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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar os mediadores envolvidos no
extravasamento plasmatico induzido pelo extrato bruto e uma fragdo hemolitica
isolados da anémona do mar, Bunodosoma caissarum utilizando antagonistas e
inibidores de sintese dos mediadores. Resultados preliminares mostraram que o
. extrato bruto e fragdes isoladas desta anémona do mar induziram o aumento do
extravasamento de proteinas plasmaticas na pele de ratos. As anémonas do mar
foram coletadas nas praias de Florianopolis (SC) e os tenticulos foram
homogeneizados para a obten¢io do extrato bruto. A fragdo hemolitica foi obtida do
extrato por cromatografia em Sephacryl S-200 e Biogel P-2. Dois modelos
experimentais foram utilizados para avaliar o efeito do extrato bruto e da fragdo
hemolitica no extravasamento plasmatico: inje¢io intradérmica no dorso de ratos
anestesiados e conteido de azul de Evans em ratos conscientes no duodeno,
estdmago, ileo, pancreas, im e bexiga urinaria. O extrato bruto aumentou o
extravasamento plasmatico no duodeno e ileo e a fragdo hemolitica no duodeno, ileo
e bexiga urinaria. A participagio dos mediadores foi avaliada através do pré-
tratamento com antagonistas seletivos da histamina (pirilamina), da substancia P (RP
65780), da bradicinina (HOE 140) e de inibidores de sintese de prostaglandinas
(indometacina), da enzima conversora de angiotensina (captopril) e da 6xido nitrico
sintase (L-NAME). Pirilamina, RP 65780, HOE 140 e indometacina inibiram o
extravasamento de proteinas plasmaticas induzido pela fragdo hemolitica. Estes
resultados evidenciam que o efeito provocado pela fragdo hemolitica da anémona do
mar Bunodosoma caissarum seria devido & liberagdo de histamina, substincia P,
bradicinina e prostaglandinas. O aumento do extravasamento plasmatico na pele,
trato digestivo e bexiga urinaria, antagonizado pelo RP 65780, também sugerem uma

possivel a¢ido neurogénica da fragdo hemolitica.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to examine the involvement of mediators in plasma
extravasation induced by the crude extract and a hemolytic fraction isolated from the
brazilian sea anemone, Bunodosoma caissarum. Sea anemones were collected on the
beaches of Florianépolis (Southern Brazil) and tentacles were homogenized to obtain the
crude extract. The crude extract was fractioned by Sephacryl S-200 and Biogel P-2
chromatography and a hemolytic fraction was isolated. The plasma extravasation was
evaluated through two experiments:. intradermic injection of the crude extract and
hemolytic fraction on the skin of anesthetized rats; and using conscious rats, the tissue
content of Evans Blue dye was evaluated in the duodenum, stomach, ileum, pancreas,
kidney and urinary bladder. The crude extract increased the plasma extravasation in the
duodenum and in the ileum, whereas the hemolytic fraction showed the same effect in the
- duodenum, ileum and urinary bladder.The involvement of mediators in the plasma
extravasation was tested by the pretreatment with selective antagonists of histamine
(pirilamine), substance P (RP 65780), bradykinin (HOE 140), and enzyme inhibitors of
prostaglandin synthesis (indomethacin), angiotensin-converting enzyme (captopril) and
nitric oxide synthase (L-NAME). Pirilamine, RP 65780, HOE 140 and indomethacin
reduced the plasma extravasation induced by the hemolytic fraction. These data support that
the effect of the hemolytic fraction from the sea anemone Bunodosoma caissarum is due to
the release of histamine, substance P, bradykinin and prostaglandin. The increase of plasma
extravasation in the skin, duodenum, ileum and urinary bladder, that was blocked by RP
65780, suggests a possible neurogenic action by the hemolytic fraction.



1-INTRODUCAO

1.1 - Anémonas do mar

As anémonas do mar, invertebrados que pertencem ao Phylum Celenterata, sio
encontrados na forma de polipos solitéﬁos; amplamente distribuidos em aguas oceénicas
profundas e costais do Pacifico, Caribe, Estados Unidos, oeste da India, Australia, Europa,
Japdo e América do Sul. Diversas espécies sio encontradas em aguas tropicais. Seu habitat
sdo as rochas, troncos de arvores submersos encontrando-se algumas espécies infiltradas na
lama ou na areia (Ruppert & Barnes, 1994).

Estes animais possuem estruturas especializadas de defesa, denominadas de
nematocistos, que se encontram distribuidos na epiderme e aderidos aos tentaculos.
Algumas anémonas possuem finos tentaculos que se encontram alojados no corpo dentro de
uma fenda protetora (Ruppert & Bamnes, 1994). Geralmente alimentam-se de varios
invertebrados como crustaceos, caranguejos, bivalvos e pequenos peixes. Para se alimentar

a anémona, paralisa a presa, por inoculagdo das toxinas destes nematocistos €
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posteriormente a captura com seus tentaculos para ingeri-la. Algumas anémonas, como a
Stichodactyla e Radianthus, cujos tentaculos s3o pequenos, alimentam-se de finas particulas
(Ruppert & Barnes, 1994).

As anémonas também mantém simbiose com alguns animais, como Os
organismos planctdnicos, que ficam aderidos a superficie dos seus tentaculos e por toda a
coluna do corpo. E o que acontece, por exemplo, com um pequeno peixe do género
' Amphiprion encontrado nos oceanos Pacifico e Indico. Este pequeno peixe vive
simbioticamente entre os tentaculos das anémonas, € se mantém as custas dos restos dos
alimentos. Além de trazer alimento e proteger as anémonas de alguns predadores, estes
pequenos peixes removem seus tecidos necrosados. Além destes pequenos peixes, outros
comensais: amphipodas, camardes, siris, estrelas do mar e outras espécies convivem com as

anémonas (Ruppert & Barnes, 1994).

1.2- Produtos Naturais

Desde a antigiiidade o homem vem utilizando produtos naturais de uma maneira
empirica no tratamento de varias doengas. Os produtos naturais de origem vegetal fornecem ‘
varios principios ativos que sd3o prescritos terapeuticamente. Nos ultimos anos, alguns
fatores tém colaborado para o aumento do consumo de tais recursos. o baixo poder
aquisitivo, o alto custo dos medicamentos alopaticos, o dificil acesso & assisténcia médica e
a tendéncia de se utilizar produtos de origem natural.

- Por outro lado, estes produtos naturais sdo prototipos potenciais para o
desenvolvimento de farmacos através da sintese de novas moléculas pela indistria

farmacéutica. Deve-se ressaltar ainda, que alguns compostos usados clinicamente s3o
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extraidos de plantas como: a pilocarpina, a morfina, a atropina entre outros.

Encontramos na literatura a descrigio de varias substdncias naturais extraidas
do reino vegetal e animal com atividade biologica. Além do seu uso como ﬁe&cmentos,
estas substancias s3o também Uteis como ferramentas farmacolégicas. Um exemplo recente
é o da capsaicina, uma substancia presente em pimentas vermelhas (Capsicum sp) da familia
das Solanaceas, utilizada no estudo do mecanismo (ie acdo da inflamagdo neurogénica e de
outras substancias (Inoue ez al., 1995).

O reino vegetal tem fornecido varias substancias com atividade biologica tais
como: a tetrodotoxina, um composto extraido de peixes da familia Tetrodontidae, usada
experimentalmente como bloqueador seletivo de canais de sédio (Prenen et al., 1988); a
bombesina, neuropeptideo isolado da pele de anfibios, Bombina bombina e Bombina
variegata, um potente estimulante da liberagdo de gastrina (Guo et al., 1989) e a toxina do
escorpido Zytius serrulatus que possui a¢do hipotensora (Norton, 1991).

Em preparéc;c")es isoladas de musculos de rato, o veneno da cobra Cerastes
vipera inibiu a contragio dos musculos cardiaco e esquelético e a transmissdo sinaptica
(Alzahaby & Rowan, 1995). A conotoxina, isolada do veneno da cobra man'hha Conus
geografus, mostrou seletividade para canais de calcio voltagem-dependente dos neurdnios,
e niio apresentou efeito em musculo (Cruz et al., 1985); a dendrotoxina, isolada do veneno
da cobra africana Dendroaspis angusticeps, bloqueia canais de potassio voltagem-
dependente e aumenta a transmissdo neuromuscular por induzir liberagdo de acetilcolina nas
jun¢des neuromusculares (Braun, 1990).

Uma fragfo extraida do veneno da cobra Bothrops jararaca deu origem a um
analogo sintético, o captopril, um potente inibidor da enzima conversora da angiotensina,
que é utilizado atualmente na terapia antihipertensiva (Wyvratt & Patchett, 1985; Ferreira et

al., 1992).
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Recentemente foi isolada uma substincia do coral Sarcophyton glaucum,
denominada sarcofitol, que inibe a formag¢io de tumor na pele de camundongo (Fujiki ef al.,

1997).

1.2.1 - Compostos Ativos em Celenterados

Na década de 40 foram iniciados importantes trabalhos com toxinas de algumas
espécies de antozoarios e seus efeitos em algumas preparagdes farmacolodgicas. Somenfe
algumas espécies foram estudadas e um grande numero de substdncias caracterizadas,
através dos diferentes métodos de extragio, obtencdo e separagdo destes cémponentes.
Também neste periodo iniciou-se o estudo do mecanismo de ag3o e das agdes
farmacoldgicas das toxinas de antozoarios.

Nos tltimos anos realizaram-se trabalhos, focalizando os efeitos farmacoldgicos
e toxicoldgicos prévocados por produtos extraidos de organismos marinhos. Estes estudos
revelaram a presenga de substincias com atividade biologica nestes animais (Mendes &
Freitas, 1984). Ensaios bioldgicos realizados coﬁl algumas espécies de hidrozoéarios e
antozoarios demonstraram a presenga de atividade colinérgica; bem como a participag¢@o de
_ca"tecolaminas na transmiss3o sinaptica (Mendes & Freitas, 1984). Um polipeptideo extraido
de uma anémona do mar, Condylactis gigantea, prolonga a inativagdo de canais de Na" em
axOnios de crustaceos. Este e outros efeitos podem estar associados com polipeptideos

especificos de muitos celenterados.
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1.2.2 - Atividades biolégicas em anémonas do mar

Os celenterados secretam toxinas e alguns sdo peptideos ativos que apresentam
em sua maioria, atividade neurotdxica, cardioativa e hemolitica (Béress, 1982; Kem &
Dunn, 1988).

Nb inicio do século, Richet, 1903 demonstrou que as toxinas da anémona do
mar Condylactis aurantiaca e Aiptasia pallida possuiam efeito toxico em crustaceos,
provocando paralisia nos mesmos.

As anémonas do mar, também, possuem substincias éom atividade bioldgica e

varios estudos tém relacionado estas atividades nestes animais.
1.2.2.a - A¢ao em Canais Ionicos

A toxina extraida da anémona Anemonia sulcatd bloqueia os potenciais de agdo
do musculo e do nervo isolados de ratos. Esta possui mecanismo de agdo em canais deNa”
e ativam canais de K * nas preparagdes neuromusculares (Nishio ef al., 1991; Schweitz et
al, 1995). A anémona Anthopleura xamthogrammica possui toxinas que atﬁam na
despolarizagio da membrana em preparagdes de mﬁséulo isolado em ratos. A toxina isolada
da anémona do mar Stichodactyla helianthus inativa canais de Na * de uma maneira similar
a da toxina isolada da aﬁémona Anemonia sulcata, através de estimulos elétricos em
camundongos (Salgado & Kem, 1992). Em cultura de neur6nios ganglionares da raiz dorsal
de ratos, a toxina inibiu as correntes de K* dependente de voltagem (Castineda. ef
al.,1995).

A toxina da anémona Bolocera tuediae diminui os potenciais de membrana nas fibras
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musculares dos musculos soleus e extensor longo dos dedos de ratos (Tesseraux ef al,

1989).
1.2.2.b - Atividade Hemolitica

Trabalhos recentes demonstraram que a magnilisina, toxina isolada da anémona
Heteractis magnifica possui atividade hemolitica em eritrocitos de carneiro. Outra toxina
extraida dos tentaculos da anémona Actinia cari, também, apresentou atividade hemolitica
- em eritrocitos bovinos € o efeito foi inibido pela esfingomielina (Turk ef al, 1989; Sencic &
Macek, 1990). A atividade hemolitica em eritrocitos de varias espécies animais tem sido
observada com varias toxinas isoladas de anémonas do mar tais como: Actinia equina,
Metridium senile, Stichodactyla helianthus, Anemonia sulcata, Actinia tenebrosa. Todas as
toxinas hemoliticas foram inibidas por esfingomielina (Bernheimer & Avigad, 1976; Macek

& Lebez,1988; Kem, 1988; Norton et al.,1990).
1.2.2.c - Atividade Cardiaca

Varios autores mostraram que as toxinas isoladaé de algumas an€émonas
possuem atividade cardiaca. Em atrio isolado de cobaia, a tenebrosina- C, toxina isolada da
anémona do mar Actinia tenebrosa, bloqueou parcialmente o efeito inotrépico. Entretanto,
a equinatoxina, extraida da anémona Actinia equina inibiu significativamente este efeito

~ (Alsen et al., 1976; Ho et al, 1987, Galletis & Norton, 1990).
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1.2.2.d - Liberacao de Neurotransmissores

Recentemente foi demonstrado que a equinatoxina, isolada da anémona Actinia
equina inibe a captagio de colina e GABA em preparagdo de sinaptossomas e que esta
toxina também induz edema pulmonar (Sket et al., 1974; Khoo et al., 1995).

A anémona brasileira, Bunodosoma caissarum, pertence a familia das Actiniidae
e encontra-se espalhada por algumas regides do pais como Espirito Santo, Arquipélago
Fernando de Noronha, Rio Grande do Sul, litoral paulista e de Santa Catarina (Belém,
1988). Foram identificadas nesta anémona neurotoxinas e hemolisinas € com atividades
cardioativa e hemolitica (Malpezzi & Freitas, 1991).

Estudos preliminares, utilizando o extrato bruto dos tentaculos e fra¢des desta
anémona do mar demostraram que o efeito edematogénico é antagonizado por pirilamina na

- pele de rato (Gabilan, 1992).
1.3 - Processo Inflamatorio

O processo inflamatério € um importante componente no mecanismo de defesa
do organismo, que se caracteriza como a dor, calor, rubor e tumor. A inflamagdo ¢
desencadeada por varios estimulos, entre estes, os agentes infecciosos, isquemia, interagdo
antigeno-anticorpo e lesdo celular ou do endotélio. Cada tipo de estimulo desenvolve uma
forma caracteristica de resposta, dependendo do agente lesivo e das caracteristicas do
tecido ou do 6rgio afetado (Rocha & Silva, 1978; Scott et al., 1994). A reagdo inflamatéria
é seguida de sinais classicos denominados de pontos cardeais como eritema, hiperalgesia e

perda de fungdo. Esta reagdo se desenvolve em trés fases distintas, cada uma mediada por
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diferentes mecanismos:

Fase aguda: caracterizada por vasodilatagdo local e pelo aumento da
permeabilidade capilar;

Fase tardia: mais evidente, caracterizada por infiltragio de leucocitos e células
fagocitarias;

Fase cronica: quando ocorre fibrose e degenerag@o do tecido.

A vasodilatagdo observada na fase aguda, se deve a ag¢do dos mediadores nas
arteriolas e vénulas. Nesta fase, varios mediadores s3o liberados, como: as cininas,
histamina, serotonina, leucotrienos, prostaglandinas e as substéncias que sdo liberadas nas
terminagdes nervosas locais. O exsudato que se forma, facilita a liberagdo de outros
mediadores, ampliando a resposta inflamatoria.

Na fase tardia ocorre a quimiotaxia, processo no qual as células migram para o
sitio inflamat6rio. Na fase cronica ocorre a perda de fungdo, que € o efeito secundario da
resposta inflamatoria tecidual e da dor (Gallin et al., 1992; Kelly et al., 1993).

Diversos estimulos, sejam exdgenos ou endoégenos desencadeiam uma reagdo
inflamatoéria onde sdo liberados varios mediadores que ampliam este processo. Na tabela

abaixo estdo relacionados alguns mediadores da inflamagao.
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Mediadores Quimicos Envolvidos na Inflamacio N
MEDIADORES FONTE ACAO
Bradicinina Plasma - Vasodilatagio
- Dor
- Extravasamento de proteinas
plasmaéticas
Histamina Plaquetas, mastocitos e - Vasodilatagio,
basofilos - Extravasamento de proteinas
plasmaticas
Prostaglandinas Membrana celular - Coagulagio,
- Vasodilatagio,
- Regulagdo da produgio de
mediadores
Serotonina Plaquetas, mastocitos e - Extravasamento de proteinas
basofilos plasmaticas
Fator de Hageman ativado Plasma - Extravasamento de proteinas
plasmaticas
Complemento (C3a, C5a) Plasma, macrofagos - Dor
- Extravasamento de proteinas
plasmaticas
Leucotrienos (LTB,, LTD,, Neutroéfilos, eosinofilos, - Extravasamento de proteinas
LTE,)) basofilos, macrofagos e plasmaticas,

mastocitos

- Ativagdo celular, quimiotaxia
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1.3.1 - Os Principais Mediadores da Inflamacio

A histamina est4 distribuida por todo reino animal, presente em muitos venenos,
bactérias e plantas (Reite, 1972). Estudos classicos mostraram que a histamina, liberada
dos mastocitos do tecido lesado, aumenta a permeabilidade vascular nas vénulas pos
capilares onde a abertura de poros endoteliais levam ao aumento do extravasamento de
proteinas plasmaticas (Grega ef al., 1981). Alguns autores tem demonstrado que a
estimulagdo dos receptores H; causa vasodilatagio e aumento do extravasamento
plasmatico na pele (Khalil & Helme, 1989).

A substancia P que participa de varios processos fisiologicos, possui agdo
vasodilatadora, libera histamina dos mastocitos e possui efeito direto no aumento da
permeabilidade vascular. Inje¢Ges intradérmicas de substdncia P induzem a formacdo de
edema (Tanaka & Grunstein, 1985). Outras taquicininas encontradas em neurdnios
sensoriais, as neurocininas A e B também apresentam atividades semelhantes a substancia P
como o aumento da permeabilidade vascular, efeito vasodilatador e liberagdo de histamina
dos mastdcitos (Williams et al., 1988).

A bradicinina é um potente peptideo pro-inflamatério que produz vasodilatagao
e aumento da permeabilidade vascular por atuar diretamente nas células endoteliais.
Estimula as respostas inflamatorias através dos seus proprios receptores nas células
efetuadoras ou, indiretamente, pela liberagio de mediadores das células intermediarias
(Holzer, 1988).

A serotonina é um potente mediador da inflamagdo. A serotonina endogena
aumenta a responsividade dos mecanoreceptores sensoriais em tecido inflamado

cronicamente. E um potente vasodilatador, aumenta diretamente a permeabilidade vascular
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e produz edema local em ratos (Reid et al, 1995).

O o6xido nitrico tem sido descrito como um importante mediador em muitos
tipos de inflamagdo como por exemplo a neurogénica (Lippe ef al., 1993). Além deste
papel, possui fun¢do importante na vasodilataggo, por ter atividade biologica ligada ao fator
de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) e também por estar envolvido na regulagio
do tonus vascular (Moncada et al., 1991).

As prostaglandinas sdo liberadas por a¢do mecéinica, térmica, quimica e outros,
contribuindo para iniciar os sinais da inflamagdo. As prostaglandinas ndo atuam diretamente
na permeabilidade vascular, mas aumentam o edema e a infiltracio de leuc()cités
promovendo um fluxo sangiiineo na regido inflamada. As prostaglandinas causam edema na
pata de ratos, mas ainda nfo esta claro se estas aumentam a permeabilidade nas Qénulas pos

capilares, sem a participagdo de outros mediadores inflamatorios (Moncada et al., 1978).

1.3.2 - Permeabilidade Vascular

O aumento da permeabilidade vasculér é uma importante reagdo primaria
inflamatéria induzida pelos varios mediadores quimicos que vdo interagir com receptores
especificos no sistema vascular (Williams et a/., 1988).

Os mediadores pré-inflamat6rios como a histamina, bradicinina, serotonina e
substincia P induzem aumento da permeabilidade vascular através da contragio das células
endoteliais e conseqiiente formag3o de poros no endotélio (Majno ef al., 1961).

Os sinais classicos da inflamagdo como dor, edema, hipertermia, eritema e perda
da fungfio sdo conseqiiéncia da liberagdo local de varios mediadores quimicos como as

prostaglandinas, histamina, bradicinina, serotonina. Esta resposta pode ser desencadeada



21

através da estimulagdo de neurdnios sensoriais primarios (fibras' C), com a liberagdo
principalmente de substancia P, processo este denominado de inflamag&o neurogénica (Saﬁa‘
etal., 1983).

Miller & Tu (1989) demonstraram que venenos de cobra e seus componentes
induzem aumento da permeabilidade vascular.

Trabatho anterior mostrou que o extrato bruto da anémona do mar
Bunodosoma caissarum induziu o aumento da permeabilidade vascular no dorso de ratos
anestesiados. Este efeito foi antagonizado pela pirilamina (Gabilan, 1992). No entanto, ndo
foram analisados outros tecidos e o envolvimento dos outros mediadores no efeito induzido

pelo extrato bruto e uma fragio isolada desta anémona.



2-OBJETIVO

Este estudo teve como proposito avaliar o mecanismo através do qual o extrato
bruto e a fragdo hemolitica isolados da anémona do mar Bunodosoma caissarum induzem o
aumento do extravasamento de prqteinas plasmaticas. Para tal foram utilizados dois
modelos experimentais: a permeabilidade vascular no dorso de ratos anestesiados € a

permeabilidade vascular em varios tecidos de ratos conscientes.



3-MATERIAL E METODOS

3.1 - Preparacio do Extrato Bruto

Espécimens da anémona do mar Bunodosoma caissarum foram coletadas na
praia da Armagio, em Florianopolis, Santa Catarina e trazidas para o laboratério, mantidas
em frascos contendo agua do mar na temperatura aproximada de 4°C. Os tentaculos foram
retirados do disco oral, cortados, pesados, adicionado agua destilada e homogeneizados. A
amostra foi centrifugada em 12.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante, deﬁominado

extrato bruto foi aliquotado e estocado no freezer em temperatura de -4°C.
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3.2 - Filtracio em Sephacryl S-200 e Biogel P -2

O extrato bruto da anémona do mar Bunodosoma caissarum foi dissolvido em
1,5 mL de Tamp@o Tris-Cl 150mM, NaCl 0,5 M e pH 8,1. A amostra foi submetida a uma
filtracdo em colunaT (2 x 115cm) de gel Sephacryl S- 200, equilibrada e eluida com o
tampio fosfato, com fluxo de 3mL por hora, em temperatura ambiente. As fragdes foram
colhidas e lidas em absorbancia de 280 nm. As fragdes ativas foram liofilizadas,
dessalificadas em Biogel P-2 e novamente liofilizadas. Para os ensaios, as amostras foram

diluidas em salina em concentra¢des apropriadas para os testes.

3.3 - Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteina foi determinada pelo método de Lowry (1951). Foi
preparada uma solugio padrdo de 1 mg/mL, juntamente com o Reagente de Lowry (CTC,
SDS 10 %, NaOH 1N, H;0) e o Reagente de Folin 0,4 N. A solugdo foi completada com
400 pl. de agua destilada. As amostras foram diluidas em agua destilada e foram
adicionados 400 pL do reagente de Lowry. As solugbes foram agitadas e ap6s 10 minutos
adicionados 200 pL do reagente de Folin 0,4 N, seguido de nova agitagio. Esperou-se 30

minutos e as amostras foram lidas em absorbancia de 750 nm.
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3.4 - Ensaio da Atividade Hemolitica

No ensaio da atividade hemolitica foram utilizados eritrocitos de carneiro. Os
eritrocitos foram separados do plasma apds a lavagem do sangue por trés ou quatro vezes,
até a auséncia de hemolise, utilizando Tampao Fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M com pH igual
27,4 Em cada lavagem, o sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. Apods este
procedimento foi preparada uma solugio de hemécias a 5 %. Foram retirados 100 uL da

suspensio de eritrocitos e incubados com varias aliquotas ( 10, 20, S0 pL), do extrato bruto
e a fragdo durante 30 minutos a 37° C. Apés a incubagdo, adicionou-se 800 pl de Tampao
Fosfato ¢ as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm. Estas amostras
foram lidas em absorbancia igual a 540 nm. O padrido de absorbéncia ocorre quando a
hemoélise corresponde a 0,600 em 540 nm.

Os ensaios acima relacionados foram feitos em colaboragio com Prof Dr.v

Nelson H. Gabilan.
3.5 - Ensaios Biolagicos

A atividade biologica do extrato bruto e da fragdo hemolitica da anémona do

mar Bunodosoma caissarum foram avaliadas através de ensaios “in vivo™.

3.5.1- Ensaios “in vivo”
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3.5.1.a- Permeabilidade Vascular no Dorso de Ratos Anestesiados

Ratos machos Wistar foram utilizados, pesando entre 160 a 230 g. Os animais
foram anestesiados com Nembutal (40 mg / kg) por via intraperitoneal, 20 minutos antes
do inicio do experimento. O pélo da regido dorsal foi removido com depilador elétrico
(Oster). Em seguida foi feito o mapeamento do dorso com caneta hidrocor para delimitar as
regides da pele a serem expostas aos mediadores inflamatérios. A administragéo
endovenosa do corante azul de Evans (2,5 mg /kg) foi feita através da veia caudal, 10
minutos antes das inje¢Ges intradérmicas no dorso de rato. Extrato bruto, fragdo hemolitica
€ os mediadofes da inflamag&o foram diluidos em solug¢do de Ringer Lobke com a seguinte
composi¢do em mM:(NaCl 154; KCl 5,6; CaCl, 2; NaHCO; 6; glicose 5,5). Cada animal
recebeu 8 injegdes, das quais duas como controle, Ringer-Locke, e o restante com extrato
bruto ou fragdo hemolitica em diferentes concentragdes 30, 100 e 300 pg diluidas em
100uL por sitio de injegdo.

O pré-tratamento dos animais consistiu na aMstragﬁo intravenosa de
antagonistas seletivos dos mediadores inflamatérios: Pirilamina (5 mg/ kg, 5 min.), RP
65780 (10°M, 15 min.), L- NAME (20 mg/kg, 5 min.) e Ciproheptadina (10>M, 15 min.).

Vinte minutos apés o pré-tratamento com os antagonistas, os animais foram
mortos por decaptagio, a pele foi retirada para medida do lado interno, dos didmetros

verticais e horizontais das manchas azuladas e subseqiiente célculo da média.
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3.5.1.b- Permeabilidade Vascular em Ratos Conscientes

Ratos machos Wistar foram utilizados, pesando entre 180 a 250 g, ndo
anestesiados. Os animais foram injetados na veia caudal, previamente aquecida em 4gua
morna, com doses crescentes do extrato bruto (100, 300 pg/kg) ou da fragdo hemolitica
(300 ug/kg). Apds 10 minutos, os animais foram mortos por decaptagdo e da cavidade
abdominal retirados os 6rgdos: duodeno, estdmago, ileo, pancreas, rim e bexiga. Estes
orgidos foram dissecados em papel de filtro e divididos em duas porgdes. Uma porgdo de
cada 6rgdo foi colocada para secar em temperatura igual a 50° C por 24h para determinar 6
peso seco. O azul de Evans foi extraido dos orgdos incubados com formamida em
temperatura ambiente por 24 h. A concentragdo de azul de Evans foi deterrhinada pela
absorbéncia a 620 nm, numa Leitora de Elisa. A absorbancia foi comparada com uma curva
padrdo de 0,05- 25 ug/ml de azul de Evans em formamida. O extravasamento plasmatico foi
expresso em pg de azul de Evans por grama de tecido seco (Nicolau ef al., 1993).

O corante azul de Evans se liga as proteinas plasmaticas que deixam a corrente
sangiiinea somente através dos poros que se formam ao longo do endotélio das vénulas pos
capilares em resposta aos mediadores inﬂamatérios.-

vOs animais foram pré-tratados com seguintes antagonistas: Pirilamina (5
mg/Kg), Indometacina (10 mg/Kg); RP 65780 (10° M), Captopril (10°M), HOE 140
(1uM), L-NAME (20 mg/Kg).

Os resultados foram expressos em pg de Azul de Evans/g de tecido seco, onde
o produto de Abs x K ¢ dividido pela relagdo do peso seco / peso iimido.

Abs = leitura espectrométrica da absorbancia em 620nm.

K= Constante calculada a partir da curva padrio de azul de Evans.
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3.6- Equipamentos

Leitor de Elisa (Labsystems)
Coletor de fragoes

Fisiografo Narco Biosystems
Espectrofotometro Micronal B382

Depilador elétrico (Oster)
3.7 - Reagentes

Triton X-100

BSA( albumina de soro bovino)
Sephacryl S- 200 e Biogel P-2
Azul de Evans (SIGMA)
Formamida (SIGMA)

Nembutal (ABOTT)
3.8 - Drogas

Maleato de Pirilamina (SIGMA)

Indometacina (SIGMA) |

RP 65780 e HOE 140 (cedidos pelo Prof. D. Regoli, Univ. Sherbrooke, Quebec, Canada)
L- NAME (SIGMA)

Captopril (SIGMA)

Ciproheptadina (SIGMA)
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3.9 - Analise Estatistica

Os resultados obtidos dos experimentos foram analisados pelo teste t de
Student ndo pareado e por Analise de Varidncia (ANOVA). O teste de Neuman-Keuls foi
‘utilizado quando necessario.

As diferencas foram consideradas significativas a nivel de * p< 0,05 e ** p<

0,01



4- RESULTADOS

4.1 - Aumento da Permeabilidade Vascular no Dorso de Ratos Anestesiados

A administragdo intradérmica do extrato bruto (EB) da anémona do mar
Bunodosoma caissarum induziu um aumento na permeabilidade vascular no dorso de ratos.
O aumento do extravasamento plasmatico foi medido através do didmetro das manchas de
azul de Evans, injetado previamente no animal. Ocorreu um aumento significativo no
didmetro das manchas azuladas com as doses de 30, 100 e 300 pg/ sitio de injegdo do
extrato bruto. Entretanto, ndo foi observada uma relagdo dose resposta entre as duas
primeiras doses. Utilizando o mesmo modelo experimental, foi verificado que a fragdo
hemolitica (FH) obtida a partir do extrato bruto extraido dos tentaculos, também provocou
um aumento do didmetro das manchas azuladas. A injecdo intradérmica desta fragdo
hemolitica nas doses de 100 e 300 pg/sitio de inje¢dio aumentou significativamente a

- permeabilidade vascular nas doses utilizadas (Tabela I).
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4.2 - Efeito do Pré-Tratamento com Antagonistas dos Mediadores Inflamatérios no

Aumento da Permeabilidade Vascular Induzida pela Fracio Hemolitica

Com o proposito de avaliar a participagio dos mediadores inflamatérios

liberados pela fragdo hemolitica (FH), a dose de 300 pg/ sitio foi selecionada na pele dorsal
: do rato. Neste estudo foram utilizados antagonistas e inibidores de sintese dos principais
mediadores quimicos envolvidos no processo inflamatério.

O pré-tratamento com o anti histaminico, pirilamina, S5Smg/kg, injetado 5 min.
antes do experimento através da veia caudal, reduziu o didmetro ( 16,2 + 2,5 para 6,0 +3,0
mm) da mancha azulada induzida pela fragdo hemolitica (Tabela II).

O pré tratamento 15 min. antes, i.v. com RP 65780, um antagonista dos
receptores NK-1 da substincia P, também reduziu o didmetro (16,2 = 2,5 para 12,7 + 0,13
mm) da mancha azulada induzida pela fragdo hemolitica (Tabela IT).

Em outro grupo de animais, foi utilizado um antagonista nio seletivo da
serotonina, a ciproheptadina (10”M, i.v.) administrada 15 min. antes da inje¢do intradérmica
da fracdo hemolitica (300 pg/ sitio). Este pré-tratamento reduziu o extravasamento
plasmatico induzido pela fragdo hemolitica de modo significativo (Tabela II).

A administragio prévia de L-NAME, inibidor da o6xido nitrico sintase (20
mg/kg, i.v.), 5 min. antes da injecdo da fragdo hemolitica (300ug/sitio), ndo modificou o

extravasamento plasmatico (Tabela II).
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4.3 -Aumento da Permeabilidade Vascular em Varios Tecidos de Ratos Conscientes

Diversos oOrgios de rato foram selecionados: duodeno, estomago, ileo,
pancreas, rim e bexiga urinaria, supridos com diferentes redes de vasos sangiiineos, que
respondem a maioria dos mediadores do processo inflamatério e sdo usados rotineiramente
no laboratério. Esta diversidade tecidual, permite estudar varios aspectos do processo
inflamatério e os mediadores envolvidos, pois mostram seletividade. Os resultados sdo
apresentados em figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, comparando o controle do contetido de azul
de Evans nos orgios selecionados com aquele apos a administragdo do extrato bruto ou

fragdo hemolitica com ou sem o pré-tratamento com 0s antagonistas e inibidores de sintese.

4.3.1 - Efeito do Extrato Bruto e da Fracio Hemolitica sobre a Permeabilidade

Vascular

Os animais controle foram administradbs com o corante azul de Evans € com
uma quantidade de salina igual ao volume das substédncias em estudo a serem injetadas.

A administragdo intravenosa do extrato bruto (EB) da anémona do mar nas
doses de (100 e 300 pg/Kg) aumentou o extravasamento plasmatico (ug/g de tecido seco)
proporcionalmente as doses relacionadas nos seguintes tecidos, duodeno (89,29 + 4,32 para
109,5+ 5,91; 133,6 + 6,92 pg/g de tecido seco) e ileo (93,7 £3,0 para 114,3 11,9 ¢ 137,0
+ 6,7 ug/g de tecido seco). Nos outros tecidos, o aumento da permeabilidade vascular ndo

foi significativo (Figura 1).
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O pré-tratamento dos animais com um antagonista da histamina dos receptores
H,, a pirilamina (5mg/kg, i.v.) 5 min. antes da administra¢do da associagdo do extrato bruto
e azul de Evans, reduziu o extravasamento plasmatico induzido pelo extrato bruto (300
ng/Kg) no duodeno (133,6 + 6,9 para 101,8 + 2,6 ug/g de tecido seco) e no ileo (137,0 =

19,9 para 87,2 + 7,5 pg/g de tecido seco). (Figura 2).
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FIG.1 - Efeito da administragdo intravenosa do extrato bruto (EB) da anémona do mar
Bunodosoma caissarum, nas doses de 100 e 300 pg/kg em associagdo com o azul de Evans
no extravasamento de proteinas plasmaticas nos tecidos representados: Duo: duodeno; Est:
estomago; Ile: ileo; Pan: pancreas; Rim: rim; Bex: bexiga urinaria. As tolunas indicam a
média e as barras verticais o erro padrao da média. Os asteriscos indicam a significancia, *p

< 0,05 e **p < 0,01 em relagdo ao controle.
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FIG.2- Efeito da pirilamina (5 mg/kg; n=8), injetado 5 minutos antes da associagdo do

extrato bruto (EB, 300 pg/kg) e azul de Evans no extravasamento plasmatico nos tecidos
representados: Duo: duodeno; Est: estomago; Ile: ﬂéo; Pan_ pancreas; Rim: rim; Bex:
bexiga urinaria. As colunas indicam a média e as barras vérticais o erro padrdo da média. Os
asten'scos indicam a significincia, *p < 0,05 e **p < 0,01 comparando o extrato bruto em
relagdo ao controle. O simbolo (#) indica a sigrxiﬁcﬁncia: ep <005¢ ¢4 p <001 do

efeito da pirilamina em relagdo ao extrato bruto.
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A administragio da fragdo hemolitica (FH) (300 pg/ kg, iv.) induziu um
aumento significativo do extravasamento plasmatico no duodeno (89,2 + 4,32 para 117,3 +
8,03 pg/g de tecido seco), no fleo ( 93,7 +£3,0 para 143,1 +13,87 pg/g de tecido seco) e
também na bexiga urinaria ( 24,01 + 0,72 para 44,38 + 2,70 pg/g de tecido seco) (Figura 3).
Como pode ser observado, a fragdo hemolitica induziu um aumentou do extravasamento
plasmatico nos mesmos tecidos nos quais o extrato bruto produziu seu efeito, entretanto
produziu também um aumento significante na bexiga uriniria. O anti-histaminico, foi
testado isoladamente na concentragio que exerce antagonismo “in vivo”e nesta condigdo, o
antagonista ndo induziu extravasamento plasmatico.

O pré-tratamento com a Pirilamina (5 mg/kg, i.v.) 5 minutos antes, reduziu
significativamente o extravasamento plasmatico induzido pela fragio hemolitica (300pg/kg,
i.v.) no duodeno (de 137,5 + 5,5 para 86,7 £+ 3,70 pg/g de tecido seco), ileo (de 143,1 +
13,8 para 88,2 + 5,2 pg/g de tecido seco) e bexiga urinaria (de 44,3 + 2,8 para 25,6 + 3,0

ug/g de tecido seco) (Figura 3).
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FIG.3 - Efeito da pirilamina (5 mg/kg, i.v.; n=7), 5 minutos antes da injegdo da associa¢@o
do azul de Evans e fragio hemolitica (FH, 300 pg/kg, i.v.) da anémona do mar no
extravasamento plasmatico nos tecidos representados: Duo: duodeno; Est: estomago; Ie:
ileo; Pan: pancreas; Rim: rim; Bex: bexiga urinaria. As colunas indicam a média e as barras -
verticais o erro padrio da média. Os asteriscos indicam a significancia, *p < 0,05 e **p <
0,01 em comparagio ao controle. O simbolo () indica a significincia: ¢p<0,05¢ ¢ ¢ p<

0,01 do efeito da pirilamina em relagdo a fragdo hemolitica.
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4.3.2 - Efeito do RP 67580 no Extravasamento Plasmatico Induzido pela Fracio

Hemolitica

Nesta série de experimentos, o antagonista seletivo dos receptores NK-1, RP
65780 (10°M ) foi injetado 15 min. antes da administragdo da associagdo de azul de Evans
e fragio hemolitica (FH, 300pg/kg). O tratamento com RP 67580, reduziu
significativamente o extravasamento plasmatico induzido pela fragédo hemolitica no duodeno
(de 137,5 + 5,5 para 94,9 + 4,8), ileo (de 143,1 + 13,8 para 102,4 + 7,0 pg/g de tecido
seco) ¢ bexiga (de 44,3 £ 2,7 para 23,4 + 1,2 pg/g de tecido seco). A administragdo da
associagdo do antagonista e azul de Evans isoladamente, ndo modificou o extravasamento

plasmatico (Figura 4).
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FIG.4 - Efeito do RP 65780 (10° M; n=8), injetado isoladamente, 15 minutos antes, i.v. e
também em associagdo com a fragdo hemolitica (FH, 300 pg/kg, i.v.) da anémona do mar
no extravasamento plasmatico nos tecidos representados: Duo: duodeno; Est: estomago;
Ile: ileo; Pan: pancreas; Rim: rim; Bex: bexiga urinaria. As colunas indicam a média ¢ as
barras verticais o erro padrdo da média. Os aéteriscos indicam a sigﬁiﬁcﬁncia, *p <0,05e
**p < 0,01 comparando o extrato b}'uto em relagdo ao controle. O si;nbolo (#) indica a
significincia: ¢p <0,05¢ ¢¢ p < 0,01‘compa.rando o efeito do RP 65786 em relagdo a

fragdo hemolitica.
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4.3.3- Efeito do Captopril no Extravasamento Plasmitico Induzido pela Fracio

Hemolitica

O pré-tratamento com Captopril, um inibidor da enzima conversora da
angiotensina (10°M), 15 min.antes da injegdo da fragiio hemolitica (FH, 300pg/kg), reduziu
significativamente o extravasamento plasmatico induzido pela fragdo hemolitica no ileo (de
143,1 + 13,8 para 105,1 + 10,0 pg/g de tecido seco) e bexiga urinaria (de 44,3 + 2,7 para
24,4 £+ 2,2 ug/g de tecido seco). A administragdo isolada do captopril em associa¢do com o

corante nio modificou o extravasamento plasmatico (Figura 5).
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FIG.5 - Efeito do captopril (10° M; i.v. n=8), injetado isoladarﬁente, 15 minutos antes; iv.
e em associacdio com a fragdo hemolitica (FH, 300 ug/Kg, i.v.) da anémona do mar no
extravasamento plasmatico nos tecidos representados: Duo: duodeno; Est: estomago; De:
ileo; Pan: pancreas; Rim: rim; Bex: bexiga urinaria. As colunas indicam a média e as barras
verticais o erro padrio da média. Os asteriscos indicam a significancia, *p < 0,05 e **p <
0,01 comparando 0 extrato bruto em relagio ao controle. O simbolo (¢) indica a
significincia: ¢p < 0,05 ¢ ¢ ¢ p < 0,01 do efeito do captopril em relagdo a fragdo

hemolitica.
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4.3.4 - Efeito do HOE 140 no Extravasamento Plasmatico Induzido pela Fracio

Hemolitica

A injecdo de HOE 140 (1p M/Kg) um antagonista do receptor B, da bradicinina,
15 min. antes da administragdo da associagdo de azul de Evans e fragdo hemolitica (FH,
300ug/kg), reduziu significativamente o extravasamento plasmatico no duodeno (de 137,5
+ 5,5 para 104,8 = 5,2 ug/g de tecido seco), ileo (de 143,1 + 13,8 para 81,7 + 3,1 ug/g de
tecido seco) e na bexiga urinaria(de 44,3 + 2,7 para 28,9 + 1,8 pg/g de tecido seco). Nao
houve modificagdo significativa no extravasamento plasmatico nos tecidos analisados no

grupo de animais administrados com a associagdo de HOE 140 e azul de Evans (Figura 6).
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FIG.6 - Efeito do HOE 140(1uM; n=8), injetado isoladamente, 15 minutos antes, 1.v. € em
assoeiagdo com a fragdo hemolitica (FH, 300 pg/Kg, iv.) da anémona do mar no
extravasamento plasmatico nos tecidos representados: Duo: duodeno; Est: estdmago; Ile:
ileo; Pan: pancreas; Rim: rim; Bex: bexiga urinaria. As colunas indicam a média e as barras
verticais o erro padrdo da média. Os asteriscos indicam a significincia, *p < 0,05 e **p <
0,01 do efeito docomparando o extrato bruto em relagdo ao controle. O simbolo (¢) indica
a significAncia: ¢p < 0,05 ¢ ¢4 p < 0,01 do efeito do Hoe 140 em relagdo a fragdo

hemolitica.
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4.3.5- Efeito da Indometacina no Extravasamento Plasmaitico Induzido pela Fracio

Hemolitica

A inje¢io da indometacina associada ao azul de Evans, nio modificou o
extravasamento plasmatico dos tecidos (ndo mostrado). O pré-tratamento dos animais com
Indometacina (10mg/kg, i.v.), 30 minutos antes da injecio da fragdo hemolitica (FH,
300ug/kg), reduziu significativamente o extravasamento plasmatico induzido pela fragéo no
duodeno (de 137,5, £ 5,5 para 83,4 + 8,2 pg/g de tecido seco), ileo(de 143,1 + 13,8 para
71,2 £ 4,5 ng/g de tecido seco) e bexiga urinaria (de 44,3 + 2,7 para 19,0 = 2,1 pg/g de

tecido seco) (Figura 7).
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FIG.7- Efeito da indometacina (10 mg/kg, i.v.; n=9), injetado 30 minutos antes e em

associagdo com a fragdo hemolitica (FH, 300 p._g/l@, i.v.) da anémona do mar no

extravasamento plasmatico nos tecidos representados: Duo: duodeno; Est: estdmago; Ile:

ileo; Pan: pancreas; Rim: rim; Bex: bexiga urinaria. As colunas e as barras verticais indicam

as médias e o erro padrao das médias. Os asteriscos indicam a significincia, *p < 0,05 e **p

< 0,01 comparando o extrato bruto em,relagio ao controle. O simbolo (#) indica a

significincia: ¢p < 0,05 ¢ ¢ ¢ p < 0,01 do efeito da indometacina em relagio a fragdo

hemolitica.
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/

4.3.6 - Efeito do L-NAME no Aumento da Permeabilidade Vascular Induzido pela

Fracao Hemolitica

A injegdo de L-NAME (20 mg/kg, i.v.), um inibidor da éxido nitrico sintase
(NOS), associado ao azul de Evans, nio modificou o extravasamento plasniético nos
tecidos analisados. O pré-tratamento de animais com L-NAME (20 mg/kg, i.v.), 15 min.
antes da injegio da fragdo hemolitica (FH, 300 pg/kg), reduziu ligeiramente o aumento do

extravasamento plasmatico no duodeno, ileo e bexiga (Figura 8).
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5 -DISCUSSAO

No presente trabalho, foi examinado o efeifo do extravasamento de proteinas
plasmaticas induzido pelo extrato bruto e pela fragdo hemolitica da anémona do mar
Bunodosoma caissarum, utilizando varios antagonistas ou inibidores enzimaticos do
metabolismo dos mediadores da inflamag3o.

As anémonas do mar sdo ricas fontes de peptideos biologicamente ativos,
incluindo hemolisinas, neurotoxinas e cardiotoxinas. Estes compostos ativos possuem
atividades biologicas como: a ativagdo de canais de K™ (Norton, 1990), atividade hemolitica
(Berheimer & Avigad, 1976, Kem, 1988; Macek & Lebez, 1988; Turk et al., 1989, Sencic
& Macek, 1990; Norton ef al., 1990), inativagdo de canais de Na* (Salgado & Kem, 1992),
aumento da atividade cardiaca (Ho ef al, 1987; Galletis & Norton, 1990; Cline, 1997);
inibi¢@o na captagdo de neurotransmissores como colina e GABA (Khoo et al., 1995).

As anémonas do mar contém muitas toxinas polipeptidicas que afetam canais de Na" e



51

citolisinas proteicas que atuam nas membranas celulares (Galletis & Norton, ,1990).

As citolisinas tém sido bastante estudadas pelo seu efeito litico em varias
células, especialmente, em eritrocitos de diferentes espécies, por isso sdo chamadas de
hemolisinas (Beress, 1982). A esfingomielina, um fosfolipideo, inibe a ativid;:-lde hemolitica
por antagonizar a a¢do da hemolisina na membrana lipidica do eritrocito agindo como um
aceptor da toxina hemolitica. Isto ocorre com a maioria da§ toxinas extraidas de anémonas
do mar que possuem atividade hemolitica (Kem & Dunn, 1988; Macek & Lebez, 1988;
Galletis & Norton, 1990; Malpezzi et al, 1993; Cline, 1997).

Varios autores classificam as toxinas de anémonas do mar como neurofoxinas e
hemolisinas baseadas no seu mecanismo de a¢do e também no seu peso molecular. As
neurotoxinas sdo caracterizadas pelo seu baixo peso molecular, aproximadamente 5.000 Da,
enquanto que as hemolisinas sdo proteinas basicas com peso molecular entre 16.000 a
20.000 Da (Beress, 1982).

Uma outra caracteristica encontrada ﬁas hemolisinas de anémonas do mar € a
estabilidade térmica. Mas muitas vezes, pode ocorrer a perda de atividade quando estdo em
solug¢@o, como acontece com a Aiptasia pallida (Hessinger &‘Lenhoff, 1973), Actinia cari
(Macek et al., 1982), Epiactis prolifera (Bernheimer & Avigad, 1982).

Muitas citolisinas estiveis em uma determinada temperatura, podem, porém, perdér a
atividade quando submetidas a altas temperaturas como, por exemplo, a citolisina extraida
da Condylactis gigantea, cuja estabilidade esta entre 25 e 37°C, mas perde atividade
quando encontra-se a 70°C durante 30 minutos. Em contraste, a toxina extraida da
anémona Pseudactnia varia mantém a atividade durante 40 minutos mesmo a 70°C. A
tenebrosina-C possui atividade hemolitica entre 25 e 37°C e a perde quando se aproxima de
80°C. Uma outra possibilidade a ser levaritada sobre a estabilidade destas toxinas, é a de

que congelamentos repetitivos podem destruir a atividade destas hemolisinas (Norton,



1991).

Estudos anteriores, mostraram que o fracionamento do extrato bruto da
anémona do mar Bunodosoma caissarum por cromatografia Sephadex G-50, resultou em
trés fragdes hemoliticas de peso molecular aproximado de 20.000 Da (Gabilan, 1992).
Nestes estudos, tanto o extrato bruto como as fragées induziram aumento da
permeabilidade vascular, quando foram administrados intradermica{nentedno dorso de ratos
anestesiados. | |

As anémonas foram coletadas na praia da Armé{:?io, em Florianopolis, Santa
Catarina. Os tentaculos foram retirados e homogeneizadbs para a obtengdo do extrato
bruto, este por sua vez, foi fracionado em cromatograﬁa Sephacryl S-200 e Biogel P-2 de
onde se isolou uma frag:éo, qile apresentou atividade hemolitica.

A administragio intradérmica do extrato bruto e da fragdo hemolitica da
anémona do mar Bunodosoma caissarum na pele dorsal de ratos anestesiados provocaram
uma reagdo inflamatéria cutdnea aguda que se desenvolveu em até 10 minutos ap6s a sua
administragio.

Vérios autores ja demonstraram que toxinas extraidas de animais com
propriedades hemoliticas, apresentam também atividade edematogénica (Miller & Tu, 1989,
Ho et al, 1996). Sabe-se ainda que toxinas extraidas de venenos de serpentes provocam o
aumento da permeabilidade véscular e a formagdo de edema, devido a liberagdo de
mediadores como a histamina, prostaglandinas, serotonina, bradicinina ou fatores
liberédores de bradicinina (Ohtani & Takahashi, 1983; Miller & Tu, 1989). Recentemente
foi verificado que a fragdo hemolitica Mastoporan B, um tetradecapeptideo, extraido do
veneno da abelha Vespa basalis induziu edema local na pata de ratos (Ho, et al., 1996).

A inflamag@o € a resposta biologica normal, caracterizada pela ativagdo de

multiplos mediadores e tipos celulares. A ativagdo destes componentes da resposta



inflamatéria, resulta em um aumento do fluxo sangiiineo na 4rea lesada e aumenta a
permeabilidade dos vasos sahgﬁineos, seguido de migragdo das células para aquela area. A
célula endotelial desempenha um papel importante na indugio da resposta inflamatoria, que
depende de interagdes complexas envolvendo células circuléntes, células endoteliais,
mediadorés inflamatorios e células ndo endoteliais da parede dos vasos. Estas células
participam na reagdo de defesa, na reparagdo tecidual e na cicatrizagdo. Além disto, outro
componente desta resposta € a produgio da dor, ndo somente pelo trauma direto as fibras
sensoriais mas também pela liberagio de mediadores presentes nas terminagdes nervosas
sensoriais (Rotrosen & Gallin, 1986; Bhoola, 1996).

A administragdo de mediadores inflamatérios aumentam a permeabilidade
vascular nas partes venulares do leito vascular (Saria ez al., 1983). O modelo utilizado neste
trabalho, o aumento da permeabilidade vascular, permite avaliar o envolvimento dos
mediadores, como a histamina, a bradicinina, a substéncia P, a serotonina e as
prostaglandinas.

Em nosso estudo foi utilizado dois modelos experimentais: a permeabilidade
vascular no dorso de ratos anestesiados e a permeabilidade vascular em varios tecidos de
ratos conscientes.

Alguns autores tém observado que no modelo experimental, apermeabilidade
vascular cutdnea, ¢ reduzida pela influéncia do anestésico utilizado, sendo a agdo da
uretana mais intensa que a do nembutal (Couture & Kérouac, 1987). Em razdo da influéncia
do anestésico e levando-se em conta que a pele do rato é considerada um tecido com baixa
irrigagio sangiiinea, foram utilizados animais conscientes e analisados varios tecidos, em
fungdo das particularidades especificas e regionais da barreira endotelial que constituem a
microcirculagio. Esta diversidade tecidual permite estudar varios aspectos do processo

inflamatorio e os mediadores envolvidos, pois mostram seletividade local.
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Os resultados demonstraram que o extrato bruto da anémona do mar
Bunodosoma caissarum atua no aumento do extravasamento plasmatico na pele dorsal de
ratos anestesiados. E no outro modelo experimental de permeabilidade vascular, o aumento
do extravasamento plasmatico foi efetivo em todos os tecidos estudados, sendo significativo
no duodeno e ileo para algumas doses. A fragdo hemolitica também aumentou o
extravasamento plasmatico na pele dorsal de ratos anestesiados, enquanto que a
administragdo sistémica em animais conscientes, provocou aumento do extravasamento
plasmatico no duodeno, ileo e também na bexiga urinaria.

A administragdo prévia intravenosa de um antagonista dos receptores H; , a
pirilamina, reduziu o aumento do extravasamento plasmatico induzido pela fragdo
hemolitica na pele dorsal de ratos anestesiados. No outro modelo experimental, o pré-
tratamento com a pirilamina promoveu uma redugdo significante no aumento do
extravasamento plasmatico induzido tanto pelo extrato bruto quanto pela fragdo hemolitica,
no duodeno, ileo e bexiga urinaria. Estes resultados demonstraram que pelo menos parte do
efeito do extrato bruto e da fragio se deve a liberégzﬁo de Histami_na.

A histamina € liberada pelos mastocitos, que estdo localizados por toda a pele,
na por¢do perivascular, e quando ativados causam vasodilatagio e aumento na
permeabilidade vascular. Os mastocitos sdo freqilentemente encontrados préximos aos
terminais nervosos € podem ser ativados por inumeros neuropeptideos, incluindo a
substancia P. Decorrente deste fato, tem sido demonstrado que os mastocitos teriam um
papel importante na inflamagio neurogénica. OQutras evidéncias indicam que o pré-
tratamento com anti-histaminicos reduzem parcialmente a inflamagdo neurogénica
(Kowalski & Kaliner, 1988).

Os mastocitos localizados na area proximal aos espagos perivasculares tém

importante papel na resposta inflamatoria aguda. Além disso, a ativagdo do receptor NK-1
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pela substdncia P, aumenta a resposta inflamatéria por aumentar a permeabilidade vascular
através da liberagdo de aminas vasoativas dos mastocitos. Portanto antagonistas dos
receptores H1 da histamina, bem como antagonistas dos receptores NK1, possuem um
essencial para o extravasamento plasmatico da inflamagio neurogénica (Inoue et al., 1997).

Um outro mecanismo que envolve a liberagdo de histamina por polipeptideos
encontrados em venenos, se da pela ativagdo dos mastocitos através de um aumento de
célcio intracelular. Algumas destas toxinas sdo ionoforos e atuam transportando calcio para
dentro da célula. (Lagunoff et al., 1983).

Vaérios autores sugerem que a ativagio dos mastocitos possui um importante
papel nos estagios iniciais do extravasamento plasmatico neurogénico (Kowalski & Kaliner,
1988).

A histamina é conhecida por aumentar a pemeabﬂidade vascular principalmente
nas vénulas pos capilares, onde a abertura dos poros consequente & contragdo das células
endoteliais leva ao aumento do extravasamento de proteinas do. plasma. Além disso, a
histamina € considerada um importante mediador inflamatoério primario, sendo este efeito
mediado por receptores H1 (Grega et al, 1981; Williams et al., 1988).

Em outro grupo de animais, no qual foi utilizado o pré-tratamento com o
antagonista da substincia P, RP 65780, houve uma redugdo do extravasamento plasmatico
induzido pela fragdo hemolitica na pele dorsal de ratos. No outro modelo experimental, o
RP 65780 também reduziu significativamente o extravasamento plasmatico induzido pela
fragdo hemolitica no duodeno, ileo e bexiga urinaria. Estes resultados sugerem que a a@ﬁo
da fragiio hemolitica pode estar estimulando a liberagdo de substincia P, na pele e nos
tecidos acima relacionados. O extravasamento plasmatico ¢ o componente principal da

inflamagdo neurogénica nas vias aéreas, bexiga urinaria e pele de rato e cobaia (Saria ef al.,
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1983; Figini ef al., 1997). Portanto, nossos resultados sugerem um possivel envolvimento
de uma ac¢do neurogénica, pois verificamos uma seletividade da fragdo hemolitica para
alguns tecidos inervados peptidergicamente.

A substincia P ativa preferencialmente os receptores NK-1, enquanto que as
neurocininas A e B ati‘va‘os receptores NK-2 e NK-3 respectivamente. Os receptores NK-1
estdo envolvidos predominantemente na resposta inflamatoria neurogénica (Inoue et al.,
1997).

H4a um grande nmimero de mediadores implicados na resposta inflamatoria
induzida pela substincia P. Isto sugere que aminas de células de masté;:itos, como a
histamina, participem da resposta induzida pela substancia P (Devellier ez al., 1985).

Em altas doses, as taquicininas ativam os mastocitos € em baixas doses atuam
diretamente nos receptores destes neuropeptideos para produzir o extravasamento de
proteinas plasmaticas na pele do rato (Inoue ez al., 1997).

Nagai e colaboradores em 1992, observaram que em camundongos deficientes
de mastdcitos, ocorre reducdo da inflamagdo cutdnea induzida pelas taquicininas (Nagai et
| al, 1992).
extravasamento plasmatico induzido pela inje¢3o intradérmica da fragio hemolitica na pele
dorsal de rato. No modelo experimental com animais conscientes, o L-NAME, provocou
uma pequena inibigio no extravasamento plasmitico induzido pela fragdo hemolitica no
duodeno, ileo e bexiga un'néria.

O NO atua como uma molécula de transdu¢do em muitos sistemas biologicos,
existem evidéncias de que ele modula a formagio de edema induzido pela substincia P
injetada intradermicamente na pele de ratos (Hughes ez al., 1990). Possivelmente, a redugio
do extravasamento plasmatico observado em nosso estudo tenha sido devido a inibi¢4o da

formacgdo de NO, o qual estaria sendo liberado pela substancia P.
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Entretanto, o papel do 6xido nitrico no extravasamento plasmatico ainda é
conflitante. Foi observado que a utilizagdo do L-NAME, induz o aumento do
extravasamento plasmatico nas vias aéreas, pancreas, rim, estdmago, duodeno, mas ndo
induz aumento na pele. Recentemente foi demonstrado que o L-NAME ndo tem efeito
significativo no extravasamento plasmatico na traquéia e no brénquio principal de cobaias e
trato gastrointestinal de ratos. As razdes para justificar resultados discrepantes ainda nio
sdo conhecidas, mas poderiam estar relacionadas ao metabolismo do L-NAME nos tecidos
de diferentes espécies animais (Filep ef al., 1993).

Em outro grupo de animaié, no qual foi utilizado o pré-tratamento do
antagonista n3o seletivo da serotonina, Ciproheptadina, houve uma redugéo significativa no
extravasamento plasmatico na pele dorsal de ratos. A serotonina induz o aumento de
proteinas plasmaticas, principalmente em diferentes areas da pele e do trato respiratorio
(Saria ef al., 1983). Varios trabalhos demonstraram que a gdministrag:ﬁo sistémica da
ciproheptadina bloqueia a liberagdo de serotonina, como também antagohiza o efeito da
histamina (Cole ef al., 1995). |

A administragdo prévia do antagonista dos receptores B, da bradicinina, HOE
140, também provocou uma redugdo significante no extravasamento plasmatico induzido
pela fragdo hemolitica, no duodeno, no ileo e na bexiga urinaria de animais conscientes. Em
estudos realizados anteriormente em nosso laboratério, a bradicinina injetada
sistemicamente em animais conscientes, aumentou o extravasamento plasmatico
significativamente no duodeno, ileo e bexiga urinaria, e também ocorreu uma redugdo no
extravasamento plasmatico nos mesmos tecidos apds a administragdo prévia com o HOE
140 (Vitor, 1997). A estimulagdo do extravasamento plasmatico induzido pela bradicinina
no tratogastrointestinal, pancreas, bexiga urinaria e pele de camundongos foi abolida pelo

HOE 140 ( Figini et al., 1997).
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A bradicinina ¢ um potente vasodilatador arterial e venoconstritor, promove
aumento da permeabilidade vascular e induz dor. O aumento da permeabilidade vascular
pela bradicinina e pela histamina decorre da habilidade destas contrairem mﬁscbulo liso,
sugerindo que a contragdo das células endoteliais forme poros (Majno ez al., 1961).

As cininas exercem seus efeitos farmacoldgicos através da estimulagio de pelo
menos dois tipos de receptores, B, e B,. Entretanto, alguns dos seus efeitos sdo mediados
através da liberagdo de outros agentes enddgenos, como as prostaglandinas. As
prostaglandinas liberadas pela bradicinina contribuem para o aumento do extravasamento
plasmatico (Khalil & Helme, 1992).

As cininas s3o geradas em resposta a varios estimulos fisiologicos e patologicos,
tais como, a coagulagdo sangiiinea, acidose tecidual, trauma e inflama¢io. Alguns autores
mostraram que a bradicinina estimula o extravasamento plasmatico no trato gastrointestinal,
p?mcréas, traquéia, bexiga urinaria e pele em camundongos. O aumento de extravasamento
plasmatico foi bloqueado pelo HOE 140, e este feito portanto, mediado pela ativagdo de
receptores B, (Figini et a/., 1997).

Os efeitos da bradicinina podem ocorrer por uma interagdo direta com o
receptor B, nas células endoteliais (Figini ef @/, 1997). Alternativamente a bradicinina
poderia estimular indiretamente o extravasamento plasmatico interagindo com receptores B,
dos neurdnios sensoriais liberando substincia P e neurocinina A., um dos fnecanismos
envolvidos na ag¢do pro-inflamatéria da bradicinina (Geppetti, 1993).

Muitos resultados demonstraram que as taquicininas e cininas atuam em
sinergismo no extravasamento plasmatico no trato digestivo e pancreas (Figini ez al., 1997).

A substincia P e a bradicinina estimulam o extravasamento das vénulas pés
capilares no estdmago, no intestino delgado e grosso, pancreas, bexiga, traquéia e na pele

porque interagem com receptores NK1 e B-2 respectivamente (Williams ez al., 1983).
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O pré-tratamento com outro grupo de animais conscientes utilizando a
indometacina, um inibidor da ciclooxigenase, reduziu o aumento do extravasamento
plasmatico induzido pela fragdo hemolitica no duodeno, ileo e bexiga urinaria. Estes
resultados sugerem que o efeito induzido pela fragdo hemolitica possa ser mediado pelos
metabolitos do acido araquidonico.

Resultados anteriores demonstraram que a toxina isolada da anémona do mar
Actinia tenebrosa, tenebrosina-C, que estimula a atividade cardiaca, também foi inibida pela
indometacina. Estes resultados mostraram que o mecanismo de agdo € dependente da
liberagdo de acido araquidénico porque metabolitos deste estariam modulando a atividade
da Tenebrosina-C (Galletis & Norton, 1990).

A administragdo prévia do captopril, um inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA), bloqueou o extravasamento plasmatico induzido pela fragdo hemolitica
no ileo e na bexiga urinaria. Neste grupo experimental, esperavamos uma potenciagdo do
extravasamento plasmatico induzido pela fragio hemolitica, pois o metabolismo da
bradicinina e da substincia P, possiveis mediadores inflamatorios liberados pela anémona,
estariam inibidos e consequentemente o extravasamento plasmatico deveria aumentar
(Damas et al., 1996).

Nossos resultados forneceram evidéncias de que o extravasamento plasmatico
induzido pelo extrato bruto e pela fra¢do hemolitica da anémona do mar Bunodosoma
caissarum na pele dorsal de rato e em diversos tecidos analisados seja provavelmente
decorrente da liberagio de varios mediadores inflamatérios. Entretanto, a redugdo
significativa deste efeito quando utilizamos antagonistas de receptores especificos, torna
dificil a caracterizagdo do mecanismo através do qual hi um aumento do extravasamento de
proteinas plasmaticas, uma vez que parece improvavel que um antagonista administrado

isoladamente produza uma redugio significante nesta resposta.
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As células endoteliais das vénulas pés-capilares reguladoras do extravasamento
de éroteinas plasmadticas possuem receptores especificos para uma variedade de mediadores
inflamatérios. Considerando que a estimulagio de um dos receptores tem a capacidade para
aumentar o extravasamento plasmdtico, alguns mediadores durante o processo
inflamatério, poderiam ser inibidos com o uso de antagonistas seletivqs, reduzindo deste
modo o efeito inflamatério(Barnes ef al., 1990; Goldi & Pedersen, 1995).

Por outro lado, ndo devemos descartar que a liberagdo dos vérios mediadores
poderia ser consequéncia de uma lesdo sobre a membrana endotelial, ou seja, uma ag¢@o ndo

especifica.
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