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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo quantificar os niveis de citocinas pro-inflamatorias, entre as quais
TNF-o, interleucina-1p (IL-1B), IL-6, e anti-inflamatorias, como IL-10, interferon-y (INF-y), bem como
comparar o efeito do tratamento convencional com o efeito do tratamento complementado pelo extrato da
planta Mikania glomerata, na intoxicacdo experimental por Bothropoides jararaca. Foram usados ratos
Wistar, divididos em trés grupos: C — controle, VB — veneno botrépico + soro antiofidico e VBM —
veneno botrépico + soro antiofidico + Mikania glomerata. As citocinas foram quantificadas, no soro e no
homogenato desses animais, pelo teste ELISA, em trés momentos (M1 — 30 minutos, M2 — seis horas e
M3 — 24 horas ap6s a inoculagdo do veneno). Os resultados obtidos evidenciaram que a intoxicacéo por
veneno botropico estimula principalmente a producdo de IL-6 no soro e TNF-a, IL-1B, IL-6 no
homogenato da pata de animais experimentalmente intoxicados. O tratamento complementar, com o
extrato da planta Mikania glomerata, teve influéncia principalmente na produgdo de IL-6, IL-10 e IFN-y
no soro e IL-6, IL-1B e IFN-y no homogenato. Porém, sdo necessarios novos estudos com o extrato de
Mikania glomerata para que se possa entender a acdo dessa planta sobre a intoxicacdo botrépica, bem
como verificar qual a melhor via para administra-lo.
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ABSTRACT

This experiment aimed to quantify the pro-inflammatory cytokine levels, including TNF-a, interleukin-15
(IL-1B) and IL-6 as well as the anti-inflammatory ones such as IL-10 and INF-y. It was also proposed to
compare the effect of the conventional treatment to a treatment in which was added the Mikania
glomerata plant in the experimental intoxication using Bothropoides jararaca venom. It was used Wistar
rats that were randomly divided into 3 groups: C — control; VB — Bothrops venom + antivenom serum;
and VBM - Bothrops venom + antivenom serum + Mikania glomerata. Cytokines were quantified in the
serum and paw homogenate using ELISA test in three different moments (M1- 30 minutes, M2- 6 hours
and M3- 24 hours after venom injection). The intoxication by Bothropoides jararaca venoms mainly
stimulated the production of IL-6 in the serum and TNF-o, IL-1p, IL-6 in paw homogenate of animals
experimentally intoxicated. Adjunctive treatment with the extract of the Mikania glomerata plant mainly
influenced the production of IL-6, IL-10 and IFN-y in the serum and IL-6, ILiS and-IFN-y in paw
homogenate. Further research is necessary with the extract of Mikania glomerata in order to understand
the action of this plant on the Bothropoides poisoning and also to verify the best way to manage it.
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INTRODUCAO

Acidentes ofidicos representam um  sério
problema de salide publica em paises tropicais
pela frequéncia com que ocorrem e pela morbi-
mortalidade que ocasionam (Pinho e Pereira,
2001).

Dos quatros géneros de serpentes peconhentas de
ocorréncia no Brasil, verifica-se o predominio do
acidente botrépico, com 87,5% dos casos
notificados no pais, seguido pelo crotalico, 9,2%,
laquético, 2,7% e elapidico, 0,6%, com pequenas
variacBes de acordo com as diferentes regies do
pais (Brasil, 2005).

O género Bothrops (jararaca, jararacugu,
urutu, caicaca) representa 0 grupo mais
importante de serpentes pegonhentas, com mais
de 60 espécies encontradas em todo territorio
brasileiro (incluindo os géneros Bothriopsis,
Bothrocophias, Bothropoides e Rhinocerophis)
(Brasil, 2005; Wen et al., 2002; Fenwick
et al., 2009). O wveneno botropico possui
acles coagulante, proteolitica e vasculotdxica
(Oliveira et al., 2003). E uma mistura complexa
de metaloproteinases (toxinas hemorrégicas
— jararagina), fosfolipase A2 (miotoxina),
serinoproteases (enzimas tipo trombina) e
peptideos que agem sobre a bradicinina e o
sistema angiotensina (Clissa, 2002).

As citocinas sdo polipeptideos produzidos
principalmente por linfécitos ativados e
macrdfagos, que modulam a fungdo de outros
tipos celulares. Estdo envolvidas nas respostas
imunoldgicas e apresentam efeitos importantes
na resposta inflamatéria. As  principais
mediadoras da inflamagdo sdo a interleucina 1
(IL-1), fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-
a), e a interleucina 8 (IL-8). A liberagdo dessas
citocinas pode ser estimulada por endotoxina,
imunocomplexos, toxinas, trauma fisico, entre
outros processos. Exercem seus efeitos de trés
diferentes maneiras: atuando sobre a propria
célula que as produz (efeito autdcrino), sobre
células vizinhas (efeito paracrino), ou em nivel
sisttmico (efeito enddcrino). Suas principais
células-alvo sdo as células endoteliais, 0s
leucdcitos e os fibroblastos. A IL-1, 0 TNF-a ¢ a
IL-6 estimulam respostas sistémicas de fase
aguda associadas a infeccdo ou a agressao e,
assim, geram sinais clinicos, como febre e
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sedacdo, além de provocarem a liberacdo de
neutrdfilos, horménio adrenocorticotrofico e
corticosteroides para circulagdo (Contran, 2000).
A IL-10 tem ac8o anti-inflamatdria e é, portanto,
capaz de diminuir a producdo de IL-1p, TNF-a,
IL-6 e IL-8 (Oswald et al., 1992; Bogdan et al.,
1992).

A producdo de citocinas tem sido descrita em
modelos experimentais e em vitimas de acidentes
botropico e crotalico, porém poucas evidéncias
sobre o envolvimento direto das citocinas na
inflamacdo ocasionada pela intoxicacdo estdo
disponiveis na literatura (Lomonte et al., 1993;
Barravieira et al., 1995; Barros et al., 1998 e
Petricevich et al, 2000). Uma melhor
compreensdo da resposta inflamatéria que
ocorre nos acidentes ofidicos pode levar
ao desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para auxiliar na recuperacdo desses
pacientes (Avila-Agtiero et al., 2001).

O tratamento preconizado para neutralizar a agdo
do veneno botrépico é por meio da soroterapia.
O soro bivalente antibotropico-crotélico é o mais
facilmente encontrado e utilizado em medicina
veterinaria. Mesmo sendo o tratamento
recomendado, ainda  apresenta  algumas
desvantagens, como: (1) limitado ou nenhum
acesso ao soro antiofidico na zona rural de paises
em desenvolvimento, onde a maioria dos
acidentes acontece; (2) variagdes significantes na
composicdo do veneno e reatividade antigénica
devido a diversidades de serpentes, o que pode
causar limitacbes durante a soroterapia; (3)
reacdes adversas em pacientes devido & infusdo
de proteinas equinas; e (4) efetividade limitada
para proteger os efeitos deletérios no local da
picada. Assim, a procura continua e a
identificacdo de novas combinacBes que possam
ser Uteis como terapia alternativa ou como
terapias complementares para a intoxicacdo por
veneno de serpente sdo tarefas pertinentes
(Soares et al., 2005).

Em muitos paises, extratos vegetais tém sido
tradicionalmente utilizados no tratamento de
acidentes ofidicos (Mors, 1991). O extrato de
plantas com propriedades antiofidicas (Soares et
al., 2004) é, muitas vezes, a Unica opgdo em
comunidades sem acesso a soroterapia. Esses
extratos constituem uma alternativa e, assim,
exibem uma diversidade grande de combinacGes
quimicas com vdrias atividades farmacolégicas
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de interesse médico-cientifico. A planta Mikania
glomerata tem se mostrado eficaz na
neutralizacdo de muitos dos efeitos toxicos do
veneno botropico (Maiorano et al., 2005),
portanto, devido a alta incidéncia de acidentes
ofidicos, desvantagens da soroterapia como
Unico tratamento e a existéncia de poucos
trabalhos sobre o efeito do tratamento da
intoxicacdo botropica com a planta Mikania
glomerata sustentam a proposta do presente
estudo em avaliar a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias na intoxicacao
experimental por veneno da  serpente
Bothropoides jararaca em ratos Wistar tratados
com soro antiofidico e extrato de Mikania
glomerata.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado previamente pela
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal —
CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — Unesp/Botucatu (protocolo: 88/2006
— CEUA).

Foram utilizados 54 ratos Wistar, fémeas, de dois
meses de idade e peso corporal entre 230 e 300
gramas. Optou-se por usar fémeas pela
disponibilidade do biotério. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno com cinco
animais em cada uma, no biotério de
experimentacdo, em ambiente com fotoperiodo
controlado (12 horas claro e 12 horas escuro) e
temperatura constante (25°C), umidade do ar de
55-65%, tempo de exaustdo de 12 trocas de ar da
sala/hora, e receberam racéo (Purina®) e agua ad
libitum. Os animais foram distribuidos em trés
grupos experimentais, com 18 animais por grupo,
sendo: C — controle; VB — receberam 10mg/kg
de veneno botrépico + soro antiofidico
(Vencofarma® — dose recomendada pelo
fabricante); VBM — receberam a mesma dose de
veneno e soro do grupo VB + extrato de Mikania
glomerata 10% no volume de 1mL, no intervalo
de duas horas, com trés repeticbes apos a
inoculacdo do veneno. Cada grupo foi avaliado
em trés momentos, sendo: M1 — 30 minutos apds
a inoculacdo do veneno; M2 — seis horas ap6s a
inoculagdo do veneno; e M3 — 24 horas ap6s a
inoculacdo do veneno.

Para cada momento, seis ratos foram
anestesiados com tiopental sodico, na dose de
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100 mg/kg, por via intraperitoneal, e o sangue foi
coletado por meio de puncdo cardiaca, pela
coleta a vacuo (Vacutainer Systems®). As
amostras foram centrifugadas a 5000rpm durante
10 minutos, e os soros estocados a -20°C para
posterior dosagem das citocinas.

A musculatura da pata esquerda foi seccionada
com auxilio de um punch com diametro de 8mm
e transferida para um tubo de reacdo 1,5mL
(eppendorf) contendo 200mL de PBS. O tecido
foi picotado com uma tesoura e posteriormente
homogeneizado com uma haste de vidro. Apds
esse procedimento, a amostra foi centrifugada a
1200rpm durante seis minutos, e o sobrenadante
congelado a -20°C para posterior dosagem de
citocinas.

Para a quantificacho das citocinas no
sobrenadante do homogenato da pata e do soro
dos animais utilizados neste experimento, foi
empregado o teste ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), usando-se o kit
comercial da R&D Systems (Minneapolis, Minn,
USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Os resultados foram avaliados por anélise de
varidncia (ANOVA) para amostras dependentes,
empregando-se 0 programa estatistico INSTAT,
Graph Pad, San Diego, California, USA, 2000. O
nivel de significancia adotado para os testes foi
de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As citocinas quando quantificadas no
homogenato da pata, foi observado um aumento
no TNF-o; porém, ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos. Os animais
intoxicados pelo veneno botrépico apresentam
grande alteragdo no local da picada, o que é
percebido quando esse local é avaliado por meio
dos exames clinico e histopatolégico, visto que
podem ser encontradas alteracdes como necrose,
congestdo, hemorragia, edema e infiltragdo de
células polimorfonucleares, as quais podem
ocasionar maior liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias no local (Barraviera et al., 1995;
Motta, 2009).

Com relacdo ao TNF-a, ndo houve alteragdes
significantes na quantidade presente no soro, o
que também foi observado em soro de pacientes
humanos que sofreram picadas por serpentes
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Bothropoides  jararaca, mesmo sendo
comprovada a sua producdo no local da picada
(Lomente et al., 1993; Barraviera et al., 1995;
Carneiro et al., 2002).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, e a sua
producdo por macrofagos e mondcitos faz com
que haja a diminuicdo de citocinas pro-
inflamatérias (Oberholzer et al., 2002; Rangel-
Santos et al., 2004). Sua liberacdo ja foi
observada em alguns trabalhos e em pacientes
que sofreram intoxicagdo por veneno das
serpentes Bothrops (Rangel-Santos et al., 2004),
no entanto, neste estudo, ndo houve alteracdes
significantes na produgdo de IL-10 quantificadas
no soro e no homogenato. A producéo de IL-10 é
estimulada pelas citocinas pré-inflamatérias (IL-
1 e IFN), e a sua auséncia pode ser devido ao
tempo insuficiente para o estimulo da sua

producdo local (Rangel-Santos et al., 2004;
Motta et al., 2009; Luna et al., 2011b).

O aumento da IL-6 no soro (Tab.1l) apds seis
horas da inoculacdo esta em conformidade com a
literatura, que evidencia relatos desse aumento
em pacientes ou animais de experimentacdo
intoxicados com veneno botrépico (Lomente et
al., 1993; Avila-Aguero et al., 2001; Laing et al.,
2003; Escocard et al., 2006; Luna et al., 2011a;
Luna et al, 2011b). As citocinas quando
quantificadas no homogenato, também houve um
aumento da IL-6 ap6s seis horas (Tab. 1) que se
manteve até apds 24 horas da inoculagdo. Esse
resultado ja era esperado, uma vez que 0 veneno
botropico causa um processo inflamatdrio
intenso local (Barraviera et al., 1995; Motta,
2009).

Tabela 1. Valores médios e desvio-padrdo (M(SD)) de interleucina 6 (IL-6) no soro e no homogenato de
ratos intoxicados com veneno botrépico tratados com soro antiofidico e Mikania glomerata (pg/mL),
segundo grupos e momentos de avaliagdo

Homogenato C VB VBM

30 min. (M1) 55,74 (6,72)Ab 84,87 (18,678) Ba 85,37 (18,22) Ba

6 horas (M2) 56,37 (2,15) Ab 1534,0 (216,53) Aa 1298,6 (268,12) Aa

24 horas (M3) 59,22 (3,90) Ab 1680,0 (515,65) Aa 1239,2 (535,25) Aa

Soro C VB VBM

30 minutos (M1) 57,29 (3,92)Aa
6 horas (M2) 56,94 (2,88)Ab
24 horas (M3) 57,87 (2,71)Ab

62,50 (5,51) Ca
81,01 (5,57)Bb
260,17 (80,19)Aa

62,23 (5,31) Ba
208,06 (106,90) Aa
65,97 (7,42) Bb

Resultados: letras maitsculas = coluna, comparam dentro do mesmo grupo; letras minUsculas = linha, comparam

mesmo momento em grupos diferentes; e () desvio- padréo.

Em comparacgdo com o tratamento convencional,
0 soro antiofidico polivalente e o extrato aquoso
de Mikania glomerata ndo foram capazes de
reduzir a producédo dessa citocina (IL-6) no local
da inoculagdo, o que esta de acordo com Motta
(2008) e Soares et al. (2005), os quais relataram
que a terapia sisttmica ndo provoca muitos
efeitos benéficos para as alteragdes locais devido
a alteragdes na circulagdo sanguinea no local da
picada, fato que dificulta a aclo dessa
terapéutica.

O aumento dos niveis de IL-6, em resposta a
inoculacdo do veneno, foi associado com o inicio
da regeneracdo muscular. O efeito dessa citocina
provoca migracdo de neutrofilos para os tecidos,
ativa a maturagdo destes e regula moléculas de
adesdo das células endoteliais envolvidas na
adesdo de leucocitos ao endotélio (Suwa et al.,
2002; Teixeira et al., 2009). No M3 do grupo que
recebeu o tratamento complementar com o
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extrato da planta, foi observada a volta a
normalidade da IL-6 quando este foi comparado
ao grupo controle, o que pode estar relacionado
com o potencial anti-inflamatério do extrato de
Mikania glomerata (Maiorano et al., 2005; Motta
et al., 2009).

O IFN-y ¢é uma citocina pro-inflamatoria,
presente principalmente quando ha lesdo de
masculo  esquelético, a qual promove a
regeneracgdo das fibras musculares (Cheng et al.,
2008). O grupo intoxicado com veneno botrépico
e tratado com soro antiofidico e Mikania
glomerata apresentou um aumento marcante do
IFN-y no M24 ap6s a inoculagdo do veneno, o
que leva a acreditar que o extrato da planta
aumenta a producdo de IFN-y e que, portanto, é
mais eficaz para a regeneracdo das fibras
musculares apds 0s acidentes por esses géneros
de serpentes (Tab. 2).
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Tabela 2. Valores médios e desvio-padrao de interferon-gama (IFN-y) no soro de ratos intoxicados com
veneno botropico e tratados com soro antiofidico e Mikania glomerata (pg/mL), segundo grupos e
momentos de avaliacdo

Soro C VB VBM
30 min. (M1) 20,39 (4,23) Aa 24,08 (3,64)Aa 24,08 (3,640)Ba
6 horas (M2) 20,92 (1,69) Aa 24,91 (2,09)Aa 25,46 (2,29)Ba

24 horas (M3) 24,47 (2,34) Ab 31,25 (3,50)Ab 121,77 (9,64)Aa
Resultados: letras mailsculas = coluna, comparam dentro do mesmo grupo; letras minudsculas = linha, comparam
mesmo momento em grupos diferentes; e () desvio- padrao.

Motta (2009) e Floriano et al. (2009)
observaram, por meio de exame histopatoldgico
da musculatura do local da inoculacdo do
veneno, reducdo da gravidade das lesbes de
animais tratados com o extrato de Mikania
glomerata.

Os animais que foram intoxicados pelo veneno
botrépico apresentaram um aumento da producéo
de IL-1p no local da inoculacdo, o que esti
relacionado com a acdo proteolitica do veneno
botrépico (Motta, 2009). Os animais que
receberam o  tratamento convencional
apresentaram esse aumento seis horas (M2) e 24
horas (M3) ap6s a inoculagdo, e 0s animais que
receberam extrato de Mikania glomerata e soro
antiofidico polivalente apresentaram um aumento
estatisticamente significante apenas com 24
horas. Esse fato pode estar diretamente
relacionado com a acdo do extrato da planta, o
qual j& mostrou, em alguns estudos, ter um
potencial anti-inflamatério que reduz a produgéo
de IL-1B, citocina pré-inflamatéria responsével
pela resposta aguda frente a uma agressdo
tecidual (Maiorano et al., 2005; Motta, 2009).
Quando avaliado no soro, o aumento foi
percebido ap6s seis horas da inoculagdo, o que
pode ser explicado pela inicial produgdo da IL-
Ip no local da inoculacdo, a qual atinge,
posteriormente, a corrente sanguinea, j que as
acOes vasculotdxica e proteolitica do veneno
fazem com que ocorra um menor suporte
sanguineo no local da picada (Motta et al.,
2009).

CONCLUSOES

Conclui-se que a intoxicacdo pelo veneno
botrépico estimula principalmente a producédo de
IL-6 no soro dos animais experimentalmente
intoxicados. O tratamento complementar com o
extrato da planta Mikania glomerata teve
influéncia, sobretudo, na producdo de IL-6, IL-
10 e IFN-y. Em relacdo a producdo local, o
veneno botrépico estimula a producéo de TNF-a,

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.5, p.1413-1418, 2014

IL-1B e IL-6. S80 necessarios novos estudos com
0 extrato de Mikania glomerata para entender a
acdo da planta como terapia complementar na
intoxicacdo, bem como novos estudos sobre
outras vias de administracéo.
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