucdcitos/mL), recrutado pelo VBm, em comparagdo ao controle. O nimero de leucdcitos
totais, PMNs ¢ MNs, em animais pré-tratados com a tioperamida e injetados i.p. com solucao

fisiologica apirogénica, nao diferiu do nimero basal de leucocitos.
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Efeito do tratamento com a tioperamida no influxo de leucdcitos totais (A), de
polimorfonucleares (B) e de mononucleares (C) induzido pelo veneno de B. moojeni
na cavidade peritoneal de camundongos. Grupos de animais foram tratados com
tioperamida (10 mg/kg, i.v.) ou com solugdo fisiologica apirogénica (10 mL/kg, i.v.), 20
minutos antes da injecdo i.p. do VBm (0,25 pg/g) ou de solugdo fisiologica apirogénica
(basal). O numero total de leucdcitos foi determinado em lavados peritoneais coletados 6
horas apds a injecdo do VBm, como descrito em Material ¢ Métodos. Os dados
representam a média + E.P.M. de 5 animais. *p<0,05 em relacdo ao grupo basal; #p<0,05
em relacdo ao grupo VBm (ANOVA).
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4.8 Efeito do VBm em mastocitos peritoneais in vivo: Inducéo da desgranulacéo

A capacidade do VBm induzir a desgranulagdo dos mastocitos (MCs) peritoneais in
vivo foi avaliada ap6s a sua inje¢do i.p., em diferentes doses, ou de solugdo fisiologica
apirogénica (controle).

A Figura 7 mostra a desgranulacdo de mastdcitos mesentéricos, induzida por doses
crescentes do VBm, 10 minutos apos sua inje¢do i.p. (A) e a cinética temporal deste efeito
(B), induzido por uma dose unica desse veneno. Os animais injetados com solucdo fisiologica
apirogénica, 10 minutos apos esta injecdo, apresentaram uma porcentagem média de 3,3 + 0,3
mastocitos desgranulados. Ja a inje¢do i.p. do VBm causou um aumento da desgranulagao dos
mastocitos mesentéricos, a partir da dose de 0,1 pg/g, com um percentual médio de 9,3 = 1,8
MCs desgranulados. Este aumento foi estatisticamente significativo, se comparado ao
controle. O efeito maximo do veneno, quanto a desgranulagao dos mastocitos, ocorreu com a
dose de 0,25 ng/g, com um percentual médio de 27,2 + 3,1 MCs desgranulados, se comparado
ao controle. Entre as doses de 0,025, 0,1 e 0,25 pg/g do VBm, observou-se uma relagao dose-
efeito para a desgranulacio dos mastocitos mesentéricos. Estas doses diferiram
estatisticamente, quando comparadas entre si. O efeito do VBm, na dose de 0,025 ng/g, nao
diferiu, estatisticamente, do controle. Ainda, como controle positivo da desgranulagdo dos
mastocitos, grupos de animais foram injetados, por via i.p., com o composto 48/80 (1 pg/g),
um polimero amplamente utilizado como desgranulador de mastocitos. Este composto causou
a desgranulacdo percentual de 52 + 5,3 MCs. Este efeito foi estatisticamente maior quando
comparado ao controle e as diferentes doses do veneno.

A partir dos dados descritos anteriormente, foi escolhida a menor dose do VBm (0,25
ug/g), que causou o maximo efeito observado, para a avaliagdo do perfil temporal. Assim
sendo, a desgranulagdo dos mastocitos foi avaliada em diferentes periodos de tempo apds a
injecdo i.p. do VBm ou de solugdo fisioldgica apirogénica (controle). A Figura 7-B mostra
que animais controles, injetados com solugdo fisiologica apirogénica, apresentaram um
percentual médio de 8,5 + 0,7 MCs desgranulados, ao longo do tempo. A injecdo i.p. do VBm
causou um aumento da desgranulacdo dos mastécitos, que foi estatisticamente significativa,
somente aos 10 minutos apds sua injecdo (30,7 = 3,1 MCs desgranulados), se comparado aos

controles.
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Desgranulacdo de mastdcitos mesentéricos induzido pelo veneno de B. moojeni in
vivo. O VBm, em doses crescentes (A), ou em dose tnica (B) ou solugdo fisiologica
apirogénica (controle), foram injetados, em volume constante de 0,5 mL, por via i.p..
Decorrido os periodos de tempo acima indicados, o mesentério dos animais foi retirado e
processado para analise histologica. A desgranulacdo dos mastdcitos mesentéricos foi
avaliada sob microscopia de luz, como descrito em Material e Métodos. Em (A): a relagéo
dose-efeito do VBm, nas doses indicadas acima e em (B): a cinética deste efeito, induzido
por uma unica dose do veneno. Os dados estdo apresentados como porcentagem de
mastocitos desgranulados e representam a média + E.P.M. de 5 animais. *p<0,05 em
relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relagdo ao VBm 0,025 pg/g; +p<0,05 em relagdo
ao VBm 5 min (ANOVA dos valores percentuais convertidos em arco-seno).
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4.8.1 Anélise histoldgica dos mastocitos mesentéricos apds a injecdo do veneno de B.

moojeni

A Figura 8 ilustra mastdcitos mesentéricos 10 minutos apds a inje¢ao i.p. de solugdo
fisiologica apirogénica (controle) ou de VBm, (0,25 pg/g). A fotomicrografia do tecido
mesentérico dos animais controles (A) mostra a presenca de mastocitos integros, de contorno
bem delimitado e presenca de granulos basofilicos e metacromaticos, abundantes, no
citoplasma destas células. Pode-se observar, ainda, auséncia destes granulos ao redor das
células. Em contrapartida, o mesentério de animais injetados com o VBm (B) apresentou
mastdcitos com morfologia irregular e a presenca de granulos citoplasmaticos basofilicos

externalizados, evidenciados principalmente ao redor dessas células.
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Figura 8.

CONTROLE

Fotomicrografia do tecido mesentérico evidenciando desgranulagdo de mastocitos
induzida pelo veneno de B. moojeni. A desgranulagdo dos mastdcitos mesentéricos foi
avaliada 10 minutos apds a inje¢do i.p. de solugdo fisiologica apirogé€nica (controle) ou do
VBm (0,25 pg/g). O mesentério dos animais foi processado para analise histologica e a
avaliagdo da desgranulagdo foi realizada sob microscopia de luz, como descrito em
Material e Métodos. (A) controle: observa-se a presenga de mastocitos ndo desgranulados;
(B) animais injetados com VBm: nota-se a presencga de mastocitos desgranulados. Figura
representativa de 5 animais. Aumento: 200x
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4.9 Liberacéo de PGD; induzida pelo veneno de B. moojeni

A concentragdo de PGD,, um marcador da ativacdo de mastocitos (REDDY e
HERSCHMAN, 1997), foi determinada no lavado peritoneal de animais, desde 5 até 60
minutos ap6s a injecao i.p. de solucao fisiologica apirogénica (controle) ou do VBm (0,25
ng/g). A Figura 9 mostra que animais controles apresentaram uma concentracdo de média de
PGD, de 222 + 24 pg/mL, no lavado peritoneal, entre 5 ¢ 30 minutos apds a injecdo de
solucdo fisiologica apirogénica. Apds 60 minutos dessa injecdo, a concentragdo média deste
prostanoide foi de 567 = 132 pg/mL. A inje¢do i.p. do VBm causou um aumento marcante da
concentracdo da PGD,, entre 5 e 30 minutos apds sua injecao (concentragao média de 861,1 +
76 pg/mL). Este aumento na liberagdo da PGD,, foi de 288 % e estatisticamente significativo
em relacdo ao controle. Embora aos 60 minutos apds a inje¢do do VBm tenha ocorrido uma
tendéncia de aumento dos niveis de PGD;, ndo houve diferenca estatistica em comparagao ao

respectivo controle.
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Figura9. Liberacdo de PGD, induzida pelo veneno de B. moojeni. Os animais receberam injecao
i.p. de VBm (0,25 pg/g) ou de solugdo fisiologica apirogénica (Controle). Decorridos os
periodos de tempo indicados acima, realizou-se a coleta dos lavados peritoneais, para a
determinacdo da concentragdo de PGD,, por ensaio imunoenzimatico (EIA), como
descrito em Material e Métodos. Os dados representam a média + E.P.M. de 5-6 animais.
*p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA).
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4.10 Efeito do veneno de B. moojeni na viabilidade de mastdcitos murinos, em cultura

A viabilidade dos mastocitos murinos, da linhagem PT18, em cultura, foi determinada
apds incubacdo das células com diferentes concentracdes do VBm ou de seu veiculo
(controle), por 1 hora.

A Figura 10 mostra que o VBm, nas concentragdes de 1, 5 ou 10 pg/mL, ndo alterou a
viabilidade dos mastdcitos (média de 92 % de viabilidade), se comparado ao controle (média
de 93 % de viabilidade). No entanto, esse veneno, na concentragdo de 50 pg/mL, causou
diminuicao significativa da viabilidade celular em cerca de 30 % dessas células.

A partir destes resultados, a dose de 50 pg/mL do VBm foi descartada para os ensaios

subsequentes.
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Figura 10. Efeito do veneno de B. moojeni na viabilidade de mastdcitos in vitro. Os mastocitos (8
x10° células/pogo) foram mantidos em meio de cultura, em placas de 96 pogos. O VBm,
em diferentes concentragdes (1, 5, 10 e 50 pg/mL) ou seu veiculo, tampao Tyrodes
(controle), foram incubados com os mastdcitos, a 37 °C, por 1 hora. A viabilidade dos
mastocitos foi avaliada pelo teste de exclusdo do azul de Tripan, como descrito em
Material e Métodos. Os dados representam a média £+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA).
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4.11 Liberagdo de B-hexosaminidase de mastocitos em cultura apos incubagdo com o

veneno de B. moojeni

A desgranulacdo de mastdcitos da linhagem PT18 foi avaliada pela liberacdo da
enzima [-hexosaminidase, um marcador da desgranulacdo de mastocitos (HOHMAN e
DRESKIN, 2001), a partir de culturas de mastocitos PT18 1 hora apds a incubacdo com
concentragdes ndo citotoxicas do VBm (1, 5 ou 10 pg/mL) ou com tampao Tyrodes
(controle). Neste ensaio, o composto 48/80 (10 pg/mL) foi utilizado como controle positivo
da desgranulagdo das células.

A Figura 11 mostra que as células controles, incubadas somente com tampao
apresentaram uma liberagdo de B-hexosaminidase de 11,3 + 0,3 %. A incubagdo das células
com o VBm causou um aumento da liberacdo dessa enzima, a partir da concentragdo de 5
pg/mL (19,9 £ 1,3 %), que foi estatisticamente significativo, se comparado ao controle. Essa
concentracdo do VBm foi a que causou efeito maximo na desgranulacao dos mastdcitos. A
incubagdo dos mastocitos com o composto 48/80 resultou em aumento da liberacdo da B-

hexosaminidase, que foi estatisticamente significativo se comparado ao controle ou ao VBm.
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Figura 11. Efeito da incubacdo do veneno de B. moojeni em mastécitos murinos da linhagem
PT18. Os mastécitos (8 x10° células/pogo) foram incubados em placas de 96 pogos. O
VBm, em diferentes concentragdes (1, 5, 10 pg/mL), o composto 48/80 (10 ug/mL) ou o
tampao Tyrode (controle basal) foram incubados com os mastocitos por 1 hora. Decorrido
este periodo de tempo, a liberagdo de P-hexosaminidase foi avaliada por ensaio
colorimétrico, como descrito em Material ¢ Métodos. Os dados representam a média +
E.P.M. de 3 experimentos independentes. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle. # p<0,05
em relacdo ao VBm 5 pg/mL (ANOVA).
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4.12 Liberacao de TXB; induzida pelo veneno de B. moojeni

A concentragdo do tromboxano B, (metabdlito estdvel do tromboxano A;) foi avaliada
no lavado peritoneal dos animais, desde 10 minutos até 24 horas apos a injecao i.p. de solugao
fisiologica apirogénica (controle) ou do VBm (0,25 ng/g). A Figura 12 mostra que os animais
do grupo controle apresentaram uma concentragdo média de 1278 + 96,2 pg/mL de TXB,,
entre 10 minutos e 24 horas ap6s a inje¢do i.p. de solucdo fisioldgica apirogénica. A injecao
i.p. do VBm causou um aumento da concentracdo de TXB,, dos 10 aos 60 minutos apds sua
injecdo (2364 + 170,2 e 2828,5 = 112,6 pg/mL, aos 10 e 30 minutos, respectivamente), que
foi significativo em relagdo aos respectivos controles, méximo na 1* hora (3953,3 + 228,3
pg/mL). A partir da 3* hora de injecdo do veneno, a concentragdo de TXB;, ndo diferiu,

estatisticamente, dos valores controles.
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Figura 12. Liberacdo de TXB; induzida pelo veneno de B. moojeni. Os animais receberam injecdo
i.p. de VBm (0,25 pg/g) ou de solugdo fisiologica apirogénica (Controle). Decorridos os
periodos de tempo indicados acima, realizou-se a coleta dos lavados peritoneais para a
determinagdo da concentragdo de TXB,, por ensaio imunoenzimatico (EIA), como
descrito em Material e Métodos. Os dados representam a média £ E.P.M. de 5-6 animais.
*p<0,05 em relagdo ao grupo controle; # p<0,05 em relagdo ao grupo VBm 30 min.
(ANOVA).
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4.13 Liberacao de LTB, induzida pelo veneno de B. moojeni

Os niveis de LTB4 foram mensurados no lavado peritoneal dos animais desde 30
minutos até 24 horas apos inje¢do i.p. de solucdo fisioldgica apirogénica (controle) ou do
VBm (0,25 pg/g). A Figura 13 mostra que os animais do grupo controle apresentaram uma
concentracdo média de 451,4 + 63,7 pg/mL de LTB4, ao longo do periodo do tempo estudado.
A inje¢do 1.p. de VBm causou um aumento significativo da liberagao de LTB4 na 6 hora apos
sua inje¢do (2368,2 + 353,7 pg/mL), se comparado ao controle. Nos demais periodos de
tempo avaliados, a liberacdo desse mediador, pelo VBm, ndo foi estatisticamente diferente

dos controles.
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Figura 13. Liberacdo de LTB, induzida pelo veneno de B. moojeni. Os animais receberam injegdo
L.p. de VBm (0,25 pg/g) ou solucdo fisioldgica apirogénica (Controle). Decorridos os
periodos de tempo indicados acima, realizou-se a coleta dos lavados peritoneais para a
determinacdo da concentragao de LTBy, por ensaio imunoenzimatico (EIA), como descrito
em Material e Métodos. Os dados representam a média + E.P.M. de 4-5 animais. *p<0,05
em relacdo ao grupo controle (ANOVA).
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4.14 Liberacao de KC induzida pelo veneno de B. moojeni

Os niveis de KC (Keratinocyte derived Chemokine ou CXCL1) foram mensurados no
lavado peritoneal dos animais desde 10 minutos até 24 horas apds a injecdo i.p. de solucao
fisiologica apirogénica (controle) ou do VBm (0,25 pg/g). A Figura 14 mostra que os animais
do grupo controle apresentaram uma concentragdo média de 1,8 + 0,2 ng/mL de KC, ao longo
do periodo do tempo estudado. A injecdo i.p. de VBm causou um aumento significativo da
liberagdo dessa quimiocina entre 30 minutos e 1 hora de sua injecdo, com efeito maximo aos
30 minutos (43,8 £ 3,1 ng/mL), se comparado ao controle. Nos demais periodos de tempo

avaliados, a liberacdo desse mediador, pelo VBm, nao foi estatisticamente diferente dos

controles.
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Figura 14. Liberacdo de KC induzida pelo veneno de B. moojeni. Os animais receberam injegdo
i.p. de VBm (0,25 pg/g) ou de solucdo fisiologica apirogénica (Controle). Decorridos os
periodos de tempo indicados acima, realizou-se a coleta dos lavados peritoneais para a
determinagdo da concentracdo de KC, por ensaio imunoenzimatico (EIA), como descrito
em Material e Métodos. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. *p<0,05
em relacdo ao grupo controle. # p<0,05 em relacdo ao VBm 1 h (ANOVA).
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4.15 Liberagdo de MCP-1 induzida pelo veneno de B. moojeni

A liberag¢do da quimiocina MonocyteChemotactic Protein — 1 (MCP-1 ou CCL2) foi
avaliada no lavado peritoneal dos animais desde 30 minutos até 24 horas ap6s a injegdo i.p. de
solucdo fisiologica apirogénica (controle) ou do VBm (0,25 pg/g). A Figura 15 mostra que os
animais do grupo controle apresentaram uma concentracdo média de 578,3 + 90,7 pg/mL de
MCP-1, ao longo do tempo estudado. A injecdo do VBm causou um aumento dos niveis de
desta quimiocina, a partir da 1* hora (2142,3 + 117 pg/mL), com liberagdo maxima na 3* hora
de inje¢do (5924,4 + 911 pg/mL). Estes valores foram estatisticamente significantes se

comparados aos seus respectivos controles ou quando comparados entre si.
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Figura 15. Liberagcdo de MCP-1 induzida pelo veneno de B. moojeni. Os animais receberam
injecdo ip. de VBm (0,25 pg/g) ou de solucdo fisiologica apirogénica (Controle).
Decorridos os periodos de tempo indicados acima, realizou-se a coleta dos lavados
peritoneais para a determinacdo da concentragdo de MCP-1, por ensaio imunoenzimatico
(EIA), como descrito em Material e Métodos. Os dados representam a média + E.P.M. de
5-6 animais. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle. # p<0,05 em relagdo ao VBm 1 h
(ANOVA).
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5 DISCUSSAO

Os envenenamentos causados pela serpente Bothrops moojeni, apresentam uma reagio
inflamatoéria local intensa, que necessita de estudos mais detalhados.

No presente estudo, avaliou-se, inicialmente, a capacidade do veneno de Bothrops
moojeni (VBm) induzir influxo leucocitario para o local de sua injeg¢ao. Os resultados obtidos
demonstraram que este veneno causou o influxo de leucocitos para a cavidade peritoneal dos
camundongos, a partir da dose de 0,025 ug/g, ap6s a sua injegdo i.p.. Nao foi observada uma
relagdo dose-efeito, no periodo de tempo avaliado. O maximo recrutamento de leucocitos
ocorreu com a dose de 0,25 pg/g do veneno e o perfil de células recrutadas mostrou
predominio de leucécitos polimorfonucleares, principalmente neutréfilos, nas primeiras horas,
em relagdo aos macrofagos. O VBm, na dose de 1,0 pg/g, causou hemorragia intensa na
cavidade peritoneal dos animais. Uma vez que este fendmeno impossibilita a anélise do
recrutamento leucocitario, decorrente apenas da reacdo inflamatéria local, utilizou-se a dose
de 0,25 ng/g para os estudos subsequentes. Esta foi a menor dose do veneno que causou o
maximo recrutamento de leucécitos, sem a ocorréncia de hemorragia peritoneal. Ao contrario
do VBm, os venenos das serpentes Bothrops lanceolatus, B. alternatus e B. lanceolatus,
apresentaram uma relacdo dose-efeito para o recrutamento de neutrdfilos, em modelo
experimental murino (FLORES et al., 1993; ARRUDA et al., 2003). Essas divergéncias entre
os venenos de diferentes espécies de Bothrops devem-se, provavelmente, aos diferentes
modelos experimentais utilizados e as diferencas na composicao desses venenos.

No que se refere a cinética do influxo leucocitario induzido pelo VBm, observou-se o
predominio de neutrdfilos entre a 3* e a 6* hora e de mononucleares entre a 3* e a 24* hora,
que ¢ caracteristico de uma resposta inflamatéria aguda. Estes dados em conjunto,
representam a primeira demonstragdo do componente celular da inflamagdo local induzida
pelo veneno de B. moojeni e estdo de acordo com a literatura, que mostra que os venenos
botropicos induzem uma reacdo inflamatdéria aguda, marcante, em diferentes modelos
experimentais (GUTIERREZ et al., 1986; LOMONTE et al., 1993; TEIXEIRA et al., 2003,
2005; FARSKY et al., 2005). O perfil temporal do recrutamento de neutréfilos induzido pelo
veneno de B. moojeni, apresentou similaridade aquele demonstrado para os venenos de B.
erythromelas, B. alternatus e B. lanceolatus, em ratos e camundongos, respectivamente
(FLORES et al., 1993; ARRUDA et al., 2003). Da mesma forma, os dados obtidos estdo de
acordo com o observado com os venenos de B. jararaca e B. asper, em modelo experimental

semelhante, embora o recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares, causado por estes
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venenos, tenha apresentado um perfil temporal mais longo (até 24 horas). Em relacao aos
leucécitos mononucleares, os venenos de B. jararaca ¢ de B. asper induziram aumento de
deste tipo celular apenas na 48* hora (ZAMUNER et al., 2001), o que difere do observado
neste estudo (a partir da 3% hora). Esta ¢ a primeira demonstragdo da capacidade de um veneno
botrdpico induzir o acimulo precoce de leucdcitos mononucleares no sitio inflamatorio.
Curiosamente, em animais do grupo controle, foi observado um aumento do nimero de
leucocitos mononucleares (macrofagos), nos periodos mais tardios (48 e 72 horas) apods
inje¢do de solugado fisioldgica apirogénica. Este fato deve estar relacionado a uma resposta do
organismo a lesdo fisica, causada pela perfuracdo do tecido abdominal, pela agulha. Neste
sentido, ¢ importante considerar a auséncia de neutrofilos, nesse mesmo grupo de animais, em
todos os periodos de tempo avaliados, sugerindo que o aumento do nimero de macrofagos
ndo decorreu de uma resposta fisiopatologica ou infecciosa.

Em determinadas condigdes inflamatorias e/ou infecciosas o recrutamento de
leucocitos para o foco inflamatorio esta associado a um aumento prévio do numero de
leucécitos circulantes (GARCIA-LEME, 1989; TAKESHITA et al., 2004). Desse modo,
investigou-se a possibilidade do recrutamento de leucdcitos induzido pelo VBm, para o local
de sua injecdo, estar relacionado a uma alteracdo do nimero de leucocitos circulantes. Os
resultados deste estudo demonstram que o VBm causou um aumento do nimero neutréfilos,
na circulagdo dos animais, na 3* hora apos a sua inje¢do, sem alterar o nimero de células
indiferenciadas (dado ndo demonstrado). Estes dados indicam que este veneno ¢ capaz de
afetar os processos envolvidos na mobilizagdo de leucocitos, a partir dos compartimentos de
reserva (medula 0ssea), para a circulagdo sanguinea. Este fato sugere que o VBm diminua, de
alguma forma, o tempo de permanéncia dos leucécitos maduros no compartimento medular,
de modo a aumentar o seu nimero na circulagdo sanguinea. A mobilizacdo de leucocitos a
partir da medula 6ssea é um processo complexo, que ainda ndo foi completamente elucidado.
Contudo, sabe-se que este processo depende da natureza do estimulo, bem como da liberagao
de fatores e citocinas especificas, como o GM-CSF, o Fator Estimulador de Coldnias-
Granulécitos (G-CSF), o TNF-a e a IL-1p (HAMILTON, 2008; METCALF, 2008). Além
disso, algumas quimiocinas, como a MIP-2 e a KC contribuem também para esse processo
(WENGNER et al., 2008). Com base nessas informagdes, ¢ possivel supor que a KC, liberada
30 minutos ap6s a injecdo do VBm, contribua para neutrofilia observada nos animais. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a participacdo dessa quimiocina e de
outros fatores hematopoiéticos, na mobiliza¢do de neutréfilos, induzida pelo VBm.

Ao contrario dos dados aqui obtidos, o veneno da serpente Bothrops jararaca nao
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afetou o nimero de leucdcitos circulantes, em modelo experimental de pleurisia (BURIGO et
al., 1996). Esta divergéncia de agdo, entre estes dois venenos botropicos, pode ser atribuida
aos diferentes modelos animais e experimentais utilizados e/ou a componentes distintos em
cada veneno.

Os leucoéceitos desempenham um papel relevante no desenvolvimento e resolugao da
reacdo inflamatoria (HERSH e BODEY, 1970; FLOREY, 1970; WEDMORE e WILLIANS,
1981). Apos ativacao, estas células liberam grandes quantidades de mediadores inflamatorios,
que contribuem para o desenvolvimento da inflamacdo e, de modo geral, favorecem a
resolugdo deste processo (CRIVELLATO et al., 2004, 2005; KOBAYASHI et al. 2003, 2005;
TSIROGIANNI et al., 2006). Contudo, em condi¢des que propiciem uma ativagido
descontrolada ou excessiva, os leucocitos podem causar danos e lesdes teciduais e/ou
vasculares ao organismo (JAESCHKE e SMITH, 1997; TAILOR e GRANGER, 2000).
Nesse sentido, foi demonstrado que os neutréfilos sdo importantes para a regeneragdao das
lesdes teciduais causadas pelos venenos de B. asper em camundongos (TEIXEIRA et al.,
2003). No entanto, os dados ora apresentados ndo permitem inferir sobre o papel dos
leucdcitos infiltrados, nas agdes locais induzidas pelo VBm. Estudos adicionais deverdo ser
realizados com esse intuito.

Os mecanismos pelos quais os leucécitos circulantes migram para o foco inflamatério
¢ bem conhecido (FLOREY, 1970). Estes mecanismos envolvem a interacdo entre diferentes
moléculas de adesdo, expressas tanto pelas células endoteliais quanto por leucocitos ativados,
acarretando a passagem destas células através das juncdes interendoteliais, em dire¢do ao
tecido adjacente (ALBELDA et al., 1994; GRANGER e KUBES, 1994; RAMPART, 1994;
MOSER et al., 2004). A expressao de moléculas de adesdo, por sua vez, ¢ dependente da agdo
de diversos mediadores inflamatdrios, que sdo produzidos e liberados no decorrer desse
processo ¢ determinam os diferentes eventos envolvidos na migracdo leucocitaria
(SAMUELSSON et al., 1987; FORD-HUTCHINSON, 1990; GERRITSEN, 1996;
ISHIZUKA et al., 1996; LUSTER, 1998; OLSON e LEY, 2002).

Como mencionado na introdu¢do, os mediadores inflamatdrios sdo produzidos por
células circulantes e teciduais e, dentre estas, estdo os mastocitos. De acordo com
Tannenbaum et al. (1980), o mastocito ¢ uma “farmacopéia virtual de materiais
biologicamente ativos”. Esta célula desempenha um papel importante no recrutamento de
leucocitos para o foco inflamatério, por liberar mediadores quimiotaticos que atuam em
leucocitos e no endotélio, induzindo a expressdao de moléculas de adesao (TANNENBAUM et

al., 1980; QURESHI e JAKSCHIK, 1988; KUBES ¢ GRANGER, 1996; GALLI et al., 1999;
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MEKORI e METCALFE, 2000; MARSHALL e JAWDAT, 2004; WANG e THORLACIUS,
2005). Desse modo, avaliou-se, neste estudo, a participacdo dos mastocitos no recrutamento
leucocitario induzido pelo VBm. Os resultados obtidos demonstram que o tratamento prévio
dos animais com cromoglicato, um inibidor da desgranulacdo de mastdcitos, aboliu o influxo
de leucocitos PMNs e MNs até a 6* hora de acao do veneno, mas nao na 24* hora. Estes dados
apontam os mastocitos, de tecido conjuntivo, como células centrais para o recrutamento de
leucocitos induzido pelo VBm e indicam que a estimulacdo inicial dessas células tem
repercussdo por um periodo relativamente longo (até 6 horas). Os dados da literatura mostram
que camundongos depletados dos mastocitos mesentéricos, pela injecdo do composto 48/80,
apresentaram inibi¢do do influxo de leucdcitos PMN, na 4* hora apos a inje¢ao de zimosan ou
de tioglicolato (AJUEBOR et al., 1999), o que corrobora os dados obtidos neste estudo ¢
demonstra o papel central dos mastocitos de tecido conjuntivo no recrutamento leucocitario
induzido por diferentes estimulos inflamatérios. Os dados do presente estudo representam a
primeira evidéncia da participacdo de mastocitos de tecido conjuntivo no recrutamento
leucocitario induzido pelo veneno de uma serpente da familia Viperidae.

A partir dos resultados obtidos, avaliou-se a desgranulagdo de mastdcitos peritoneais
in vivo, na vigéncia de agdo do veneno de B. moojeni. Os resultados demonstraram que a
injecdo intraperitoneal do VBm causou a desgranulacao de mastocitos mesentéricos, de modo
dose-dependente. Neste estudo, o composto 48/80 foi utilizado como controle positivo da
desgranulagdo dos mastocitos. Este polimero sintético ¢ amplamente empregado como padrao
da indugdo da desgranulacdo de mastocitos e atua por um mecanismo dependente da ativagao
de canais de calcio destas células (PATON, 1951; LORENZ et al., 1998). A desgranulagio
dos mastdcitos foi observada apenas aos 10 minutos apos a inje¢do i.p. do veneno, indicando
uma ag¢do rapida e transitoria do mesmo. Estes dados estdo de acordo com a literatura, que
demonstra que a desgranulagdo de mastocitos pode ser induzida em poucos minutos por
estimulos ndo antigénicos (TANNENBAUM et al., 1980; KANWAR e KUBES, 1994;
LORENZ et al., 1998). Até onde pode-se verificar na literatura, os resultados aqui obtidos
representam a primeira demonstragdo de que um veneno de serpente do género Bohtrops
induz a desgranulagdo de mastocitos in vivo. De outra parte, foi demonstrado que o veneno da
serpente Trimeresurus mucrosquamatus induziu a desgranula¢do de mastocitos peritoneais de
ratos in vivo (CHEN et al., 1984).

Com o intuito de confirmar os dados que indicaram a agdo do VBm em mastdcitos in
vivo, avaliou-se a liberacdo de PGD,. Este mediador é considerado um marcador da ativacao

de mastocitos, sendo o principal prostandide sintetizado por estas células (LEWIS et al.,
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1982; SCHLEIMER et al., 1985; REDDY e HERSCHMAN, 1997; ROYER et al., 2008). Os
resultados obtidos demonstram que o VBm causou um aumento na concentragdo de PGD;
entre 5 ¢ 30 minutos de sua inje¢do, indicando a capacidade deste veneno em ativar os
mastocitos e induzir a sintese de mediadores inflamatérios ndo estocados em granulos. Estes
resultados indicam que, em mastdcitos, o0 VBm ativa vias de sinalizagdo envolvidas tanto na
desgranulagdo quanto na sintese de mediadores inflamatdrios. Ainda, o efeito rapido do VBm,
para a desgranulacdo dos mastdcitos mesentéricos e a ativagdo de vias biosintéticas sugerem
uma acdo direta deste veneno sobre os mastocitos.

As evidéncias da literatura apontam a participagdo de prostandides na reacao
edematogénica induzida pelos venenos de Bothrops asper, B. insularis ¢ de B. jararaca
(TREBIEN e CALIXTO, 1989; CHAVES et al., 1995; BARBOSA et al., 2003). Além disso,
foi demonstrado que o veneno da serpente B. jararaca induziu a liberagdo de PGD, em
camundongos apds a sua injegdo intraperitoneal (MOREIRA et al., 2007). Neste contexto, a
literatura mostra que a PGD,, além de a¢des importantes no sistema nervoso central (GILES e
LEFF, 1988; ITO et al., 1989; MIZOGUCHI et al., 2001), contribui para o desenvolvimento
de eventos inflamatdrios, como o aumento da permeabilidade vascular e deve contribuir para
o recrutamento de leucocitos causado pelo VBm. Este prostandide pode atuar, de modo
sinérgico, com outros mediadores inflamatorios, como o TNF-a e acarretar o recrutamento de
leucocitos, via liberagdo de IL-8 e da quimiocina MCP-1 (HIRANO et al., 2007). Em adicao,
devido a rapida degradagdo (SCHULIGOI et al., 2007), a PGD, da origem a subprodutos,
como a PGJ,, que também participa, do recrutamento de leucocitos, via liberagdo de
quimiocinas (KIM et al., 2005; KIM e KIM, 2007; ITO et al., 1989; HERSCHMAN, 1999;
KANAOKA ¢ URADE, 2003; LUSTER e TAGER, 2004; CHIBA et al., 2006; HIRANO et
al., 2007, SCHRATL et al., 2007). Considerando essas informagdes ¢ a magnitude da
liberagdo de PGD,, no local de injecdo do VBm, ¢ plausivel sugerir que este prostandide
contribua para o recrutamento leucocitario causado pelo veneno de B. moojeni.

A seguir, com o intuito de detalhar o efeito do VBm em mastocitos, avaliou-se a
repercussdo do estimulo por este veneno na desgranulacdo de mastocitos murinos in vitro. Os
resultados obtidos demonstraram que o VBm, em concentragdes ndo citotdoxicas, causou um
aumento da liberacdo da B-hexosaminidase, indicando uma agdo direta desse veneno para a
desgranulacdo dos mastdcitos. A enzima [B-hexosaminidase ¢ estocada nos granulos dos
mastocitos e reconhecida como um marcador da desgranulacdo dessas células (HOHMAN e
DRESKIN, 2001). Esses dados estdo de acordo com a literatura que demonstraram que os

venenos das serpentes B. jararaca e de B. lanceolatus induziram a liberagdo de histamina a
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partir de mastdcitos isolados do peritonio de ratos (BONAVITA et al., 2006; GUIMARAES
et al., 2004). Embora ndo se conhegam os mecanismos pelos quais os venenos de serpentes
causam a desgranulagdo de mastocitos, acredita-se que a interagdo de componentes do veneno
com receptores e/ou aceptores da membrana celular desencadeiem vias de desgranulagdo
especificas (GALLI e TSAI, 2008). Neste contexto, ¢ possivel supor que as fosfolipases Ay,
presentes no veneno de B. moojeni sejam componentes importantes para a acdo deste veneno
sobre os mastocitos. Esta hipotese tem por base a demonstragdo de que fosfolipases Ay,
purificadas de venenos de diferentes espécies de serpentes do género Bothrops ¢ de Crotalus
durissus terrificus, causaram a desgranulagao de mastdcitos murinos in vitro, por mecanismos
ainda ndo esclarecidos (LLORET e MORENO, 1993; LANDUCCI et al., 1998, 2000;
KANASHIRO et al., 2002). Adicionalmente, a literatura mostra que peptidios
desgranuladores de mastocitos, como o mastoparan, isolado do veneno de vespas
(HIGASHIJIMA et al., 1990), podem se difundir pela membrana celular dos mastécitos e
ativar diretamente proteinas G, dando inicio a uma cascata de sinalizagdo intracelular
(FERRY et al., 2002). Uma vez que os venenos botropicos também contém diversos peptidios
de agdo ainda desconhecida (FOX e SERRANO, 2008), ¢ possivel que o VBm contenha
componentes que ativem diretamente as proteinas G de mastdcitos, a semelhanca do
mastoparan.

Em sintese, o conjunto de dados até aqui obtidos indicam que o VBm induz a
desgranulacdo de mastocitos de tecido conjuntivo, decorrente, a0 menos em parte, de uma
acdo direta sobre mastocitos. Ainda, este veneno estimula, nestas células, a sintese de
mediadores inflamatorios. Os mecanismos destes efeitos do veneno, em mastocitos,
necessitam ser investigados.

Dentre os mediadores liberados pelos mastdcitos ativados, estd a histamina, um
importante mediador inflamatdrio, estocado em granulos citoplasmaticos, indutor de eventos
inflamatérios, dentre os quais o recrutamento leucocitario. Deste modo, investigou-se a
participagdo deste mediador no influxo leucocitario induzido pelo VBm. O tratamento dos
animais com um antagonista do receptor H; da histamina, a difenidramina, causou uma
reducdo significativa do influxo de leucécitos polimorfonucleares induzido pelo VBm,
indicando que este mediador estd envolvido no recrutamento de leucdcitos induzido por esse
veneno. Estes dados estdo de acordo com a literatura que demonstra que a histamina, via
ativacdo dos receptores H;, promove o recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares, em
diferentes modelos experimentais (GABOURY et al., 1994; KUBES ¢ KANWAR, 1994). A

ativacdo do receptor Hj, em células endoteliais, acarreta a expressao de moléculas de adesao,
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como a P-selectina e a integrina CD18, importantes para os fendmenos de rolamento e firme
adesdo, respectivamente, de neutrofilos (GABOURY et al., 1994, 1995; KUBES e
KANWAR, 1994; KUBES e GRANGER, 1996). De modo similar, os resultados deste estudo
mostraram que a ranitidina, antagonista dos receptores H, inibiu o influxo dos leucdcitos
polimorfonucleares induzido pelo VBm, demonstrando que a ativacao deste receptor também
contribui para este efeito do veneno. A ativacdo destes receptores estd associada,
classicamente, a regulacdo da secre¢do de acido gastrico pelas células parietais (SCHUBERT
e PEURA, 2008). Entretanto, foi demonstrado que este receptor também estd envolvido no
recrutamento de leucocitos induzido para o foco inflamatério (GABOURY et al., 1994,
DESOUZA e RIBEIRO-DASILVA, 1998; KIM et al., 2005). Deste modo, os dados aqui
obtidos corroboram a literatura, sendo esta a primeira demonstracdo do envolvimento dos
receptores H, no recrutamento de leucocitos induzido por um veneno de serpente.

Em adicdo, avaliou-se a participagdo dos receptores Hs, da histamina, no efeito do
veneno. Este receptor foi recentemente identificado e clonado (ODA e MATTSUMOTO,
2001; LIU et al., 2001). Embora suas fungdes biologicas sejam pouco conhecidas, até o
momento, a expressdo do receptor Hs foi demonstrada exclusivamente em células
inflamatorias, como neutrofilos, eosinofilos, mastocitos, células dendriticas e células T e sua
ativagdo acarreta a quimiotaxia destas células (O’REILLY et al., 2002; HOSFTRA et al.,
2003; TAKESHITA et al., 2003; ZHANG et al., 2007; BAUMER et al., 2008; HUANG e
THURMOND, 2008). Ainda, a participacdo desse subtipo de receptor foi demonstrada em
processos alérgicos e na quimiotaxia de eosindfilos, em modelos experimentais de alergia
(HOFSTRA et al., 2003; DUNFORD et al., 2006; THURMOND et al., 2008). No presente
estudo, verificou-se que o pré-tratamento dos animais com a tioperamida, um antagonista dos
receptores Hs/Hs da histamina, causou uma redu¢do marcante do influxo de neutrdfilos
causado pelo VBm, sugerindo a participagdo do receptor Hs neste efeito. Além disso, dentre
os antagonistas de histamina, empregados neste estudo, a tioperamida causou a inibigdo mais
intensa do influxo de polimorfonucleares sugerindo que a ativacdo dos receptores Ha, pela
histamina, seja primordial para o efeito do VBm. Por outro lado, o receptor H; ndo ¢
encontrado em células hematopoiéticas, mas € expresso, em abundancia, em neuronios do
sistema nervoso central e periférico (ISHIKAWA e SPERELAKIS, 1987; DIMITRIADOU et
al., 1994; LOVENBERG et al., 1999). Nestes sistemas, a ativacdo do receptor H; inibe a
liberagdo de histamina, a partir de neurdnios histaminérgicos e de outros neurotransmissores,
acarretando a inibi¢ao da reagdo inflamatéria (ARRANG et al., 1983; DIMITRIADOU et al.,
1994; LEURS et al., 1998). Essas informagdes, portanto, descartam a possibilidade de que o
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receptor Hs esteja envolvido neste efeito do VBm. Deste modo, estes resultados representam a
primeira evidéncia da participag¢do do receptor Hs da histamina, no recrutamento de leucécitos
polimorfonucleares, induzido por um veneno animal e implica o seu envolvimento na resposta
inflamatoria nao alérgica.

Para ampliar o conhecimento dos efeitos do VBm quanto ao influxo leucocitario,
avaliou-se a liberagdo dos mediadores quimiotaticos, como o TXA,, o LTB4, a MCP-1 ¢ o
KC por esse veneno. Os resultados obtidos demonstraram que o VBm causou uma liberagao
marcante de TXA,, entre 10 minutos e 1 hora de sua inje¢do, com efeito maximo na 1* hora.
Esses dados sugerem que o TXA, contribua para recrutamento de leucocitos induzido pelo
VBm. O TXA; ¢ um metabolito do acido araquidonico, resultante da agdo enzimatica do
sistema das ciclooxigenases (COXs) e da tromboxano-sintase e pode ser sintetizada por
diversos tipos celulares, como plaquetas, mastocitos e macrofagos (SMITH et al., 2000). Este
mediador causa aumento da permeabilidade vascular e induz o recrutamento de leucdcitos
para o foco inflamatério, por induzir a expressao de moléculas de adesao da familia das B3,
integrinas ¢ das imunoglobulinas, pelo endotélio (WILES et al., 1991; ISHIZUKA et al.,
1996; SCOTT et al., 1999). Neste contexto, dados da literatura mostram que a inje¢do dos
venenos das serpentes Bothrops asper e B. jararaca induziu, rapidamente, a liberagdo de
TXA, (FARSKY et al., 1997, ZAMUNER et al., 2005). Portanto, os resultados obtidos no
presente estudo estdo de acordo com aqueles descritos para outras espécies de serpentes do
género Bothrops. Considerando que os mastocitos respondem a diferentes estimulos com a
sintese de mediadores lipidicos inflamatorios (HISHINUMA et al., 2007, MIYAGAWA et
al., 2008), a liberagdo do TXA,, logo apos a injecdo do VBm, sugere que os mastocitos de
tecido conjuntivo sejam uma fonte importante deste mediador, no local de injecdo do veneno.
Contudo, a participacdo dos macrofagos residentes, neste efeito, ndo pode ser descartada.
Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer o envolvimento destes tipos celulares na
liberacao deste mediador. No que se refere ao leucotrieno B4 (LTB4), os dados obtidos neste
estudo demonstraram que o VBm causou um aumento significativo da liberagdo de LTB4, na
6* hora de sua injecao. Estes dados apontam a capacidade deste veneno induzir a liberagdo de
produtos derivados da via da 5-lipoxigenase e sugerem a participagdo do LTB4 no
recrutamento de leucocitos causado por esse veneno. Este mediador lipidico tem um papel
importante na aderéncia e transmigracdo de neutrdfilos e de monocitos, a partir do endotélio,
para o tecido adjacente. Esta acdo deve-se ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo
da familia das [, integrinas ¢ de sua afinidade pelo ligante endotelial, a imunoglubulina

ICAM-1 (FORD-HUTCHINSON et al., 1980; WILLIAMS e HIGGS, 1988; FORD-
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HUTCHINSON, 1990; LAM et al., 1990; WILES et al., 1991; ZIMMERMAN et al., 1992).
Adicionalmente, o LTB,4 ativa func¢des importantes de leucédcitos como a capacidade
microbicida e a desgranulacdo de enzimas lisossomais de neutréfilos (SMITH et al., 1980;
SAMUELSSON, 1991; CROOKS e STOCKLEY, 1998). A liberagdo de LTBy4, induzida pelo
VBm, corrobora os dados da literatura, que mostram um aumento dos niveis deste mediador
lipidico apds a injegdo dos venenos das serpentes B. asper e B. jararaca, em modelo
experimental murino (FARSKY et al., 1997, ZAMUNER et al., 2005). No entanto, os
venenos dessas serpentes induziram a liberacdo desse mediador em um periodo de tempo
anterior (até 4 horas apos a inje¢ao) aquele observado com o VBm (6* hora). Essa divergéncia
na cinética de liberacdo do LTB4 entre os venenos botropicos, pode estar relacionada a
diferengas na composicdo destes venenos. Vale ressaltar, contudo, que a liberacdo do
mediador, induzida pelo VBm, ocorreu na fase de maximo acumulo de leucécitos totais na
cavidade peritoneal dos animais, sugerindo, fortemente, que as células recrutadas sejam as
principais fontes do LTB4. Este fato sugere também, que este mediador seja importante para a
manutencdo da resposta inflamatoria do VBm, do ponto de vista do recrutamento e ativagao
de leucdcitos polimorfonucleares. No entanto, embora, classicamente, o LTB4 seja
considerado um potente mediador para a quimiotaxia e ativacdo de neutrofilos (FORD-
HUTCHINSON et al., 1980; TAGER et al., 2003; KITAURA et al., 2005), também foi
demonstrado o seu envolvimento no recrutamento de mondcitos circulantes para o tecido
adjacente (WERINGER et al., 1999; AIELLO et al., 2002; FRIEDRICH et al., 2003). A
partir da ativagdo do receptor BLT1 de monocitos, o LTB4 induz aumento da expressao e,
principalmente, da afinidade e avidez das moléculas da familia 3, integrinas por seus ligantes
endoteliais, a VCAM-1 e a ICAM-1, levando a adesdo dessas células ao endotélio (VADDI e
NEWTON, 1994). Considerando essas informagdes e a liberagdo tardia do LTB4 (6 hora),
apos a inje¢do do VBm, ¢ possivel supor que este mediador lipidico também contribua para o
acimulo de macrofagos, no sitio inflamatério. Por outro lado, analise conjunta dos perfis
temporais da liberagdo do TXA, e do LTB4 sugere que estes mediadores atuam de modo
sinérgico, para o desencadeamento e a manutencao do influxo de leucdcitos, respectivamente,
para o local de inje¢do do VBm. Ainda, considerando que o TXA, ¢ capaz de induzir a
liberagdo do LTBs (GOLDMAN et al., 1991), ¢ possivel que, na presente condigdo
experimental, o TXA, induza a liberagdo do LTB4 por células residentes, como os macrofagos
e mastocitos. Estas hipdteses, contudo, necessitam de estudos adicionais para a sua
confirmacao.

Quanto as quimiocinas, os resultados obtidos demonstraram que o VBm causou o
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aumento significativo de KC entre 30 minutos e 1 hora de sua injecao. Estes dados apontam a
capacidade do VBm induzir a liberagdo de uma quimiocina seletiva para neutrdfilos
(LUSTER, 1998) e sugerem que a mesma contribui para o influxo de neutréfilos causado pelo
veneno. Neste contexto, os dados do presente estudo, demonstrando um aumento de
neutrdfilos circulantes, apds a injecao i.p. do VBm, apdiam esta hipotese. No entanto, os
mecanismos pelos quais esta quimiocina contribui para o influxo leucocitario, ora
evidenciado, necessitam de estudos mais detalhados, levando em conta também a sua
capacidade de induzir a expressdo da P-selectina. De outra parte, os dados do presente estudo
representam a primeira evidéncia da liberagdo de uma quimiocina, da classe CXC, induzida
por um veneno de serpente. A liberagdo rapida de KC, a partir de 30 minutos apds a injecao
do VBm, pode ser explicada pelo fato do gene JE, que expressa esta quimiocina e a MCP-1,
ser de rapida indu¢do (COCHRAN et al., 1983; ROLLINS et al., 1988, 1989; ROLLINS,
1996). A liberacao rapida de KC (1 hora) também foi observada apds a injecdo intraperitoneal
de outros agentes inflamatorios como o zimosan e o LPS, tendo sido acompanhada do influxo
de neutréfilos (AJUEBOR et al., 1998). Por outro lado, as células envolvidas na liberagdo de
KC, sob a a¢do do veneno ndo foram investigadas no presente estudo e merecem estudos
adicionais e a participagdo dos mastocitos e macrofagos, residentes, pode ser sugerida
(AJUEBOR et al., 1999; SCHRAMM et al., 2002).

No presente estudo, chamou a atencdo o fato do recrutamento de leucdcitos
mononucleares ter ocorrido em periodo precoce da acdo do VBm (3% hora). Desse modo,
avaliou-se a liberacdo da quimiocina MCP-1, no local da inje¢do do VBm. De acordo com a
literatura, a MCP-1 ¢ um dos principais mediadores quimiotaticos, seletivos para mondcitos
(JIANG et al., 1992; VADDI e NEWTON, 1994; LUSTER, 1998; ROLLINS, 1996;
AJUEBOR et al., 1999; HENDERSON et al., 2003). Os resultados obtidos demonstraram que
o VBm causou a liberagdo desta quimiocina, a partir da 1 hora de sua inje¢do, com um pico
na 3" hora. Estes resultados sugerem que a MCP-1 seja relevante para o influxo precoce de
mondcitos, induzido pelo VBm. Considerando que a inibi¢do da desgranulagdo dos
mastocitos aboliu o influxo de leucocitos induzido pelo VBm, os mastocitos podem
representar a principal fonte da MCP-1, na vigéncia de acdo do veneno. Esta hipotese
encontra apoio em dados que mostraram que mastocitos de tecido conjuntivo sao as células
responsaveis pela liberagio de MCP-1, em modelo de peritonite induzido por zimosan
(AJUEBOR et al., 1999). Além disso, a inje¢do de tioglicolato ou do zimosan, em
camundongos, induziu o influxo precoce de mondcitos, coincidente com a liberagdo de MCP-

1 (AJUEBOR et al., 1998; HENDERSON et al., 2003). Embora os resultados obtidos no
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presente estudo apontem os mastdcitos como as principais células responsaveis pela liberagao
da MCP-1, a participagdo dos macrofagos residentes, neste efeito do VBm, ndo pode ser
descartada. A sintese e liberagdo de MCP-1 por macrofagos e neutréfilos também foi descrita
(BURN et al., 1994; BONECCHI et al., 2009). De outra parte, foi demonstrado que a MCP-1
induziu a libera¢do de LTB, a partir de macréfagos murinos (PACHECO et al., 2007). Desse
modo, ¢ possivel supor que a MCP-1, liberada pelo veneno de B. moojeni, nos periodos
iniciais, contribua para a liberacdo de LTB4, mantendo, assim, o recrutamento de leucdcitos,
induzido por este veneno. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para confirmar esta
hipotese. Até o presente, a capacidade do veneno de serpentes do género Bothrops induzir a
liberagao de MCP-1 nao havia sido demonstrada.

Em sintese, os resultados ora apresentados indicam que o veneno de B. moojeni induz
uma reacdo inflamatéria aguda, com influxo de leucocitos polimorfonucleares e
mononucleares para o local de sua injecao e aumento do nlimero de neutréfilos circulantes. O
recrutamento leucocitario ¢ dependente da desgranulacdo de mastocitos e decorre, a0 menos
em parte, de uma ac¢do direta do veneno sobre estas células. A histamina, liberada apds a
inje¢do do VBm, contribui para o influxo leucocitéario, via ativagdo dos receptores do tipo Hj,
H; e Hs. Além disso, o VBm induz a liberagdo de mediadores quimiotaticos, como o TXA,, o
LTB4, a MCP-1 e a KC, para o local de sua injecdo. Estes mediadores devem contribuir para o
influxo de leucdcitos causado pelo VBm.

O conjunto de dados, obtidos neste estudo, contribui para o melhor entendimento das
acoes locais desencadeados pelo veneno de B. moojeni, em particular a resposta inflamatoria
local e evidenciam os mastocitos como elementos centrais a resposta inflamatoria
desencadeada por este veneno. Desse modo, este estudo poderd contribuir, futuramente, para
novas abordagens farmacolodgicas, complementares a soroterapia, para o tratamento do efeito

local induzido pelo VBm.
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6 CONCLUSOES

1 - A injegdo intraperitoneal do veneno da serpente Bothrops moojeni, em camundongos,

causou:

a) o recrutamento de leucocitos totais, com neutrdfilos até a 6* hora e de mononucleares

em todos os periodos de tempo;

b) aumento de neutréfilos circulantes no sangue;

c¢) liberacao dos mediadores quimiotaticos LTB4, TXA,, MCP-1 e KC;

d) ativagdo e desgranulacdo de mastdcitos de tecido conjuntivo. Este efeito deve-se, ao
menos em parte, de uma agdo direta sobre estas células pois, in vitro, o veneno causou

a desgranulacdo de mastocitos murinos, em cultura.

2 - O recrutamento de leucdcitos induzido pelo VBm:

a) depende da ativacdo dos receptores H;, H, e Hs da histamina e da desgranulagdo de
mastocitos;
b) deve envolver a participagdo dos mediadores lipidicos LTBs ¢ TXA, e das

quimiocinas MCP-1 e KC.
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