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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE DA CABENEGRINA A-ll FRENTE AS ALTERACOES
BIOQUIMICAS E HEMATOLOGICAS E AOS EFEITOS PRESSORICOS
INDUZIDOS PELO VENENO DE Bothrops jararacussu EM RATOS. Rafael Matos
Ximenes' e Helena Serra Azul Monteiro’. 'Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brasil, 2009.

O uso de plantas medicinais no tratamento de picadas de serpentes é
amplamente difundido nas culturas populares ao redor do mundo. Esta pratica pode
ser util no tratamento primario de vitimas de acidentes ofidicos, principalmente em
areas onde o soro antiveneno nao esta prontamente disponivel. Os pterocarpanos,
especialmente as cabenegrinas A-l e A-ll, tiveram sua atividade antiofidica
comprovada em diversos modelos experimentais. Esta dissertagcdo objetivou
estabelecer uma metodologia para estudos das alteracbes bioquimicas e
hematoldgicas induzidas pelo veneno de B. jararacussu em ratos e verificar o efeito
da cabenegrina A-ll nestas alteracdes, além de verificar o efeito da cabenegrina A-ll
nas alteragdes presséricas induzidas pelo veneno. Foram analisados parametros
indicativos da funcao renal (creatinina, uréia e acido urico), da funcao hepatica (AST
e ALT), de dano muscular (CK), além de glicose, eletrélitos e hemograma. As
alteracdes bioquimicas e hematoldgicas induzidas pelo veneno variaram conforme a
via de administracdo, variacdes estas relacionadas a amplitude de absorcdo do
veneno. Neste estudo, a via intramuscular foi escolhida para os estudos com a
cabenegrina A-ll. Neste modelo experimental, a cabenegrina A-ll foi capaz de
reverter a maioria dos efeitos bioquimicos e hematoldgicos produzidos pela
administracdo do veneno de B. jararacussu, apontando para uma melhora
consideravel da funcao renal e hepatica dos animais, bem como um dano muscular
menos pronunciado. Nas alteragbes pressoricas causadas pelo veneno de B.
Jararacussu, a cabenegrina A-ll bloqueou o efeito hipotensor do veneno, um
indicativo de inibicdo enzimatica promovida por este pterocarpano prenilado. Estes
dados, acrescentados a estudos prévios realizados com essas substancias, as

colocam como uma alternativa de protétipos na busca de novos agentes antiveneno.

Palavras-chave: Bothrops jararacussu, pterocarpanos, cabenegrina A-Il.



ABSTRACT

ACTIVITY OF CABENEGRIN A-ll IN BIOCHEMICAL, HEMATOLOGICAL AND
PRESSURE EFFECTS INDUCED BY Bothrops jararacussu SNAKE VENOM IN
RATS. 'Rafael Matos Ximenes e 'Helena Serra Azul Monteiro. 'Department of
Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, Fortaleza, Brazil, 2009.

Medicinal plants against snakebite are widespread used in folk medicine in
the world. This practice may be useful as a first treatment of snakebite victims, mainly
in places where antivenom immunotherapy is not promptly available. Pterocarpans,
especially the cabenegrins A-l and A-ll, had their antiophidic activity proved by
several experimental models. This work aimed to fix one efficient methodology to
study biochemical and hematological alterations induced by Bothrops jararacussu
venom in rats and verify the effects of cabenegrin A-ll in these alterations, besides
studying the effects of cabenegrin A-Il in pressure changes induced by this venom.
Indicatives parameters for renal function (creatinin, urea and uric acid), hepatic
function (AST and ALT) and muscle injury (CK), besides glucose, electrolytes and
hemogram were analyzed. Biochemical and hematological changes varied according
the way of administration of the venom, variations related to the rate of absorption of
the venom. In this case, intramuscular way was chosen to study the effects of
cabenegrin A-ll, where cabenegrin A-ll was able to block the major part of
biochemical and hematological effects induced by B. jararacussu venom, showing an
improve in renal and hepatic function and less muscle injury than control group. On
pressure changes induced by B. jararacussu venom, cabenegrin A-1l blocked the
hypotensive effect of the venom, indicating enzymatic inhibition promoted by this
prenylated pterocarpan. These data, added to previous studies with this class,
indicate prenylated pterocarpans as lead compounds in research of new antivenom
drugs.

Keywords: Bothrops jararacussu, pterocarpans, cabenegrin A-Il.
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1. INTRODUCAO

No mundo, especialmente no Brasil, e ndo diferente no estado do Ceara,
a populacao rural, mais exposta a acidentes ofidicos, na maioria das vezes nao tem
acesso imediato ao tratamento convencional baseado na soroterapia. Como
consequéncia, 60% das vitimas de acidentes ofidicos s&o inicialmente tratadas por
“curandeiros” com extratos vegetais (MORS et al.,, 2000; OTERO et al.,, 2000;
MATQOS, 2007).

A aplicacao de plantas medicinais com atividade antiofidica pode ser util
no tratamento primario de vitimas de acidentes com serpentes. Isto é
particularmente importante em areas onde o soro antiveneno nao esta prontamente
disponivel (PITHAYANUKUL et al., 2005).

Durante a soroterapia, a neutralizacdo dos efeitos tdéxicos sistémicos dos
venenos é normalmente alcancada, mas a neutralizacdo do dano tecidual local
raramente ocorre (CARDOSO et al., 2003). A demora no atendimento a pacientes
que sofrem acidentes ofidicos, mesmo com a soroterapia, pode agravar o quadro
clinico, com evolugdo para a insuficiéncia renal aguda (HAVT, FONTELES &
MONTEIRO, 2001).

Sendo assim, a pesquisa por novos inibidores de venenos, sejam eles
sintéticos ou naturais, capazes de complementar a soroterapia, principalmente na
neutralizacdo dos danos teciduais locais, € necessaria e de grande importancia para
saude publica (DA SILVA et al., 2007).

Algumas classes de metabdlitos secundarios sdo capazes de interagir
com macromoléculas alvo — enzimas e receptores — sendo uma importante fonte
para pesquisa de possiveis inibidores das acbes de venenos de serpentes. O
levantamento etnofarmacolégico de espécies popularmente usadas para tratar
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acidentes ofidicos em determinadas areas, deve ser usado para guiar as pesquisas
nessa busca (MORS et al., 2000).

Em 1982, Nakagawa e colaboradores isolaram de um remédio
fitoterapico, adquirido no estado do Amazonas e conhecido como “Especifico
Pessoa”, dois pterocarpanos prenilados com potente atividade antiofidica, os quais

foram designados como cabenegrinas A-1 e A-Il.

De acordo com os autores, o remédio estudado era preparado a partir do
extrato hidroalcodlico de uma planta ndo identificada botanicamente, mas conhecida
popularmente como “cabeca-de-negro”. No entanto, a existéncia de pelo menos dez
plantas conhecidas pelo mesmo nome na América do Sul impossibilitou a
identificagdo do material original (NAKAGAWA et al., 1982).

Dentre as espécies conhecidas como “raiz-de-cobra”, duas sao
encontradas no Ceara, ambas apresentando registros etnofarmacolégicos como
antiofidicas: Bredemeyera floribunda Willd. (Polygalaceae) e Harpalyce brasiliana
Benth. (Papilonoideae) (DA SILVA et al., 1999; MATOS, 2007). Estudos fitoquimicos
revelaram a presenca de saponinas triterpénicas, bredemeyerosideos, com atividade
antiofidica em B. floribunda (PEREIRA et al., 1996) e de pterocarpanos prenilados
em H. brasiliana (SILVA, MATOS & SILVEIRA, 1997).

A maioria dos acidentes ofidicos na America do Sul é causada por
espécies pertencentes ao género Bothrops (BARRAVIERA & PEREIRA, 1994). No
territério brasileiro, o género Bothrops possui 20 espécies classificadas e é
responsavel por 90% dos acidentes ofidicos (MILANI et al., 1997; ZENI et al., 2007).

Os venenos botrépicos induzem, qualitativamente, um quadro
fisiopatoldgico similar, caracterizado por dano tecidual local imediato e proeminente
(edema, hemorragia e mionecrose); alteracbes vasculares (hemorragia e choque
hipovolémico) e disturbios coagulativos que podem evoluir até faléncia renal aguda
(MELO, LUCIA & HABERMEHL, 2007).
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Alteragcdes patoldgicas locais, provocadas por picadas de serpentes, tém
sido extensivamente relatadas devido a grande variedade de enzimas e outros
compostos presentes nos venenos ofidicos. Contudo, as alteracoes fisiopatoldgicas,
a funcao das enzimas e as complicacdes sistémicas induzidas por doses subletais,
nao estdo esclarecidas para a maioria dos venenos botropicos, incluindo o de

Bothrops jararacussu (ZENI et al., 2007).

Plantas contendo pterocarpanos tém uso descrito em diversas culturas ao
redor do mundo como antidotos orais contra venenos de serpentes e aranhas
(JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2008). Por possuirem atividade conhecida contra
outros venenos botrépicos, e até mesmo contra o veneno de B. jararacussu, o
estudo de pterocarpanos prenilados é uma boa alternativa para obtencao de novos
agentes bloqueadores de venenos de serpentes, na busca de uma alternativa viavel
para complementacao da soroterapia tradicional.

O estudo da atividade dessas substancias nas alteragdes pressoricas
induzidas pelos venenos nos possibilita um indicativo de inibigdo enzimatica do
veneno, que posteriormente poderd ser confirmado em ensaios com enzimas
isoladas. As alteragdes bioquimicas e hematologicas servem como indicadores
gerais do funcionamento sistémico, possibilitando a avaliacdo guiada de quais
classes enzimaticas estdo sob agcdo das substancias testadas, bem como, em
decorréncia disso, quais érgaos estdao sendo “protegidos”.

Sendo assim, os modelos experimentais usados neste trabalho sao
adequados a pesquisa de moléculas promissoras no tratamento sistémico, e

possivelmente local, de envenenamentos ofidicos.



FUNDAMENTACAO TEORICA
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Produtos naturais com atividade antiofidica

O uso de produtos naturais contra os efeitos de picadas de serpentes tem
sido reconhecido ha muito tempo, mesmo em tempos modernos, mas somente nos
ultimos 20 anos esse uso recebeu uma atencao cientifica mais proxima (MORS et
al., 2000; MELO, LUCIA & HABERMEHL, 2007).

Varios artigos de revisao sobre plantas medicinais e terapias alternativas
foram publicados nos ultimos anos provenientes de diversas partes do planeta. Um
grande numero deles menciona plantas com conhecida atividade de neutralizacao
das acdes de venenos ofidicos. Entretanto, somente alguns atribuem a atividade a
compostos quimicos identificados, e um percentual muito pequeno propdée um
mecanismo de acao para esses compostos (PEREIRA et al., 1994; MORS et al.,
2000).

No estudo de constituintes isolados de plantas previamente testadas,
deve-se ter em mente que um soO constituinte, normalmente ndo reproduz toda a
atividade de um extrato. Como no caso de vérias plantas medicinais, existe de fato,
mais de um composto ativo presente nestas plantas, agindo em sinergismo em
varias estruturas alvos (MORS et al., 2000; WAGNER et al., 2007).

Existe certa semelhanca entre a capacidade de algumas plantas, e seus
constituintes ativos, de neutralizar acdes de venenos ofidicos e, das mesmas,
possuirem certo grau de atividade anti-inflamatéria e hepatoprotetora, como no caso
de Eclipta alba (L.) Hassk., Curcuma longa L. e Aristolochia cymbifera L. (MELO,
LUCIA & HABERMEHL, 2007). Esta observacdo aponta a existéncia de alguma
analogia entre 0 mecanismo relacionado com estas atividades (MORS et al., 2000).
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As principais classes de metabdlitos secundarios capazes de inibir a

letalidade de venenos ofidicos (MORS et al., 2000) estao listadas na Tabela 1, assim

como as estruturas quimicas de alguns compostos estao ilustradas no Quadro 1.

Tabela 1. Principais compostos testados por Mors et al. (2000) frente a inibicdo da letalidade do

veneno de Bothrops jararaca, divididos nas principais classes e subclasses.

Classe Subclasse Constituinte % de inibicao
Esteroides Fitoesteroides B-sitosterol 70
Colesterol 60
Triterpenoides Triterpenos
pentaciclicos Lupeol 70
Friedelina 40
Acido Betulinico 40
Betulinol 40
Bredemeyerosideo 80
D
Compostos Derivados do Acido
Fendlicos Hidroxibenzoico Acido 2,4- 83
dihidroxibenzoico
Acido 3,4- 80
dihidroxibenzoico
Derivados do Acido 60
Cinamico Acido Clorogénico
Cynarina 20
Cumarinas Cumarina 40
Bergaptena 20
Flavonoides Quercetina 40-80
Rutina 20-80
Apigenina 40
Derricidina 70
Pterocarpanos Cabenegrina A-I 100
Cabenegrina A-Il 100
Cumestanos Wedelolactona 40
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Quadro 1. Estruturas quimicas dos principais compostos relatados por Mors et al. (2000) com
atividade protetora de letalidade dos venenos ofidicos. 1. B-sitosterol; 2. Lupeol; 3. Acido 2,4-

dihidroxibenzoico; 4. Acido Clorogéncio; 5. Cumarina e 6. Cabenegrina A-l.

Estruturas quimicas dos principais compostos relatados por Walter Mors et al., 2000.

Estudos realizados na Tailandia mostraram que taninos extraidos de frutos
jovens de caqui (Diospyros kaki L.F.) tém forte efeito detoxificante para varios
venenos ofidicos (OKONOGI et al, 1979). A neutralizacdo das atividades
neurotoxica e hemorragica dos venenos testados foi extremamente alta e os autores
passaram a recomendar o uso do extrato dos frutos jovens para lavagens de
emergéncia no local da inoculagdo do veneno nos acidentes ofidicos
(PITHAYANUKUL et al., 2005).

A atividade de varios extratos tem sido avaliada para o tratamento topico
de envenenamentos, principalmente botrépicos, devido aos inimeros casos de
acidentes envolvendo o género. Curcuma longa L. (Zingiberaceae) e Aristolochia

cymbifera L. (Aristolochiaceae) foram testadas no tratamento local do
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envenenamento por Bothrops alternatus em coelhos, demonstrando que o extrato de
Curcuma longa foi efetivo no tratamento dos efeitos locais (edema, hemorragia e
necrose) causados pelo envenenamento botrépico (MELO, LUCIA & HABERMEHL,
2007).

Espécies como Casearia sylvestris Sw. (Flacourtiaceae), Eclipta prostata
L. (Asteraceae), Mimosa pudica L. (Fabaceae), Tabernaemontana catharinensis A.
DC. (Apocynaceae), Bauhinia forficata Link. (Fabaceae) e Mandevilla velutina (Mart.)
Woodson (Apocynaceae) tiveram sua atividade antiofidica comprovada nos ultimos
anos (BRAGA, 1976; BIONDO et al., 2003; ARAUJO, 2008; LORENZI & MATOS,
2008).

2.1.1 Harpalyce brasiliana Benth.

Harpalyce brasiliana Benth. (Papilionoideae), conhecida como “raiz-de-
cobra”, tem porte arbustivo, medindo de 1 a 4 metros de altura. E encontrada
principalmente nos estados do Ceara, Piaui e Maranhdo. Apresenta ramos
alongados, folhas de coloracdo verde escura, aveludadas, estipulas pequenas,
setaceas e caducas, com 7 a 11 foliolos, breve peciolados, oblongo elipticos de 2,5
a 3,5 cm de comprimento; flores alaranjadas; legume reto glabro de 5,0 a 7,5 cm de
comprimento e 1,2 a 3,0 cm de largura (ARAUJO, 2008).

Esta espécie, ja era descrita como medicinal e utilizada na preparagéao de
especificos (remédios para picadas de serpentes) em 1859, fato relatado na famosa
obra Flora Brasiliensis, publicada pelo botanico Carl Friedrich Phillip von Martius na
alemanha, entre 1840 e 1906. A Figura 1 mostra exemplar fotografado pelo
professor Dr. Edilberto R. Silveira, do Departamento de Quimica Orgéanica da UFC.
A Figura 2 é uma litogravura extraida de Flora Brasiliensis.
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Figura 1. Fotos de diferentes partes de H. brasiliana: (A) sementes, (B) flor, (C) raiz, (D) espécime
completo em seu habitat (Retirada de Flavonoides e Floroglucinéis de Harpalyce brasiliana: aspectos
quimicos, biolégicos e espectroscépicos. ARAUJO, 2008)

2.1.2 Pterocarpanos

2.1.2.1 Consideracodes gerais

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Sendo uma classe amplamente
distribuida no reino vegetal, principalmente em angiospermas, apresentando neste
grupo enorme diversidade estrutural (HEINRICH et al., 2003; CSEKE et al., 2006;
SIMOES et al., 2007).
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Figura 2. Litogravura de Harpalyce brasiliana Benth.,
1859).
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Os isoflavonoides sdo caracterizados, como os demais flavonoides, por
uma cadeia arila-C3-arila, mas do tipo difenil-1,2-propano. Ao contrario das outras
classes de flavonoides, sua distribuicdo taxonbémica é restrita. Salvo rarissimas
excecoes, sao de ocorréncia exclusiva em Fabaceae (Papilionoideae,
Caesalpinioideae e Mimosoideae) (TAHARA & IBRAHIM, 1995; SIMOES et al.,
2007).

Os pterocarpanos representam a segunda maior classe de isoflavonoides,
depois das isoflavonas. Apresentam um nucleo tetraciclico derivado do nucleo
fundamental das isoflavonas, mas apresentam uma numeracdo diferente das
isoflavonas. Sao subdivididos em pterocarpanos, 6a-hidroxi-pterocarpanos e
pterocarpenos. A ocorréncia dos pterocarpanos é ainda mais restrita, sendo os
géneros Erythrina, Glycine, Sophora e Swartzia os de maior ocorréncia (AL-HAZIMI
& ALKHATHLAN, 2000; SIMOES et al., 2007).

pterocarpano 6a-hidréxi-pterocarpano pterocarpeno

Figura 3. As estruturas das subclasses de pterocarpanos.

2.1.2.2 Atividade farmacoldgica dos pterocarpanos

Em fitofisiologia, os pterocarpanos sdo classificados como fitoalexinas,
substancias sintetizadas para defesa da planta, principalmente das infeccées por
fungos (AL-HAZIMI & ALKHATHLAN, 2000; SIMOES et al., 2007). Vérias outras
atividades farmacolégicas tém sido relacionadas aos pterocarpanos além da
antifingica, como: antimicrobiana, inseticida e antiretroviral (PINHEIRO & SILVEIRA,
2006).
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Nove flavonoides isolados de Platymiscium floribundum foram testados
em linhagens de células tumorais, e dentre eles os pterocarpanos foram os mais
ativos. Em seguida, essas substancias foram testadas em ovos de ourico-do-mar
para avaliagdo da atividade antimitética. Os resultados apontaram para uma
atividade tao forte quanto a de doxorrubicina e de etoposideo, em concentracdes
nanomolares (FALCAQ et al., 2005).

Pterocarpanos - isolados de Harpalyce brasiliana Benth. - foram avaliados
quanto a atividade antimitética em ovos de ourico-do-mar e atividade citotoxica em
linhagens de leucemia, melanoma e céancer de célon, onde ficou claro que o
substituinte metoxil em C2 é uma importante unidade farmacoférica, sendo
responsavel por grande parte da atividade dos compostos testados (MILITAO et al.,
2007).

Harpalycina-I, erroneamente chamada de edunol, e um analogo sintético
(composto 5) contendo um grupamento benzila em C4 tiveram suas atividades
antiofidicas contra o veneno de Bothrops jararacussu testadas in vitro e in vivo.
Harpalycina-I inibiu a atividade miotoxica in vitro, em concentracdes de 0,1 — 3 uM
(DA SILVA et al., 2004).

O composto 5 inibiu completamente a atividade miotéxica do veneno in
vitro com 1Csp = 9,97 uM. Além disso, em 100 uM, este pterocarpano benzilado
também inibiu 65% da atividade fosfolipasica e 80% da atividade proteolitica do
veneno de B. jararacussu. Todos os animais testados sobreviveram trés semanas
apds os experimentos, enquanto no grupo controle, 50% dos animais morreram
neste periodo. Estes dados apontam o composto 5 como um potencial novo
antiveneno, necessitando de estudos mais aprofundados (DA SILVA et al., 2004).
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Harpalycina-I composto 5

Figura 4. Estruturas da harpalycina-1 e do composto 5, um pterocarpano benzilado sintético.

Plantas contendo pterocarpanos tém uso descrito em diversas culturas ao
redor do mundo como antidotos orais contra venenos de serpentes e aranhas
(JIMENEZ-GONZALEZ, 2008).

2.1.2.3 Cabenegrinas A-l e A-ll

A preparacao fitoterapica hidroalcodlica “Especifico Pessoa”, feita a partir
de uma planta sul-americana chamada “Cabeca de Negro”, € vendida na floresta
amazonica como antidoto oral para picada de serpentes e aranhas (NAKAGAWA et
al., 1982). Este é um remédio amplamente usado na regido Norte e Nordeste por
trabalhadores rurais desde o inicio do século XX, que a tomam antes de entrar na
floresta ou nas lavouras (ARAUJO, 2008).

Duas potentes substancias antiofidicas foram isoladas do “Especifico
Pessoa”, as cabenegrinas A-1 e A-ll, e suas estruturas foram determinadas por
técnicas espectroscopicas, se tratando de dois novos pterocarpanos. Como na
América do Sul existem cerca de 10 espécies chamadas pelo nome de “cabeca de
negro”, os autores nao puderam identificar botanicamente a espécie usada no
preparo de tal remédio (NAKAGAWA et al., 1982).
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Cabenegrina A-l Cabenegrina A-ll

Figura 5. Estruturas das cabenegrinas A-l e A-ll, primeiramente isoladas por Nakagawa et al. em

1982, e posteriormente encontradas em Harpalyce brasiliana Benth..

No estudo de Nakagawa et al. (1982), camundongos Swiss foram
injetados intraperitonealmente com 2,5 vezes a DLsy do veneno de Bothrops atrox
sendo imediatamente administrada pela mesma via as cabenegrinas A-l e A-ll. A
sobrevivéncia dos animais foi medida por 24 horas. A dose minima das
cabenegrinas A-1 e A-ll para que os animais sobrevivessem foi de 2,8 mg.kg” e 2,0
mg.kg™', respectivamente.

As cabenegrinas também foram capazes de reverter os efeitos tdxicos do
veneno de B. atrox administrado pela via intravenosa em caes da raga Beagle,
assim como, reverter os efeitos cardiotéxicos em sistema de coragado isolado da
mesma espécie, na dose de 1 mg.kg" (NAKAGAWA et al., 1982).

Foram isolados do extrato etandlico das raizes de Harpalyce brasiliana
Benth., conhecida popularmente como “raiz-de-cobra”, varios pterocarpanos, dentre
eles, as cabenegrinas A-1 e A-ll (SILVA, MATOS & SILVEIRA, 1997). O isolamento
destas substancias sugeriu H. brasiliana como uma das espécies utilizadas na

preparacdo do remédio “Especifico Pessoa” (ARAUJO, 2008).

As cabenegrinas A-l1 e A-ll também tiveram sua atividade antimitética
avaliada, com valores de ICs; de 0,3 - 1,8 pg.mL' e 14 - 7,3 pg.mL™,
respectivamente. A atividade citotéxica dessas substancias foi testada em linhagens
de melanoma, colén e leucemia, apresentando para cabenegrina A-l (ICso > 25
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ug.mL", de 6,9 - 11,2 pg.mL" e de 4,4 - 59,2 ug.mL™, respectivamente), e para
cabenegrina A-ll (ICso de 12,8 - 22,4 ug.mL™", de 9,2 - 12,7 pg.mL" e > 25 pg.mL™,
respectivamente) (MILITAO et al., 2007).

2.2 Venenos botropicos

2.2.1 Constituintes: atividades farmacoldgicas e toxicas

Varias substancias sdo encontradas nos venenos de serpentes, suas
estruturas variam das mais simples as mais complexas, com rica variedade de
efeitos biolégicos, e com propor¢cdes e caracteristicas especificas para cada
espécie. Entre 90 e 95% do peso seco dos venenos ofidicos € composto por
substancias protéicas, as quais sao responsaveis por quase todos os efeitos
biolégicos encontrados (HAVT, 1999; ESPINO-SOLIS et al., 2009).

O veneno como um todo, permite as serpentes confinar, imobilizar e
digerir suas presas, além de funcionar como mecanismo de defesa contra
predadores. De acordo com o efeito toxico predominante no animal envenenado, 0s
venenos de serpentes podem ser convenientemente classificados como
neurotoxicos e anti-hemorragicos, com o0s venenos botrépicos pertencentes ao
segundo grupo (ESPINO-SOLIS et al., 2009).

A fracao nao-proteica dos venenos é composta principalmente de ions,
como calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, sédio, fésforo, cobalto e
zinco. Porém, algumas substancias organicas também estdo presentes, como
aminoacidos livres, pequenos peptideos, carboidratos, fosfolipidios e aminas
biogénicas (HAVT, 1999).

A fracao proteica dos venenos botrépicos incluem, enzimas: isoenzimas
fosfolipases A2 do grupo Il (hemoliticas e n&o-neurotdxicas), serino proteases,
metaloproteases Zn?**-dependentes, L-aminoacido oxidases (LAAO); e proteinas
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sem acao enzimatica: Lectinas tipo C, miotoxinas, desintegrinas, inibidores Kunitz-
like, fatores de crescimento e proteinas secretérias ricas em cisteina (ESPINO-
SOLIS et al., 2009).

As fosfolipases A, (PLA,) atuam clivando lipidios de membrana, com
liberacdo de acidos graxos e mediadores inflamatérios, alterando a permeabilidade
das membranas celulares e promovendo hemodlise indireta. Além da atividade
hemolitica, as PLA., também apresentam acdes neurotdxicas pré-sinapticas
(isoenzimas do grupo |) e miotoxica, dando origem a necrose e mioglobinaria (HAVT,
1999; GUTIERREZ et al., 2009; TOYAMA et al., 2009).

As proteases sao divididas em dois grandes grupos, serino proteases e
metaloproteases, ambas causando disturbios de coagulacdo e dano tecidual.
Algumas proteases, com acao hipotensora, liberam bradicinina, além de alterar a
formacao do coagulo de fibrina no final da cascata de coagulacdo sanguinea
causando hemorragias (GOMES-RUTH, KRESS, & BODE, 1993; DA SILVA et al.,
2007; GUTIERREZ et al., 2009).

As desintegrinas, dominios ricos em cisteina e lectinas tipo C
normalmente sdo dominios ndo-enzimaticos conjugados a metaloproteases. Os
dominios desintegrinas sao potentes ligantes especificos da integrina, com suas
acOes farmaco/toxicolégicas decorrentes disso. Dominios ricos em cisteina atuam na
agregacao plaquetaria induzida por colageno, participando dos eventos
hemorragicos e, finalmente, lectinas tipo C ligam-se a galactose presente na
membrana de células sanguineas contribuindo para formacao de trombos (RAMOS
& SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

L-aminoacido oxidases sao flavoenzimas que catalisam a desaminacao
de L-aminoacidos para formar os a-cetoacidos correspondentes, perdxido de
hidrogénio e amoénia. Elas sdo responsaveis pela coloracdo amarela dos venenos,
contendo flavina (FAD) como grupo prostético (cofactor ligado a proteina). As L-
aminoacido oxidases contribuem para toxicidade dos venenos por causa da
producéo de peroxido de hidrogénio durante a reagao de éxido reducao (TOYAMA et
al., 2006; RODRIGUES et al., 2009).
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2.2.2 Bothrops jararacussu

O veneno de B. jararacussu apresenta uma alta atividade fosfolipasica,
principalmente miotdxica. As principais fracées fosfolipasicas béasicas encontradas
neste veneno sao a BthTX-Il, Lys-49 cataliticamente inativa e a BthTX-Il, Asp-49 com
baixa atividade catalitica, que sado capazes de induzir mionecrose, hemorragia,
edema, hipotenséo e inibicdo da agregacao plaquetaria (TAKEDA et al., 2004).

Além das PLA,, sdo encontradas proteases, como a BjussuMP-I, uma
metaloprotease hemorragica, com atividade proteolitica sobre caseina e fibrinogénio,
além de atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(MAZZI et al., 2004). A BjussuSP-I, uma serinoprotease trombina-like, € capaz de
estimular a producdo de anticorpos monoclonais, que inibem sua atividade
coagulativa, mas nao inibem a atividade proteolitica sobre o fibrinogénio. Esta
serinoprotease nao apresentou atividade hemorragica e miotéxica, nem induziu a
formacao de edema. Em contrapartida, BjussuSP-I possui uma potente atividade
desfibrin(ogen)ante in vivo, apontando para uma importante caracteristica do
envenenamento associado ao consumo de fibrinogénio e coagulopatia. (PEREZ et
al., 2007; SANT'ANA et al., 2008).

O veneno de B. jararacussu altera todos os parametros funcionais
avaliados no sistema de perfusdo de rim isolado. Aumento na taxa de filtracao
glomerular e fluxo urinario foram independentes dos parametros vasoativos (pressao
de perfusao e resisténcia vascular renal), e promovido por PAF (fator de agregacéao
plaquetaria) (HAVT, FONTELES & MONTEIRO, 2001).

Kashima et al. (2004), catalogou uma biblioteca de cDNA da glandula de
veneno de B. jararacussu, identificando a informacao genética para producao de
uma série de proteinas, dentre elas, algumas PLA; basicas (BthTX-1 e BthTX-Il),
uma PLA; a&cida (BthA-1), metaloproteases, serino proteases, lectinas e L-
aminoacido oxidases, além de poucos clones de fator de crescimento de nervos,
proteina indutora de apoptose vascular e precursor de proteina do veneno rica em

cisteina.
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Figura 6. Bothrops jararacussu

2.2.3 Caracteristicas dos envenenamentos botropicos

Ribeiro e Jorge (1997) analisaram uma série de 3.139 casos de acidentes
por serpentes do género Bothrops, atendidos no Hospital Vital Brasil durante uma
década. 97,5% dos casos foram causados por Bothrops jararaca. A segunda
espécie na lista foi B. jararacussu, com 1,4% dos casos.

As principais manifestagdes clinicas sistémicas foram: hemorragia (12,3%
dos casos), insuficiéncia renal (1,6%) e choque (0,7%). As manifesta¢des no local da
picada foram mais prevalentes, ocorrendo dor (95,6%), edema (95,4%), equimose
(56,1%), bolhas (13,8%), necrose (16,5%) e abscessos (11,0%). Além disso,
ocorreram sangramentos fora da regidao anatémica da picada, destacando-se:
gengivorragia (73,0% dos casos), hematuria (8,3%), hematomas (4,9%),
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hemorragias por ferimentos de pele (4,2%), epistaxe (3,1%), hematémese (2,6%),
petéquias (2,6%) e hemorragia por via genital (1,3%) (RIBEIRO & JORGE, 1997).

A coagulacao sanguinea foi avaliada e foi detectado prolongamento do
tempo de coagulacdo em 57,9% dos pacientes, onde 46,7% apresentaram
incoagulabilidade sanguinea. Os pacientes foram tratados com o soro antibotrépico
poliespecifico  (Instituto Butantan). Dentre o0s pacientes tratados, 0,7%
desenvolveram insuficiéncia renal aguda e tiveram de se submeter a dialise, 0,7%
tiveram o membro atingido amputado e 0,3% dos pacientes faleceram mesmo apos
tratamento. A letalidade, no Brasil, por picada do género Bothrops é de
aproximadamente 0,5% dos casos tratados (RIBEIRO & JORGE, 1997).

Uma avaliacdo hematolégica de pacientes picados por B. jararaca
mostrou diminuicdo tempo dependente no nimero de heméacias, no hematécrito e na
hemoglobina, tanto nos casos mais severos quanto nos menos severos, assim como
nos casos onde ocorreu sangramento e nos que nao ocorreu. A contagem de
plaguetas teve uma queda abrupta nas primeiras horas, que foi revertida pela
administracao do antiveneno (SANTORO et al., 2008).

Os leucécitos totais aumentaram nas primeiras horas, principalmente nos
casos mais severos. A contagem diferencial revelou aumento nos neutréfilos, nos
segmentados e nas células jovens, enquanto os eosinéfilos diminuiram nas
primeiras 6 horas. Baséfilos e mondcitos nao tiveram alteragdes significativas
(SANTORQO et al., 2008).

Esses achados indicaram que a trombocitopenia na admissdo dos
pacientes é associada com o desenvolvimento de sangramentos sistémicos e da
severidade do envenenamento. Além disso, trombocitopenia pode ser um fator
agravante para o desenvolvimento de complicacées locais, principalmente com
necrose (SANTORO et al., 2008).

Em pacientes picados por B. jararacussu, alguns parametros bioquimicos
marcadores de funcédo renal tiveram suas concentragcdes elevadas no plasma

(creatinina, uréia). As enzimas creatinoquinase e lactato desidrogenase tiveram suas
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concentragdes aumentadas, indicando dano muscular e/ou cardiaco, corroborado

pelo aumento na concentragdo de uréia, anteriormente citado (MILANI et al., 1997).

Insuficiéncia renal aguda é a complicacdo mais severa do tratamento
convencional do envenenamento por B. jararacussu e por outras espécies de
Bothrops. Necrose tubular aguda, necrose cortical bilateral a glomerulonefrite difusa
com proliferagdo mesangial foram confirmadas histologicamente. Necrose cortical
pode ocorrer devido a coagulagao intravascular, dano direto pelas toxinas ao
endotélio vascular e/ou por vasoespasmo (MILANI et al., 1997).

A presenca de trombina em pequenas artérias, arteriolas e capilares
glomerulares, sugerem que a coagulacdo intravascular induzida por enzimas
précoagulantes do veneno de B. jararacussu pode causar isquemia e necrose
cortical renal por ocluséo vascular (MILANI et al., 1997).

Dados experimentais mostraram alteragdes histolégicas no figado
induzidas pelo veneno de B. jararacussu como alta concentracdo perivascular
leucocitaria e coagulacdo intravascular. Concentracdo sérica de AST (aspartado
aminotransferase) aumentou significativamente indicando dano hepatico, como
observado em casos de hepatite, outra doenca associada com necrose apds
administracdo de algumas classes de medicamentos ou apds infarto do miocardio,
doencas do musculo esquelético, pancreatite aguda, doenga hemolitica, entre outras
(ZENI et al., 2007).

Os niveis de ALT (alanina aminotransferase) também aumentaram, mas
nao significativamente. O fato que a concentracdo AST aumentou mais que a de
ALT indica ndo sé destruicao celular, mas também destruicdo mitocondrial. Estes
achados foram similares a achados anteriores induzidos por outros venenos, como

Bothrops asper e Bothrops alternatus (ZENI et al., 2007).

Em vista das alteragbes relacionadas com os acidentes ofidicos, e das
complicagdes do tratamento soroterapico convencional (principalmente em relacao
aos efeitos locais), o estudo de pterocarpanos prenilados é uma boa alternativa para

obtencdo de novas substancias antiveneno, que atuem nos danos locais, obtendo a
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neutralizacdo nao alcancada pela soroterapia tradicional. Os dados
etnofarmacol6gicos embasam empiricamente as pesquisas com os pterocarpanos e

com as plantas que os contém.



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as alteragdes bioguimicas, hematolégicas e pressoéricas induzidas
pelo veneno de Bothrops jararacussu em ratos, e seu possivel bloqueio pela
cabenegrina A-11.

3.2 Objetivos especificos

v' Estabelecer o0s padrbes das alteragcbes bioquimicas e
hematoldgicas induzidas pelo veneno de B. jararacussu pelas vias
subcutanea, intraperitoneal e intramuscular em ratos, nos tempos
de 6, 24 e 48 horas;

v Avaliar os efeitos induzidos pela cabenegrina A-Il préincubada com
o veneno de B. jararacussu nas alteracbes bioquimicas e
hematoldgicas, nos tempos de 6, 24 e 48 horas;

v' Estudar as alteragdes na pressao arterial média e na freqiéncia
cardiaca promovidas pelo veneno de B. jararacussu em ratos

anestesiados;

v" Observar o efeito da cabenegrina A-ll préincubada com o veneno
de B. jararacussu na pressao arterial média e na freqiéncia

cardiaca de ratos anestesiados.



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar machos entre 8 e 12 semanas de nascidos,
aclimatados no local por 4 semanas. Os animais foram mantidos em jejum por 12

horas com agua ad libitum para a realizagdo dos experimentos.

4.2 Veneno e Substancias

O veneno de Bothrops jararacussu foi obtido no Instituto Butantan. O
veneno liofilizado foi mantido a -20°C até o momento da utilizacéo.

A cabenegrina A-Il foi isolada do extrato etandlico das raizes de
Harpalyce brasiliana Benth. e fornecida pelo professor Dr. Edilberto R. Silveira do
Departamento de Quimica Organica da UFC.

4.3 Envenenamento experimental por B. jararacussu

4.3.1 Procedimento experimental

Os animais foram divididos em grupos de oito, recebendo no tempo zero
a administracdo de 0,1 mL de solucao de NaCl 0,9%, contendo ou ndo o veneno
bruto de B. jararacussu. O jejum de alimentos dos animais foi mantido durante as
primeiras seis horas do experimento, momento em que foram anestesiados

levemente com éter dietilico para coleta de 1 mL de sangue pelo plexo retro-orbital
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em microtubos contendo 20 pyL de heparina 500 Ul e 15 pL de soro antibotrépico
(para que o veneno nao continuasse agindo nas amostras) (Instituto Butantan, Lote:
0612218/B). Para a realizacdo das duas coletas de sangue subsequentes, 0s
animais foram deixados em jejum por 12 horas antes da realizacdo das mesmas. Ao
término da coleta no tempo de 48 horas, os animais foram sacrificados por

deslocamento cervical.

4.3.2 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com as vias de

administracédo e doses do veneno.

“+Grupo Controle — Os animais receberam solugdo de NaCl 0,9 % por via

intraperitoneal.

#Grupo IM1 — Os animais receberam 1 mg.kg' de veneno de B.
jararacussu, dissolvido em 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9 %, por via

intramuscular.

#Grupo IM3 — Os animais receberam 3 mg.kg' de veneno de B.
jararacussu, dissolvido em 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9 %, por via

intramuscular.

<Grupo IP1 — Os animais receberam 1 mg.kg' de veneno de B.
jararacussu, dissolvido em 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9 %, por via

intraperitoneal.

#Grupo IP3 — Os animais receberam 3 mg.kg”' de veneno de B.
jararacussu, dissolvido em 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9 %, por via

intraperitoneal.
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#Grupo SC1 — Os animais receberam 1 mg.kg' de veneno de B.
jararacussu, dissolvido em 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9 %, por via

subcutanea.

#Grupo SC3 — Os animais receberam 3 mg.kg' de veneno de B.
jararacussu, dissolvido em 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9 %, por via

subcutanea.

4.3.3 Determinacoes bioquimicas

Todas as andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa em Bioquimica do Departamento de Anadlises Clinicas e Toxicolégicas da
Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da UFC, sob orientacdo da
professora Dra. Maria Goretti R. de Queiroz. Para as determinacbes bioquimicas
foram utilizados kits comerciais, produzidos pela LabTest.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 r.p.m. por 15 minutos
para separacdo do plasma. As aliquotas de plasma foram transferidas para
microtubos e congeladas a -20°C até o momento das dosagens. Foram analisados
parametros indicativos de funcao hepatica (transaminase oxalacética e transaminase
piravica), de funcdo renal (creatinina, uréia e acido urico), de injuria muscular

(creatinoquinase), além de dosagem de glicose.

4.3.4 Determinacées hematologicas

As anadlises hematolégicas foram realizadas em aparelho Sysmex-Roche,
modelo KX-21N. Foram analisados o numero total de leucdcitos, hemacias e
plaquetas, hematécrito, hemoglobina e o RDW (Red cell Distribution Width). A
contagem diferencial de leucécitos foi realizada em esfregagos sob microscopio
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optico, onde foram analisados os valores absolutos e relativos de linfécitos,
neutrolifos, mondcitos e eosindfilos, além da descricdo da morfologia das heméacias.

4.4 Efeitos da cabenegrina A-Il em ratos envenenados

experimentalmente

4.4.1 Procedimento experimental

Os animais foram divididos em grupos de oito, recebendo no tempo zero
a administracdo de 3 mg.kg” do veneno de B. jararacussu dissolvido em 0,1 mL de
solucdo de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80, contendo ou nao a
cabenegrina A-Il. O jejum de alimentos dos animais foi mantido durante as primeiras
seis horas do experimento, momento em que foram anestesiados levemente com
éter dietilico para coleta de sangue pelo plexo retro-orbital em microtubos contendo
20 pL de heparina 500 Ul e 15 pL de soro antibotrépico (Instituto Butantan, Lote:
0612218/B). Para a realizacdo das duas coletas de sangue subsequentes, 0s
animais foram deixados em jejum por 12 horas antes da realizacdo das mesmas. Ao
término da coleta no tempo de 48 horas, os animais foram sacrificados por

deslocamento cervical.
Para os experimentos envolvendo o veneno de B. jararacussu e a

cabenegrina A-ll, as duas solucbes foram préincubadas por 15 minutos a
temperatura de 37°C.

4.4.2 Ensaios experimentais

Foram realizados dois grupos experimentais. Os dois grupos receberam 3

mg.kg™” de veneno de B. jararacussu por via intramuscular, conforme listado abaixo:
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< Grupo VBj — Os animais receberam 3 mg.kg' de veneno de B.
jararacussu, dissolvido em 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9 %,

contendo 1% de polissorbato 80, por via intramuscular.

% Grupo VBj + CA-ll — Os animais receberam 3 mg.kg™' de veneno de
B. jararacussu e 1 mg.kg ' de cabenegrina A-ll, dissolvidos em 0,1
mL solugdo de NaCl 0,9 %, contendo 1 % de polissorbato 80, e

préincubados por 15 minutos a 37 °C, por via intramuscular.

4.4.3 Determinacoes bioquimicas

As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 r.p.m. por 15 minutos
para separacdo do plasma. As aliquotas de plasma foram transferidas para
microtubos e congeladas a -20°C até o momento das dosagens. Foram analisados
os parametros que foram alterados em relacdo ao grupo controle no experimento

anterior de envenenamento experimental por B. jararacussu.

Foram dosados os parametros indicativos de fungdo hepatica
(transaminase oxalacética e transaminase piravica), de funcdo renal (creatinina,

uréia e acido urico), de injuria muscular (creatinoquinase), e glicose.

4.4.4 Determinacoes hematologicas

Todas as analises hematolégicas descritas no item 4.3.4 foram realizadas
para estes dois grupos experimentais. Com excecao da contagem diferencial de
leucécitos, que por ndo apresentar resultados significativos nos grupos anteriores

nao foi realizada.
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4.5 Efeitos na pressao arterial média de ratos anestesiados

4.5.1 Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg.kg™, i.p.)
e mantidos em decubito dorsal. A traquéia foi isolada e uma curta canula de
polietileno (PE120) foi inserida nos animais por meio de traqueostomia, permitindo

um fluxo respiratério espontaneo e a facil aspiracdo de eventuais secrecdes
brénquicas.

Figura 7. Localizagao anatémica da artéria e veia femoral e posicionamento dos cateteres arterial

(vermelho) e venoso (azul).



41

Apéds a traqueostomia, dois cateteres de polietileno (PE10 conectado a
PE50) pré-enchidos com heparina (500 Ul.mL' em salina isoténica) foram
implantados na aorta abdominal (para registro da P.A.M. e F.C.) a na veia cava
inferior (para administracdo de drogas), ambos 1 cm abaixo da artéria renal,
conforme técnica descrita previamente (Lahlou et al., 1999 apud SIQUEIRA, 2005).

4.5.2 Sistema de aquisicao de dados

No momento do experimento, o cateter aodrtico foi acoplado a um
transdutor de pressado piezo-elétrico (Braile BXSN) acoplado ao sistema de
amplificacdo de sinal com interface USB (DATAQ DI-148U) e utilizando o software
de aquisicdo de dados WinDag/Lite. A P.A.M. e a F.C. foram diretamente calculadas

pelo software.

4.5.3 Procedimento experimental

A administracdo intravenosa do veneno de B. jararacussu (com ou sem
cabenegrina A-1l) foi sempre efetuada ap6s um periodo de estabilizacdo da P.A.M. e
da F.C. Tais parametros foram registrados por periodos de 5 a 10 minutos, de
acordo com a duragdo dos efeitos. Quando foram administradas injecdes
subsequentes do veneno os valores da P.A.M. foram acompanhados até que
retornassem aos seus respectivos niveis de controle (SIQUEIRA, 2005). As doses
do veneno e da cabenegrina A-ll foram escolhidas baseadas na literatura e em

experimentos prévios do nosso grupo de pesquisa.

Ao término dos experimentos os animais foram sacrificados por overdose

de tiopental sddico por via intravenosa.
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4.5.4 Grupos experimentais

% Relacao dose-efeito

Para estabelecer a relacdo dose-efeito, os animais receberam doses
crescentes, em bolus, do veneno de B. jararacussu (10, 30, 100 e 300 pg.kg™). O

curso temporal das variagdes de P.A.M. e F.C. foi registrado ap6s a administracao.
% Antagonismo pela cabenegrina A-Il

Nesta série experimental foram realizados dois grupos: (1) recebeu o
veneno diretamente na dose de 100 pg.kg” e o curso temporal das variacdes da
P.A.M. foi registrado; (2) recebeu 100 pg.kg™” do veneno préincubado com a mesma
massa da cabenegrina A-Il, por 15 minutos a 37°C e o curso temporal das variacoes
da P.A.M. foi registrado para avaliar o potencial efeito do antagonista.

4.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos utilizando média + erro padrdao. Os dados
foram analisados por ANOVA (analise de variancia), com pésteste de Bonferroni, e
por teste t de Student, considerando significantes resultados onde *p < 0,05, com

95% de confianca.

4.7 Aspectos éticos

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com

Animais da Universidade Federal do Ceara, sob o numero de protocolo 86/08.
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5. RESULTADOS

5.1 Envenenamento experimental por B. jararacussu

5.1.1 Grupo intramuscular

Os animais envenenados com o veneno de B. jararacussu por via
intramuscular foram divididos em dois grupos, os que receberam 1 mg.kg” e os que

receberam 3 mg.kg™' do veneno bruto.

Em relacdo aos parametros bioquimicos analisados nos tempo de 6, 24 e
48 horas, a glicose apresentou aumento significativo nos dois grupos, observado nos
tempos de 24 e 48 horas (Figura 8).

200
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1
150- ES mg-kg1
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LTV T+ o
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Figura 8. Alteracdes na glicose induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3 mg.kg™,

i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A analise foi
realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. .
comparacao entre 0s grupos controle; * = comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no

mesmo tempo; e @ = comparagao entre os grupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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Os valores de AST aumentaram em ambos 0s grupos nos tempos de 6 e
24 horas, aparentemente em relacdo dose-dependente. Em relacdo a ALT, foi
observado aumento no grupo IM3 no tempo de 6 horas e no grupo IM1 no tempo de
24 horas. Estes resultados estao ilustrados nas Figuras 9 e 10, respectivamente.

300+
N EA Controle
a
. = B3 4 mgkg
< 200- = = B 3mgkg!
- — —
2 — — £
5 = = =
2 00| F1E B = E
0 =M i = —
6 24 48
Tempo (h)

Figura 9. Alteracoes na AST induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3 mg.kg",
i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagéo ao tempo de coleta. A analise foi
realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. * =

comparagao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre

os grupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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Figura 10. Alterac6es na ALT induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3 mg.kg",

i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagéo ao tempo de coleta. A analise foi
realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. *_
comparagao entre os grupos controle; * = comparagao entre os grupos tratados e o grupo controle no

mesmo tempo; e @ = comparagao entre 0s grupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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Nos parametros indicativos do metabolismo proteico e de funcao renal, a
concentracdao sanguinea de uréia aumentou no tempo de 6 e 48 horas, nas duas
doses de veneno (Figura 11). J& os valores de creatinina aumentaram, em ambas as

doses, nos tempos iniciais (6 € 24h), como evidenciado na Figura 12.
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Figura 11. Alteracdes na concentragdo sanguinea de uréia induzidas pelo veneno de B. jararacussu,
nas doses de 1 e 3 mg.kg'1, i.m. Valores expressos em média £ E.P.M., agrupados em relagao ao
tempo de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de

Student com p < 0,05. * = comparacgao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.

Os niveis séricos de acido urico, indicativos do metabolismo de &cidos
nucleicos e funcédo renal, aumentaram com a mesma amplitude, independente da
dose do veneno de B. jararacussu, nos tempos de 24 e 48 horas. Resultados
ilustrados na Figura 13.
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Figura 12. Alteragdes na creatinina sérica induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e
3 mg.kg", i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste f de Student com p < 0,05. *

= comparacgao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 13. Alteragbes nos niveis de acido Urico induzidos pelo veneno de B. jararacussu, nas doses
de 1 e 3 mg.kg", i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. * = comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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Foi observado aumento na concentragdo de creatinoquinase circulante
significativo e de maneira dependente da dose apenas no tempo de 6 horas (Figura
14). Nos tempos posteriores foi observada apenas uma perda, ndo significativa, da
uniformidade dos dados obtidos (aumento no erro padrdo). Valores descritos na

Tabela 8, no Apéndice.
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Figura 14. Alteragces na concentragdo sanguinea de CK induzidas pelo veneno de B. jararacussu,
nas doses de 1 e 3 mg.kg”, i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao
tempo de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de

Student com p < 0,05. * = comparacao entre 0s grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo;

€ a@ = comparagao entre os grupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.

As analises hematoldgicas revelaram uma diminuicdo na contagem de
leucécitos com 6 e 24 horas do inicio do experimento, valores que foram re-
estabelecidos em 48 horas. Esta diminuigdo foi dependente da dose de veneno

empregada conforme evidenciado na Figura 15.

A contagem de eritrécitos, a dosagem de hemoglobina e os valores de
hematocrito, por serem parametros intimamente relacionados, se comportaram de
maneira semelhante, nas duas doses e nos trés tempos, aumentando
significativamente no tempo de 6 horas e, diminuindo no tempo de 24 horas na
maior dose. Somente o hematdcrito diminuiu significativamente no tempo de 48
horas. Hemacias, hemoglobina e hematécrito estdo descritos nas Figuras 16, 17 e

18, respectivamente.
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Figura 15. Alteracdes na contagem de leucécitos induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses
de1e3 mg.kg'1, i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p
< 0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e A =

comparacao entre os grupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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Figura 16. Alteracdes no numero de hemacias induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses
de 1 e 3 mg.kg", i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. * = comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 17. Alteragbes na concentragdao de hemoglobina induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas
doses de 1 e 3 mg.kg”, i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo
de coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com posteste de Bonferroni, e por teste t de Student
com p < 0,05. *_ comparacao entre os grupos controle; * = comparagao entre 0os grupos tratados e o

grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 18. Alteracdes nos valores de hematocrito induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas
doses de 1 e 3 mg.kg”, i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo
de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student
com p < 0,05. * comparacao entre 0s grupos controle; * = comparacao entre os grupos tratados e o

grupo controle no mesmo tempo.
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A contagem de plaquetas foi um parametro bastante alterado na dose de
3 mg.kg" de veneno, com significativa redugdo dos valores tanto em relagdo ao

controle quanto a dose de 1 mg.kg™', como mostrado na Figura 19.
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Figura 19. Alterac6es na contagem de plaquetas induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses
de1e3 mg.kg'1, i.m. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. * = comparagao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; € A =

comparacao entre os grupos 1 e 3 mg.kg", no mesmo tempo.

Os valores percentuais de RDW (Red cell Distribution Width, em traducao
literal: “Distribuicdo da largura das células vermelhas”) n&o foram alterados nas duas
doses testadas em nenhum dos tempos, revelando auséncia de anisocitose. Valores

descritos na Tabela 14 no Apéndice.

As dosagens de eletrélitos ndo apresentaram mudangas significativas,
assim como a contagem diferencial dos leucécitos, que mostraram uma tendéncia
ao aumento do numero de linfocitos nos Ultimos tempos, mas sem apresentarem
relevancia estatistica, por isso, esses valores ndo foram listados. A morfologia dos

eritrécitos também né&o apresentou alteragdes.
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5.1.2 Grupo intraperitoneal

Dentre os parametros bioquimicos analisados nos animais que receberam
as duas doses do veneno de B. jararacussu pela via intraperitoneal, a glicemia teve
aumento significativo na dose de 1 mg.kg”' no tempo seis horas e na dose de 3
mg.kg™' no tempo de 48 horas (Figura 20, Tabela 2 — Apéndice).
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Figura 20. Alteracdes na glicemia induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg™’, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05.

*

# ~ ~
= comparagao entre 0s grupos controle; * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo

controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre os grupos 1 e 3 mg.kg™', no mesmo tempo.

As dosagens de AST e ALT aumentaram de forma semelhante no tempo
de 6 horas, nas duas doses testadas. Contudo, ALT se manteve aumentada no
tempo de 24 horas na dose de 3 mg.kg' (Figuras 21 e 22, Tabelas 3 e 4 —
Apéndice).
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Figura 21. Alteracées na AST induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3 mg.kg™,
i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A analise foi
realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. * =

comparagao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 22. Alteracées na ALT induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3 mg.kg™,

i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A analise foi
realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. .

comparacao entre 0s grupos controle; * = comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no

mesmo tempo.
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As dosagens de uréia sérica aumentaram significativamente nas duas
doses, nos trés tempos, com tendéncia a dose-dependéncia, e significativa no tempo
de 6 horas. Valores ilustrados na Figura 23 e listados na Tabela 5 do Apéndice. A
concentracdo de creatinina aumentou nos dois primeiros tempos, nas doses de 1 e 3
mg.kg ' (Figura 24 e Tabela 6).
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Figura 23. Alteracdes na uréia sérica induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg™’, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste f de Student com p < 0,05. *
= comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre

os grupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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Figura 24. AlteracGes na creatinina induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg”, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste f de Student com p < 0,05. *

= comparacgao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.



55

Acido Urico teve seus valores aumentados em relagdo ao controle nos
tempos 6 e 24 horas e somente na maior dose de veneno (Figura 25, Tabela 7). Ja a
concentracdo sanguinea de creatinoquinase aumente no tempo de 6 nas duas
doses e de forma dose-dependente, conforme ilustrado na Figura 26 e relacionados

na Tabela 8.
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Figura 25. Alteragbes no &cido Urico induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg" , i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. *
= comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre

osgrupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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Figura 26. Alteracdes na CK sérica induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg™”, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. *
= comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre

osgrupos 1e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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As anadlises hematolégicas revelaram uma diminuicdo do numero de
leucécitos nas duas doses de veneno no tempo de 6 horas (Figura 27, Tabela 9). A
contagem de eritrécitos, concentracdo de hemoglobina e o0s percentuais de
hematocrito  tiveram  comportamento  semelhante, por serem funcdes
interdependentes, apresentando redugdes significativas para ambos 0s grupos
tratados nos tempo de 24 e 48 horas, conforme mostrado nas Figuras 28, 29 e 30,
respectivamente (Tabelas 10, 11 e 12, do Apéndice).

O numero de plaquetas foi o fator mais alterado pela administragéo
intraperitoneal do veneno, com redugdes bastante significativas em todos os tempos,
independente da dose de veneno administrada. Esta reducdo foi mais acentuada no
tempo de 6 horas. Resultados representados na Figura 31 (Tabela 13). O RDW
apresentou aumento estatistico na dose de 1 mgkg' no tempo de 48 horas,
conforme Figura 32 e Tabela 14 do Apéndice.
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Figura 27. Alteragbes na contagem de leucécitos induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses
de 1 e 3 mg.kg”, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. * = comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 28. Alteragdes na contagem de hem@acias induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses
de 1 e 3 mg.kg”, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. * = comparacao entre os grupos tratados e 0 grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 29. Alterag6es na hemoglobina induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg™’, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A

andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05.

*

# ~ ~
= comparagao entre 0s grupos controle; * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo

controle no mesmo tempo.



58

604
EZ& Controle
50- E3 mg.kg'l
8 mg.kg

Hematacrito (%)
Y
<

6 24 48
Tempo (h)

Figura 30. Alteracdes nos valores de hematocrito induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas
doses de 1 e 3 mg.kg™, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo
de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student
com p < 0,05. * comparacao entre 0s grupos controle; * = comparacao entre os grupos tratados e o

grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 31. Alterac6es na contagem de plaquetas induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses
de 1 e 3 mg.kg’, i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. * = comparacao entre os grupos tratados e 0 grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 32. Alteracdes no RDW induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3 mg.kg™,
i.p. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A analise foi
realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. * =

comparagao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.

As dosagens dos eletrolitos sédio, potassio e cloreto ndo apresentaram
alteracOes significativas em nenhum dos tempos nas duas doses testadas. A
contagem diferencial de leucécitos também nao revelou alteragdes quantitativas

significativas. A morfologia das hemacias foi considerada normal.
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5.1.3 Grupo subcutaneo

Os resultados do grupo subcutédneo tiveram amplitude menor quando
comparados aos dos grupos intramuscular e intraperitoneal. Dentre os parametros
bioquimicos, a concentracdo de glicose sanguinea apresentou aumento, nas duas

doses testadas, em 48 horas (Figura 33, Tabela 2 do Apéndice).

EZ& Controle
E3 mg.kg'1
83 mg.kg'1

Glicose (mg.dL™)

Figura 33. Alteracdes na glicemia induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg", s.c. Valores expressos em média £+ E.P.M., agrupados em relagao ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com posteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05.

*

# x ~
= comparagao entre 0s grupos controle; * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo

controle no mesmo tempo.

Aspartato aminotransferase apresentou discreto aumento, porém
significativo, no grupo tratado com a maior dose de veneno no tempo de 6 horas
(Tabela 3 do Apéndice). Alanina aminotransferase apresentou aumento, nas duas
doses, somente no tempo de 6 horas, conforme Figura 34 e Tabela 4 do Apéndice.
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Figura 34. Alteragbes nos valores de ALT induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e
3 mg.kg", s.c. Valores expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05.

*

# x ~
= comparagao entre 0s grupos controle; * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo

controle no mesmo tempo.

Dentre as substancia indicativas da fungdo renal, as concentragbes
séricas de uréia aumentaram no tempo 6 e 48 horas, em ambas as doses, sendo no
tempo 6 horas dependente da dose (Figura 35, Tabela 5 do Apéndice). Valores de
creatinina apresentaram aumento em todos os tempos e todas as doses, com
excecdo da dose de 1 mg.kg”, que ndo apresentou aumento no tempo de 48 horas
quando comparada ao controle do mesmo tempo. Resultados expressos na Figura
36 e na Tabela 6.

Acido arico s6 apresentou alteracéo significativa na dose de 1 mg.kg™ no
tempo de 48 horas, aumentando em relagdo ao controle, conforme Figura 37
(valores na Tabela 7 do Apéndice). A dosagem dos eletrélitos Na*, K™ e CI' ndo
apresentaram alteracdes significativas em nenhuma dose nos trés tempos, de forma

que os valores ndo foram relatados, por terem permanecido dentro da normalidade.
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Figura 35. Alteracdes na uréia sérica induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg", s.c. Valores expressos em média £+ E.P.M., agrupados em relagao ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste f de Student com p < 0,05. *
= comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre

os grupos 1 e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.

0.8+
EZA Controle
0.6 E3 1 mg.kg:
3 mg.kg’

Creatinina (mg.dL™)
_o o
n =

o
o
1

Tempo (h)

Figura 36. Alteragdes na creatinina sérica induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e
3 mg.kg”, s.c. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. *

= comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 37. Alteracbes na concentracdo sanguinea de &acido Urico induzidas pelo veneno de B.
jararacussu, nas doses de 1 e 3 mg.kg", s.c. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em
relagdo ao tempo de coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por
teste t de Student com p < 0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo controle no

mesmo tempo.
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Figura 38. Alteragbes na CK sérica induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas doses de 1 e 3
mg.kg”, s.c. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05. *
= comparacao entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre

osgrupos 1e 3 mg.kg'1, no mesmo tempo.
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A concentragao de creatinoquinase aumentou, em menor escala, quando
comparada as outras vias de administracao do veneno. O aumento foi constatado no
tempo de 6 horas nas duas doses, e se manteve na maior dose durante as primeiras
24 horas (Figura 38, acima). Valores relacionados na Tabela 8 do apéndice.

Na avaliacdo hematolégica, a contagem de leucécitos totais mostrou uma
diminuicdo no tempo de 6 horas em ambas as doses, diminuicdo essa, ainda
percebida e estatisticamente significante, no tempo de 24 horas para a maior dose
(Figura 39). O numero de hemacias diminuiu significativamente no tempo 24 horas
nas duas doses, acompanhando o controle no tempo seguinte. O mesmo aconteceu
com o hematdcrito, este, porém, manteve a queda no tempo de 48 horas no grupo
que recebeu a dose de 3 mg.kg"' do veneno, Figura 40 e 41, respectivamente. Os
valores de hemoglobina ndo apresentaram mudangas quando comparados ao

controle.
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Figura 39. Alteragcdes no numero total de leucécitos induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas
doses de 1 e 3 mg.kg”, s.c. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacio ao tempo
de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student

com p < 0,05. * = comparagéo entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ =

comparacao entre os grupos 1 e 3 mg.kg", no mesmo tempo.
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Figura 40. Alteragbes na quantidade de hemacias induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas
doses de 1 e 3 mg.kg”, s.c. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo
de coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com posteste de Bonferroni, e por teste t de Student

com p < 0,05. * = comparacao entre os grupos tratados e 0 grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 41. Alteracdes nos valores de hematocrito induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas
doses de 1 e 3 mg.kg”, s.c. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relaco ao tempo
de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com posteste de Bonferroni, e por teste t de Student
com p < 0,05. *_ comparacao entre 0s grupos controle; * = comparacao entre os grupos tratados e o

grupo controle no mesmo tempo.
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As plaquetas tiveram alteracdes discretas que se mostraram significativas
apenas na maior dose e no tempo de 6 horas (Figura 42, Tabela 13 do Apéndice). A
contagem diferencial de leucécitos nao revelou mudancgas significativas, indicando

apenas um aumento discreto no percentual de linfécitos.
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Figura 42. Alteracées na quantidade de plaquetas induzidas pelo veneno de B. jararacussu, nas
doses de 1 e 3 mg.kg”, s.c. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relaco ao tempo
de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student

com p < 0,05. * = comparagéo entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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5.2 Efeitos da cabenegrina A-l em ratos envenenados

experimentalmente

Nesta série experimental dois grupos foram realizados, o0 primeiro
recebeu unicamente o veneno de B. jararacussu (i.m.) na dose de 3 mgkg'. O
segundo recebeu a mesma dose de veneno préincubado com 1 mg.kg' da
cabenegrina A-Il.

A cabenegrina A-ll reverteu totalmente as alteragdes na glicemia
observadas pela administracdo do veneno sozinho nos tempos de 24 e 48 horas,
ilustrado na Figura 43. Os valores de aspartato aminotransferase nao foram
alterados significativamente pela préincubacdo com a cabenegrina A-ll, de forma
que os mesmo se mantiveram elevados nos tempos de 6 e 24 horas (Figura 44,
Tabela 16 do Apéndice). Ja alanina aminotransferase teve as alteracbes inibidas
pela cabenegrina A-1l no tempo de 6 horas (Figura 45).

EA Controle
E3 VBj
E3 VBj+ CA-ll

Glicose (mg.dL™)

R s
LT T o

Figura 43. Reversdo pela cabenegrina A-ll das altera¢des na glicemia induzidas pelo veneno de B.
jararacussu. Valores expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com posteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05.

*

*_ comparacao entre os grupos controle; * = comparagcdo entre 0s grupos tratados e o grupo
controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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Figura 44. Efeito da cabenegrina A-Il nas alteracées na concentragcado sanguinea de AST induzidas
pelo veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média £+ E.P.M., agrupados em relagao ao
tempo de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de
Student com p < 0,05. *_ comparacao entre 0s grupos controle; * = comparagao entre 0s grupos
tratados e o grupo controle no mesmo tempo.
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Figura 45. Reversdo pela cabenegrina A-ll das alteragdes na concentragcdo sanguinea de ALT
induzidas pelo veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em
relacdo ao tempo de coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pdsteste de Bonferroni, e por

teste t de Student com p < 0,05. * comparacao entre 0s grupos controle; * = comparagao entre os

grupos tratados e grupo controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre os grupos VBj e VBj +
CAll, no mesmo tempo.
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Nos parametros renais, as elevagcées na concentracao sérica de uréia
induzidas pela administracdo do veneno sozinho foram parcialmente revertidas pelo
tratamento do veneno com a cabenegrina A-ll. Esta reversdo foi significativa no
tempo de 6 horas (Figura 46). As alteragdes nos niveis sanguineos de creatinina
provocadas pelo veneno foram totalmente revertidas pela administracao
concomitante da cabenegrina A-ll, nos trés tempos mensurados no experimento
(Figura 47, Tabela 19 do Apéndice).

Os valores de acido urico que se mostraram elevados nos ultimos dois
tempos depois da administragcdo somente do veneno foram revertidos parcialmente
pela cabenegrina A-ll, e estatisticamente significantes no tempo de 48 horas,
conforme Figura 48. Os valores encontram-se dispostos na Tabela 20 do Apéndice.
Os valores de creatinoquinase livre no soro foram significantemente reduzidos pela

cabenegrina A-ll (Figura 49, Tabela 21).
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Figura 46. Reversdo pela cabenegrina A-Il das alteragcbes na concentragdo sanguinea de uréia
induzidas pelo veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em
relagdo ao tempo de coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por
teste t de Student com p < 0,05. * = comparagao entre os grupos tratados e grupo controle no mesmo

tempo; e a= comparacao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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Figura 47. Reversao pela cabenegrina A-ll das alteragdes na concentragcdo sanguinea de creatinina
induzidas pelo veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em
relagdo ao tempo de coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por
teste t de Student com p < 0,05. * = comparagao entre os grupos tratados e grupo controle no mesmo

tempo; e @ = comparacgao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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Figura 48. Reversao pela cabenegrina A-ll das alteragbes na concentracdo sérica de acido Urico
induzidas pelo veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em
relagdo ao tempo de coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pdsteste de Bonferroni, e por
teste t de Student com p < 0,05. * = comparagao entre os grupos tratados e grupo controle no mesmo

tempo; e @ = comparacao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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Figura 49. Reversao pela cabenegrina A-ll das alteragbes na concentragdo sérica de CK induzidas
pelo veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média + E.P.M., agrupados em relagao ao
tempo de coleta. A andlise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de
Student com p < 0,05. * = comparagao entre os grupos tratados e grupo controle no mesmo tempo; e

a = comparacao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.

Em relacdo as alteracbes hematoldgicas induzidas pelo veneno sozinho,
a cabenegrina préincubada foi capaz de reverter parcialmente a queda no nimero
de leucdcitos no tempo de 6 horas (Figura 50), de diminuir significativamente o
aumento no numero de eritrécitos no tempo de 6 horas, enquanto nos valores de
hematécrito, a reducdo da queda percentual s6 foi significativa no tempo de 48

horas, conforme Figuras 51 e 52, respectivamente.

A queda no numero de plaquetas observada ap6s a administracdo do
veneno de B. jararacussu nos tempos 6 € 24 horas foi totalmente bloqueada pela
cabenegrina A-ll no primeiro tempo, mas nao no segundo (Figura 53, Tabela 26 do
Apéndice). Os valores de RDW continuaram sem demonstrar alteragbes nos dois
grupos, VBj e VBj + CA-Il, conforme dispostos na Tabela 27 do Apéndice.
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Figura 50. Efeito da cabenegrina A-ll na diminuigdo dos leucécitos totais induzida pelo veneno de B.
jararacussu. Valores expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com poésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05.

*

*_ comparacao entre os grupos controle; * = comparagcdo entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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Figura 51. Reversdo pela cabenegrina A-ll das alteragdes nas hemacias induzidas pelo veneno de B.
jararacussu. Valores expressos em média £+ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo de coleta. A
andlise foi realizada por ANOVA, com posteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p < 0,05.

*

o comparagdo entre os grupos controle; * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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Figura 52. Efeito da cabenegrina A-Il nas alteracées dos valores de hematdcrito induzidas pelo
veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média = E.P.M., agrupados em relagcdo ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. *_ comparacao entre 0s grupos controle; * = comparacao entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo tempo; e @ = comparagao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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Figura 53. Reversao pela cabenegrina A-ll das alteracées no nimero de plaquetas induzidas pelo
veneno de B. jararacussu. Valores expressos em média = E.P.M., agrupados em relacao ao tempo de
coleta. A analise foi realizada por ANOVA, com pésteste de Bonferroni, e por teste t de Student com p

< 0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados e o grupo controle no mesmo tempo; e @ =
comparacao entre os grupos VBj e VBj + CAll, no mesmo tempo.
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5.3  Efeito na pressao arterial média de ratos anestesiados

5.3.1 Relacao dose-efeito do veneno de B. jararacussu na P.A.M. e
F.C.

Administracbes consecutivas de doses crescentes do veneno de B.
jararacussu produziram reducao significativa da P.A.M. em relacdo ao controle em
todas as doses utilizadas (10, 30, 100 e 300 pg.kg'). A andlise estatistica destes
percentuais maximos de reducdo da pressao arterial mostrou que a reducao foi
significativa em relagdo aos valores da dose imediatamente menor, unicamente nas
duas maiores doses (100 e 300 pg.kg'), conforme ilustrado na Figura 54,
juntamente com os valores médios da frequéncia cardiaca nos intervalos de reducao
maxima da P.A.M. A analise da F.C. revelou uma taquicardia, provavelmente de
origem reflexa, na dose de 100 pg.kg™.
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Figura 54. Relagédo dose-efeito da administragdo de veneno de B. jararacussu, em bolus, em ratos
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg.kg™'), na pressdo arterial média e na frequéncia
cardiaca. Dados expressos como média + E.P.M. e analisados por analise de variancia (ANOVA),
com pésteste de Bonferroni, e pelo teste t de Studente, com *p < 0,05.

Os valores iniciais de controle antes da administragdo do veneno estao
expressos na Tabela X. A curva temporal da resposta pressérica induzida pelas
doses do veneno esta ilustrada na Figura 55, assim como a curva temporal da
frequéncia cardiaca na Figura 56.
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Figura 55. Curso temporal da resposta pressorica induzida pela administragcdo, em bolus, do veneno
de B. jararacussu em animais anestesiados com pentobarbital soédico (50 mg.kg™).
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Figura 56. Curso temporal da frequéncia cardiaca apds administracdo, em bolus, do veneno de B.
jararacussu em animais anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg.kg™).
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5.3.2 Efeito da cabenegrina A-ll sobre a resposta pressorica
induzida pelo veneno de B. jararacussu

Para avaliacao do efeito da cabenegrina A-ll na resposta pressorica ao
veneno de B. jararacussu, primeiramente foi realizado um grupo que recebeu
diretamente a dose de 100 pg.kg™, sem ter recebido doses menores antes, no intuito
de verificar a ocorréncia de taquifilaxia. Neste grupo, a reducao apdés administracéo
de 100 pg.kg' de veneno em bolus produziu uma reducdo de 40,43 + 3,74%,

comparada a 29,62 + 2,58% da curva anterior.

O veneno préincubado com a cabenegrina A-ll, no entanto, produziu uma
reducdo na pressao arterial somente de 8,42 + 2,14%, mostrando uma inibigao
significativa do efeito hipotensor do veneno de B. jararacussu, conforme Figura 57.

A Pressao Arterial (%)

VB VBj + CA-Il

Figura 57. Comparagédo da amplitude das respostas pressorica dos animais tratados com veneno de
B. jararacussu na dose de 100 ug.kg'1 e dos tratados com veneno (100 ug.kg") préincubado com 100
Hg.kg' da cabenegrina A-ll por 15 minutos a 37°C. Valores expressos como média + E.P.M. e
analisados pelo teste t de Student, com *p < 0,0001.
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6. DISCUSSAO

A espécie Bothrops jararacussu possui uma das peconhas mais letais
dentre as do género Bothrops (ZENI et al., 2007), além de ser capaz de liberar um
volume relativamente grande de veneno (GUTIERREZ et al., 2009). Numa revisao
de 29 acidentes ofidicos, comprovadamente causados por B. jararacussu, um
grande percentual dos pacientes desenvolveu oliguria e choque poucas horas apds
a picada, e trés vitimas morreram (MILANI et al., 1997)

Alteragdes fisiopatoldgicas, locais e sistémicas, tém sido extensamente
estudadas por causa da grande variedade de enzima e outros compostos presentes
nos venenos de serpentes (ZENI et al, 2007; GUTIERREZ, ESCALANTE &
RUCAVADO, 2009; GUTIERREZ et al., 2009). Contudo, alteracées fisiopatoldgicas,
o papel das enzimas, e as complicacdes locais e sistémicas induzidas por doses
subletais do veneno de B. jararacussu nao estdo bem estabelecidas (ZENI et al.,
2007).

As manifestacées clinicas das alteracdes induzidas pelos venenos
botrdpicos, especialmente por B. jararacussu, incluem sangramento, coagulopatia,
hipotensdo, alteragbes hemodinamicas, edema pulmonar e insuficiéncia renal
aguda. Também podem ocorrer, em casos menos comuns, hemdélise intravascular,
dano agudo do miocardio, e em casos mais graves nao tratados com soro
antibotrépico, faléncia multipla de érgdos e morte (MILANI et al., 1997; GUTIERREZ,
ESCALANTE & RUCAVADO, 2009).

O tratamento efetivo para alteracbes sistémicas de envenenamento € a
administragcdo intravenosa do soro antiofidico. Infelizmente, os antivenenos
disponiveis, algumas vezes, ndo protegem satisfatoriamente os pacientes quanto
aos danos locais e renais. Uma das razdes é que os anticorpos produzidos nao
reconhecem algumas toxinas particulares presentes no veneno da serpente
envolvida no acidente (ESPINO-SOLIS et al., 2009). Por este motivo, novos

anticorpos tém sido produzidos baseados em proteinas/peptideos especificos
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amplamente envolvidos no quadro sistémico dos envenenamentos (CALVETE et al.,
2009).

Apesar de todos estes esforgos, a neutralizacdo dos danos locais
induzidos pelos venenos continua sendo um grande desafio devido alguns fatores:
(1) o rapido inicio de agédo das toxinas diretamente nos tecidos afetados,
principalmente metaloproteases e PLA, miotoxicas; (2) a demora na administracao
do antiveneno e a baixa disponibilidade dos anticorpos no local afetado; e (3) a
resposta fisiopatolégica direta aos danos locais, que incluem um processo
inflamatério proeminente, com ativacdo de leucécitos e liberacdo de varios
mediadores que participam da degeneracao tecidual (SANTORO et al, 2008;
GUTIERREZ et al., 2009).

As pesquisas devem buscar a descoberta, desenvolvimento e aplicagao
de substancias que possam ser injetadas no local atingido rapidamente apo6s a
picada, especialmente nas zonas rurais, retardando o dano tecidual local pela
inibicdo de metaloproteases e PLA; in situ (GUTIERREZ et al., 2009).

Os resultados do envenenamento experimental por B. jararacussu foram
muito semelhantes entre as vias de administracdo, com variacdes da intensidade
dos mesmos, de acordo com a amplitude de absorcdo do veneno, e a amplitude dos
danos locais causados pela retengdo do veneno. A hiperglicemia induzida pela
administracdo do veneno respondeu a esse perfil tendo inicio mais rapido no grupo
intraperitoneal, seguido pelo grupo intramuscular e s6 aparecendo no ultimo tempo

no grupo subcutaneo.

Hiperglicemia é um efeito comum em venenos de varias espécies de
serpentes, escorpides e aranhas que possuem serotonina na sua composicao
(CORREA et al., 1997). O veneno de B. jararacussu possui quantidades muito
pequenas de serotonina na sua composicdo, mas provoca uma intensa agregacao
plaquetaria, que libera grandes quantidades de serotonina na corrente sanguinea
que poderiam estar influenciando a liberagdo de adrenalina pela adrenal,
provocando assim, hiperglicemia pela maior liberacdo de glucagon e pela agdo nos
receptores musculares e hepaticas liberando glicose a partir do glicogénio
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armazenado (YAMADA et al., 1995; GAW et al., 2001; MCPHERSON & PINCUS,
2007; RAZMARA, 2009). Além disso, o veneno de B. jararacussu por provocar
hemolise devido & acdo fosfolipasica (GUTIERREZ, ESCALANTE & RUCAVADO,
2009), pode estar liberando uma enzima degradante de insulina presente no interior
das hemacias, diminuindo a insulina circulante e aumentando a concentracdo de
glicose sanguinea (MCPHERSON & PINCUS, 2007).

Outra possivel explicacdo para hiperglicemia seria a diminuicdo da
producdo de glicogénio pelo figado, devido a destruicdo dos hepatdcitos, como
acontece na cirrose hepatica (MOTTA, 2005; MCPHERSON & PINCUS, 2007). Essa
hipétese é corroborada pelo aumento nos valores de AST e ALT, marcadores
classicos da fungao hepatica (RAVEL, 1997).

A concentracao elevada de AST nas amostras analisadas nao pode ser
associada somente com dano hepatico, uma vez que esta enzima esta presente no
citoplasma e mitocdndrias de diversos tecidos, como musculo estriado esquelético e
cardiaco, nos pulmdes e no interior das hemacias (GAW et al., 2001; BENVENUTI et
al., 2003; ZENI et al, 2007). Alanina aminotransferase € uma enzima mais
especifica da funcdo hepatica, apesar de apresentar quantidades significativas nos
rins (MCPHERSON & PINCUS, 2007). A proporcao de aumento entre AST e ALT
nestes experimentos indica um dano hepatico agudo, com ALT se mantendo
elevado por mais tempo devida a meia vida mais elevada. O grupo intramuscular
apresentou valores elevados de AST além do tempo de 6 horas, provavelmente
devido a contribuicdo da mAST (fracdo mitocondrial, altamente concentrada no
musculo esquelético), que possui meia vida bem maior que a AST citoplasmatica
(MCPHERSON & PINCUS, 2007).

As alteragdes na aspartato aminotransferase, no caso do veneno de B.
jararacussu, indicam possivelmente dano da musculatura esquelética e do
miocardio, os quais ja foram relatados por Benvenuti et al. (2003), a cerca de uma
paciente picada por B. jararacussu e por Zeni et al. (2007) no envenenamento
experimental de camundongos. Resultados também corroborados pelo aumento na

creatinoquinase.
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O aumento nos niveis de uréia obedeceu a uma ordem interessante.
Ocorreu um aumento inicial em todas as vias e doses do veneno testadas, atribuida
por alguns autores a atividade proteolitica do veneno (ZENI et al., 2007;
GUTIERREZ et al., 2009). No tempo de 24 horas, os valores de uréia se igualaram

ao controle, voltando a aumentar no tempo de 48 horas.

A uréia sérica € amplamente utilizada na pratica clinica como medida de
disfuncdo renal. Ela ndo é utilizada como marcador da funcédo renal, pois sua
producdo depende do figado (MCPHERSON & PINCUS, 2007). Deste modo,
podemos relacionar os valores normais de uréia no tempo de 24 horas, com 0s
valores de ALT indicando dano hepatico as 6 e 24 horas, fato que pode ter diminuido
a produgédo de uréia, resultando em valores relativamente normais. A volta dos
valores aumentados de uréia em 48 horas pode estar relacionada a danos renais,
especialmente do tdbulo distal, responsavel pela secrecdo desta substancia (GAW
et al., 2001; MOTTA, 2005; MCPHERSON & PINCUS, 2007).

Os valores de creatinina e acido urico elevados, além de aumentarem os
indicios de disfuncao renal, também estdo relacionados a danos musculares
(RIELLA, 1996; MCPHERSON & PINCUS, 2007). O dano muscular pode estar
relacionado ao aumento de acido drico, uma vez que a ruptura de células
musculares liberaria material genético para o meio extracelular. O acido urico vem
do metabolismo dos acidos nucleicos, especificamente das purinas, de modo que o
aumento da concentragdo de acidos nucleicos no meio extracelular aumentaria a
producdo de acido urico, que aliada a disfuncdo renal, acarretaria nos valores

observados nas amostras analisadas nestes experimentos.

O veneno de B. jararacussu é amplamente conhecido pela sua alta
atividade miotdxica, atribuida as toxinas BthTX-l e BthTX-lIl (HAVT, FONTELES &
MONTEIRO, 2001; SIFUENTES et al., 2008). A liberagdo de creatinoquinase foi
notadamente maior no grupo i.m. do que nos outros dois grupos, como era de se
esperar. Os altos valores de CK observados no grupo i.p. devem-se, além da maior
absorcao sistémica do veneno, a fracdo da CK total denominada CK-BB, presente

no cérebro e na musculatura lisa, principalmente dos intestinos, 6rgdo diretamente
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expostos ao veneno pela administracdo intraperitoneal (MOTTA, 2005;
MCPHERSON & PINCUS, 2007).

Alguns dos parametros hematoldégicos alterados pelas duas doses de
veneno servem para confirmar algumas indicagdes bioquimicas. Nos tempos iniciais
dos experimentos, foi observada em todas as vias de administragcdo uma diminuicao
no numero total de leucécitos. Leucocitose e intensa e prolongada linfopenia foram
relatados em pacientes picados por elapideas australianas, mas 0s mecanismos nao
foram satisfatoriamente explicados (WHITE et al, 1989 apud SANTORO et al,
2008).

Experimentos realizados com B. jararaca em caes mostraram leucocitose
neutrofilica e linfopenia. Contudo, pacientes picados por B. jararaca, os valores de
linfécitos e neutréfilos voltaram ao normal apds o tratamento (SANTORO et al.,
2008). Uma explicacado plausivel para leucopenia observados nestes resultados
seria devido a realizacdo dos experimentos em ratos, pois estes possuem linfocitos
como as células de defesa mais abundantes, e nao neutréfilos como cées e
humanos. De forma que a linfopenia observada em humanos e caes pode ser a
responsavel pela leucopenia total em ratos, ja que os linfocitos correspondem de 70
a 85% do numero de leucocitos nesta espécie (DANTAS et al., 2006).

Houve um aumento no numero de hemacias, acompanhado pelo
hematocrito no grupo intramuscular no tempo de 6 horas. Gutiérrez et al. (2009)
sugeriram que esta hemoconcentragdo, principalmente na via i.m., acontece pela
acdo de varios componentes dos venenos botropicos, especialmente as
metaloproteases, que provocam hipovolemia por aumento da permeabilidade
vascular (destruicdo do endotélio e da membrana basal) e pela agdo de mediadores

inflamatorios liberados no decorrer do envenenamento.

A subsequente reducao da contagem de hemacias e do hematécrito pode
ser devida a agcdo das metaloproteases também. Conforme os danos aos vasos
causados por estas enzimas vao se propagando, o extravasamento de plasma da
lugar ao extravasamento de sangue, gerando hemorragias, potencializadas pela
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incoagulabilidade sanguinea gerada por estes venenos (GUTIERREZ et al., 2005;
GUTIERREZ, ESCALANTE & RUCAVADO, 2009).

A maioria dos fatores de coagulacdo sdo zimogéneos de serino
proteases, que sao convertidos a enzimas ativas durante o processo de coagulacao.
As seis formas ativas dos fatores I, VII, IX, X, Xl e Xll sdo serino proteases
(BEUTLER et al.,, 2000). A acado das serino proteases presentes nos venenos
botrépicos podem estar diretamente envolvidas nos disturbios de coagulacao,
principalmente a coagulagdo intravascular disseminada, relatada nos venenos
botrépicos e sendo responsavel por altos indices de mortalidade, principalmente por
faléncia hepatica, renal, pulmonar e pancredtica devido a formacdo de
microtrombina e posterior coagulopatia (BEUTLER et al, 2000; RAMOS &
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; GUTIERREZ et al., 2009).

Participando desta agdo procoagulante, o veneno de B. jararacussu,
possui enzimas trombina-like, a BJ-48, que como a trombina, age clivando o
fibrinogénio em mon6émeros de fibrina e formando o trombo frouxo de fibrina
(BEUTLER et al., 2000; SILVA-JUNIOR et al., 2007). As serino proteases presentes
no veneno tém a capacidade de ativar plasmina, clivando plasminogénio plasmatico.
A plasmina, junto com as serino proteases, clivam o trombo frouxo de fibrina,
aumentando a incoagulabilidade sanguinea e os sangramentos (BEUTLER et al,
2000; GUTIERREZ et al., 2009).

A grande queda de plaguetas observadas nos animais envenenados por
B. jararacussu pode ser decorrente da acao de lectinas tipo C com o fator de Von
Willebrand, promovendo a interacao com o receptor GPlb das plaquetas, resultando
em aglutinagdo plaquetaria, como evidenciado para lectinas de B. jararaca e B.
asper (GUTIERREZ, ESCALANTE & RUCAVADO, 2009). O dano nos microvasos
induzidos pelas metaloproteases também promovem agregacao plaquetaria, com
consequente sequestro de plaquetas da corrente sanguinea para os microvasos
afetados, causando trombocitopenia (BEUTLER et al, 2000; GUTIERREZ,
ESCALANTE & RUCAVADO, 2009).
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Um fato que nao pode ser deixado de lado é que fragmentos de
anticorpos F(ab’), interagem diretamente com plaquetas e podem formar agregados
plaquetarios in vitro, o que nao € lido por leitores automaticos e dificilmente vistos a
olho desarmado nas amostras de sangue (BEUTLER et al., 2000). No caso deste
protocolo experimental, tais anticorpos foram adicionados as amostras no soro
antibotrépico, para neutralizacdo e interrupcdo dos efeitos do veneno no exato
momento da coleta. Contudo, isto ndo invalida os dados, uma vez que as vitimas de

acidentes ofidicos também receberdo anticorpos no seu tratamento.

A cabenegrina A-Il foi capaz de bloquear totalmente alguns efeitos do
veneno de B. jararacussu, como a hiperglicemia, o aumento na AST e na creatinina,
servindo como indicativo da melhoria na fungcdo renal dos animais. A inibicdo da
hiperglicemia, juntamente com a inibigdo da trombocitopenia, nos aproxima da
hip6étese de que a hiperglicemia poderia ser gerada pela liberacao plaquetaria de

serotonina.

A reversao total dos valores aumentados de creatinina, e parcial dos
valores de &cido urico e uréia, além de indicarem melhoria da funcao renal, nos
apontam em trés possiveis diregdes: (1) diminuicdo da acdo das proteases
(GUTIERREZ et al, 2009); (2) diminuicdo da mionecrose, com menor liberacdo de
acido nucleicos no espaco extracelular, fato este corroborado pela diminuicdo da
liberacdo de CK (SIFUENTES et al, 2008); e (3) diminuicdo da coagulagao
intravascular disseminada, fato que melhoraria a fungdo renal, hepética e

pancreatica (o que diminuiria a hiperglicemia) (LOMONTE et al., 2009).

A diminuicdo da hemoconcentracdo, que aumentou o numero de
hemacias e o hematdcrito em 6 horas no grupo envenenado, podem nos servir de
indicativo da atividade inibitéria de metaloproteases pela cabenegrina A-Il.
Resultados prévios de docking realizados com a cabenegrina A-ll nas toxinas
BthTX-1 e BthTX-1l nos mostraram alta afinidade desta substancia pelos sitios ativos
das duas toxinas, principalmente se tratando do estereoisdmero S da cabenegrina
A-ll. Estes resultados apontam para a atividade antiofidica da cabenegrina A-ll ser

pela inibicdo das enzimas do veneno e ndo por um antagonismo dos eventos
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fisiopatolégicos, como acontece em outros produtos naturais com atividade anti-
inflamatéria (MORS et al., 2000; DA SILVA et al., 2004).

Os resultados na pressdao arterial nos apontam para presenca de
peptideos ponteciadores de bradicinina (BPBs), que atuam inibindo a enzima
conversora de angiotensina (HAVT, FONTELES & MONTEIRO, 2001); para
presenca de enzimas calicreina-like e serino proteases que levam a formacao de
calicreina a partir da précalicreina, que promovem liberacdo de bradicinina, com
consequente producao de 6xido nitrico (NO) (MUNKER et al., 2007).

Outra possivel causa de hipotensdo promovida pelo veneno de B.
jararacussu é a acgao cardiotdxica direta causada pelas miotoxinas, uma vez que
nestes experimentos, o veneno foi administrado diretamente na luz vascular,
seguindo direto para o coracédo (SIFUENTES et al., 2008).

A acéao das cabenegrinas A-l e A-ll nos efeitos pressoricos induzidos pelo
veneno de Bothrops atrox ja havia sido relatada por Nakagawa e colaboradores
(1982), mas nenhum mecanismo molecular desde bloqueio foi proposto pelos

autores.

A acao da cabenegrina A-Il no bloqueio dos efeitos presséricos do veneno
pode estar relacionada a inibicdo enzimatica de serino proteases, calicreina-like ou,
mais provavelmente, devido aos nossos dados preliminares, pela inibicdo das
miotoxinas que agem diretamente no miocardio. Neste caso, testes com as enzimas
isoladas serdo necessarios para esclarecimento do mecanismo de bloqueio da
hipotensao pela cabenegrina A-1l (LOMONTE et al., 2009).
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7. CONCLUSAO

Podemos concluir a partir dos dados obtidos que o modelo experimental
de envenenamento é eficiente em revelar as alteragdes sistémicas induzidas pelo
veneno de Bothrops jararacussu, sendo um modelo adequado ao estudo de
possiveis inibidores.

A cabenegrina A-ll, conforme relatado anteriormente para outros venenos
botrdpicos, foi eficiente em bloguear a maioria dos efeitos bioquimicos,

hematoldgicos e pressoricos induzidos pelo veneno de B. jararacussu em ratos.
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Tabela 2. Valores de glicemia (g.dL™") em animais do grupo Controle, .M. (1 e 3 mg.kg™), I.P. (1 e 3mg.kg") e S.C. (1 e 3 mg.kg™).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg”’) LP.(1mgkg’) LP.(3mgkg') S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")

6h 84,75 £ 5,46 87,38 £5,64 80,88 +£4,34 122,00 + 10,25%* 78,63 + 4,56° 74,86 10,25 80,43 £ 8,91

24h 106,90 + 2,48# 154,50 +3,97%%% 126,30 + 3,89%° 114,60 + 5,66 127,30 + 10,29 109,00 + 5,91 124,50 + 11,55

48h | 103,40 + 4,31# 142,90 + 2,56*** 146,50 £ 6.90*** 127,30 £ 16,13 142,10 + 11,79%* 125,40 £ 9,78 152,00 + 16,56%**
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Tabela 3. Valores de AST (U.L") em animais do grupo Controle, .M. (1 e 3 mg.kg™), I.P. (1 e 3 mg.kg”) e S.C. (1 e 3 mg.kg™).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca

significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e

* k%

p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo

controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg’) LP.(1mgkg") LP.(3mgkg') S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
180,50 + 220,60 +
6h 123,60 £ 4,68 167,80 £ 15,09** 164,00 £ 22,62%* 131,90 £9,28 151,70 £ 12,70%*

11,79% 10,143
218,30 £ 242,80 £

24h 130,60 £ 2,32 150,40 £ 8,79 149,00 £ 23,22 133,40 £ 3,86 142,10 £ 10,13
15,29%** 12,30%**

48h 136,50 + 3,28 140,90 £ 10,93 149,80 £ 6,61 146,40 £ 12,14 134,20 £ 7,19 135,50 £ 3,90 136,30 £ 4,44
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Tabela 4. Valores de ALT (U.L") em animais do grupo Controle, .M. (1 e 3 mg.kg™"), I.P. (1 e 3 mg.kg”") e S.C. (1 e 3 mg.kg™).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca

significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o0 grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mg.kg’) LP.(1mgkg") LP.(3mgkg') S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")

6h 34,45 +0,77 39,13 +£2,03 55,63 +3,65%%%7 4900 + 339%%* 57,00+ 9,29* 41,71 £ 2,15%%* 42,50 = 1,71%#%*

24h 42,10 + 3,25# 60,13 + 2,92%#* 48,00 + 2,487 46,88 £ 4,44 79,75 £ 26,63* 47,50 £ 4,72 45,00 + 3,12

48h 43,40 + 2,88# 46,88 + 2,53 42,25+ 3,93 45,63 +1,58 52,71 £ 10,05 43,50 + 2,69 44,25 + 1,89
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Tabela 5. Valores de uréia (g.dL™") em animais do grupo Controle, .M. (1 e 3 mg.kg™), I.P. (1 e 3 mg.kg”) e S.C. (1 e 3 mg.kg™).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca

significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e

* k%

p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo

controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mg.kg’) LP.(1mgkg") LP.(3mgkg') S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
6h 21,63 £1,08 52,38 &+ 2,60%** 58,63 £ 3,35%*%* 33,50 £ 1,45%** 43,50 + 5,712 37,33 £2,89%** 47,00 + 2,19%#3
24h 21,96 £ 0,94 25,13+ 1,14 23,25 £ 0,67 24,63 £ 2,06 31,50 £ 2,65%* 24,13 £ 1,91 24,57 £ 1,36
48h 22,80+ 1,35 33,13 £ 1,12%** 33,13 £2,31%** 29,25 £ 2,04* 33,33 £ 1,74%%* 29,38 + 1,36%* 30,88 £2,42%*
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Tabela 6. Valores de creatinina (g.dL") em animais do grupo Controle, I.M. (1 e 3 mg.kg”), I.P. (1 e 3 mg.kg’) e S.C. (1 e 3
mg.kg!). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg") S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
6h 0,39 £ 0,02 0,58 £ 0,05%* 0,80 + 0,14 %** 0,58 £ 0,04** 0,64 + 0,04 %** 0,55 £ 0,06** 0,60 + 0,04 %**
24h 0,40 £ 0,02 0,70 £0,13* 0,92 £ 0,10%** 0,89 £ 0,19%** 1,00 £ 0,23%** 0,52 £0,02* 0,59 £ 0,04***

48h 0,38 £0,03 0,45 +0,04 0,55 +£0,03 0,45 £ 0,05 0,51 £ 0,06 0,45 £ 0,02 0,53 £ 0,04**
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Tabela 7. Valores de acido drico (g.dL™") em animais do grupo Controle, I.M. (1 e 3 mg.kg™), LP. (1 e 3 mg.kg') e S.C. (1 e 3
mg.kg!). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg") S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
6h 1,38 £ 0,06 1,35+0,11 1,51 £0,11 1,57 £ 0,11 3,20 £ 0,28 1,56 £0,13 1,43 £ 0,09
24h 1,43 £ 0,05 2,42 + (0,38%** 2,37 £0,31%%* 1,59 £0,24 2,20 +0,19%#:® 1,58 £0,10 1,57 £ 0,19

48h 1,46 + 0,11 2,14 £0,25% 2,49 +0,20%* 1,66 £ 0,22 1,81 +0,16%#%3 2,00 +0,18%* 1,85 +0,18
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Tabela 8. Valores de CK (U.L") em animais do grupo Controle, .M. (1 e 3 mg.kg™), I.P. (1 e 3 mg.kg”) e S.C. (1 e 3 mg.kg™).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca

significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e

* k%

p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo

controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg") S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
801,00 + 2.880,00 % 1.348,00 579,50 +
6h 186,50 £+ 14,00 417,70 £ 164,80* 330,70 + 83,26*
161,20%** 695,702 577,602 154,90%**
24h 195,30 £ 17,89 183,70 £ 36,44 201,30 + 34,39 183,70 £ 36,44 512,80 £ 312,20 178,50 £ 12,48 430,00 + 137,60%°

48h

202,50 + 11,47

195,10 £ 68,52

194,00 + 54,76

195,50 + 56,52

255,80 = 80,20

197,00 £ 27,12

226,20 + 38,13
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Tabela 9. Contagem de leucécitos (.10°.mL™") em animais do grupo Controle, .M. (1 e 3mg.kg™), I.P. (1 e 3mg.kg') e S.C. (1e 3
mg.kg!). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg") S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
6h 10,94 +£ 0,46 7,32 £ 0,46%** 4,96 + (0,322 8,40 £ 0,76* 8,09 = 0,68* 6,92 + 0,31*%** 5,45 £ (0,33%**
24h 10,94 £ 0,48 9,23 £ 0,31 4,95 + (0,322 11,13 £0,78 10,93 £ 1,11 11,08 £ 0,65 8,88 + 1,032

48h 11,69 £ 0,54 12,54 £ 0,67 10,01 £1,11a 11,60 £ 1,15 11,86 = 1,17 13,56 + 0,66 11,56 £ 0,70
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Tabela 10. Contagem de eritrécitos (.10°.mL™") em animais do grupo Controle, I.M. (1 e 3 mg.kg™), I.P. (1 e3mg.kg’') e S.C. (1 e 3
mg.kg!). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg’) LP.(1mgkg") LP.(3mgkg') S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")

6h 6,75 £ 0,15 8,11 +0,14%%** 8,05 £ 0,16%%* 6,87 £0,12 6,81 £0,33 7,36 £0,17 7,37 £0,31

24h 6,71 £ 0,27 6,15 £ 0,07 6,09 £ 0,10%* 5,48 £0,49 4,94 + 0,59%* 5,86 +0,20%* 5,64 £ 0,27%%*

48h 6,04 £ 0,20 5,97 £0,07 5,80+0,12 4,97 +£0,51 4,62 +0,60%* 5,41 +£0,30 5,18 £0,35
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Tabela 11. Valores de hemoglobina (g.dL™) em animais do grupo Controle, .M. (1 e 3 mg.kg™), I.P. (1 e 3 mg.kg’) e S.C. (1 e 3
mg.kg!). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg") S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
6h 12,90 £ 0,16 15,40 £ 0,26%** 14,99 £ 0,28%** 13,10+ 0,19 13,13 £ 0,49 14,16 £ 0,27 13,78 £ 0,60
24h 12,76 £ 0,32 12,01 £ 0,09 11,38 £0,15%*%* 10,64 + 0,85%* 10,30 £ 0,97* 11,68 +£ 0,26 11,23 £0,42

48h 11,66 +0,25% 11,50 £ 0,09 11,04 £ 0,24 9,70 £ 0,87 9,00 £ 1,07%%* 10,76 £ 0,44 10,17 £ 0,65
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Tabela 12. Valores de hematécrito (%) em animais do grupo Controle, I.M. (1 e 3 mg.kg™), .P. (1 e 3 mg.kg") e S.C. (1 e 3
mg.kg!). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mg.kg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg') S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")

6h 41,61 + 0,69 48,58 +0,95%** 46,33 +(0,85%* 40,74 £ 0,71 40,16 + 1,41 44,45 + 1,05 4454 + 141

24h 40,57+ 1,21 36,73 £ 0,38%* 35,73 £ 0,54%** 32,86 £2,91%* 33,80 +2,28* 35,63 +£0,99* 34,49 + 1,48%*

48h 36,67 £0,77# 36,05 £ 0,36 34,15 +0,87 30,79 £2,81% 31,28 +1,90 33,33 +£1,58 32,26 +1,83%
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Tabela 13. Contagem de plaquetas (.10.mL™") em animais do grupo Controle, I.M. (1 e 3 mg.kg™), I.P. (1 e3mg.kg’) e S.C. (1 e 3
mg.kg!). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg") S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")

398,90 + 334,00 +

6h 923,50 £ 33,54 1.063,00 + 34,43 226,40 £26,76%** 715,00 £ 121,30 546,70 £ 163,10**
59,823 35,74
640,80 + 482,70 + 485,30 +

24h 929,30 £ 54,36 899,30 + 46,14 821,40 £ 74,10 750,90 £ 110,20
59,042 95,29%*% 127,50% %%

48h 939,50 £ 62,42 1.064,00 £ 21,07 796,80 + 92,47° 683,00 £56,91* 755,20 £ 74,52 1.013,00 £ 72,58 875,40 £ 112,00
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Tabela 14. Valores de RDW (%) em animais do grupo Controle, I.M. (1 e 3 mg.kg”), I.P. (1 e 3 mg.kg") e S.C. (1 e 3 mg.kg™).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle LM. (1 mg.kg") LM.(3mgkg') LP.(1mg.kg") LP.(3mgkg") S.C.(1mgkg') S.C.(3mg.kg")
6h 12,62 £ 0,18 13,30 £ 0,14 12,76 £ 0,13 13,10 £ 0,32 13,23 £ 0,49 12,40 £ 0,10 12,66 £ 0,24
24h 12,48 £ 0,20 12,54 £ 0,13 12,10 £ 0,22 12,71 £0,23 13,05 £ 0,57 12,25+ 0,11 12,35 +£0,15

48h 12,94 £ 0,32 13,28 £ 0,17 13,00 £ 0,18 14,80 = 0,88** 14,02 £ 0,43 12,99 £ 0,30 13,73 £ 0,28
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Tabela 15. Valores de glicemia (g.dL™" ) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™, i.m.) e VBj + CA-ll (3 mg.kg”" + 1 mg.kg™,
i.m.). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-Il
6h 82,62 + 5,46 80,88 + 4,34 71,38 £4,50
24h 100,80 + 3,88" 126,30 + 3,90** 103,50 + 4,372

48h 100,50 + 4,90* 146,50 + 6,91*** 95,75 + 1,422
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Tabela 16. Valores de AST (U.L™") em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™”, i.m.) e VBj + CA-ll (3 mg.kg” + 1 mg.kg™, i.m.).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o0 grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-Il
6h 123,60 * 4,68 219,60 £7,11*** 212,80 +6,75***
24h 130,60 + 2,32 258,80 £ 9,84*** 247,70 £7,31***

48h 136,50 + 3,28 140,10 £ 5,95 137,60 £ 5,31
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Tabela 17. Valores de ALT (U.L" ) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™, i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg™ + 1 mg.kg™, i.m.).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o0 grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 34,45 + 0,77 48,82 + 4 59** 33,08 + 3,42°
24h 44,25 + 3,05% 43,00 + 3,70 43,00 + 3,81

48h 42,75 + 3,01* 34,70 + 158 31,33 £1,11*




115

Tabela 18. Valores de uréia (g.dL™ ) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™, i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg”" + 1 mg.kg™, i.m.).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o0 grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 21,63 +1,08 58,63 + 3,35"** 47,38 + 2,39***4
24h 21,96 + 0,94 23,25 + 0,67 18,17 £ 1,10

48h 22,80 +1,35 33,13 £2,31™** 28,26 + 1,26
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Tabela 19. Valores de creatinina (g.dL™ ) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™”, i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg' + 1 mg.kg™,
i.m.). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 0,40 + 0,02 0,80 +0,14*** 0,41 +£0,01°
24h 0,40 +0,3 0,92 + 0,10 0,40 +0,02°

48h 0,39 £ 0,03 0,55 +0,03* 0,37 +£0,02°
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Tabela 20. Valores de 4cido drico (g.dL™" ) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg ', i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg™ + 1mg.kg™,
i.m.). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 1,38 £ 0,06 1,51 £ 0,11 1,38 £ 0,15
24h 1,43 + 0,05 2,37 £0,31** 1,95 +£0,15*

48h 1,46 £ 0,11 2,49 £ 0,20*** 1,97 £0,15*°
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Tabela 21. Valores de creatinoquinase (U.L™ ) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg', i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg™' +
1mg.kg™, i.m.). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. #p<0,05,
diferenca significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o
grupo controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de
tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 186,50 + 14,00 2737,00 + 747,10*** 1017,00 £ 138,50**°
24h 195,30 £ 17,89 201,30 £ 34,39 154,90 + 8,31

48h 202,50 = 11,47 210,70 £ 50,16 148,80 + 12,86
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Tabela 22. Contagem de leucécitos (.10°.mL™") em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™”, i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg™ + 1
mg.kg™”, i.m.). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05,
diferenca significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o
grupo controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de
tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 10,94 £ 0,46 5,14 £ 0,29*** 7,36 £ 0,57***2
24h 11,25 £ 0,55 9,25 + 0,54" 8,70 £ 0,49**

48h 12,69 £ 0,56# 11,78 £ 0,44 11,37 £0,92
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Tabela 23. Contagem de eritrcitos (.10°.mL™") em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™, i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg™ + 1
mg.kg™”, i.m.). Valores expressos como média * erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05,
diferenca significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o
grupo controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de
tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 6,76 £ 0,16 8,58 + 0,22*** 7,75 + 0,14**@
24h 6,18 + 0,20 6,39 +0,13 5,98 + 0,22

48h 5,84 + 0,22* 6,03 £ 0,11 5,45 +0,14
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Tabela 24. Valores de hemoglobina (g.dL™") em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™, i.m.) e VBj + CA-ll (3 mg.kg™" + 1
mg.kg™”, i.m.). Valores expressos como média *+ erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05,
diferenca significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o
grupo controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de
tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 13,21 £ 0,34 15,78 + 0,35*** 14,83 +0,15**
24h 12,44 + 0,30 11,95 +£0,23 11,52 + 0,33

48h 11,45 +0,31* 11,48 £0,22 10,67 £0,22
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Tabela 25. Valores de hematécrito (%) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™’, i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg” + 1 mg.kg™,
i.m.). Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 41,61 £0,69 49,49 £+ 1,28*** 47,10 £ 0,55**
24h 40,57 £1,22 37,22 £ 0,66™* 35,22 +1,04*

48h 36,67 +0,77# 35,15 £ 0,64*** 31,25 +0,82°
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Tabela 26. Contagem de plaquetas (.10°>.mL™") em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™, i.m.) e VBj + CA-Il (3 mg.kg™ + 1
mg.kg™”, i.m.). Valores expressos como média * erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. *p<0,05,
diferenca significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o
grupo controle no mesmo intervalo de tempo. 2p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de
tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-II
6h 923,50 + 33,54 548,50 + 76,51*** 881,50 + 56,19°
24h 929,30 + 54,36 678,10 £ 42,56 704,90 + 50,08

48h 939,50 + 62,42 829,20 + 60,70 765,20 + 58,34




124

Tabela 27. Valores de RDW (%) em animais do grupo Controle, VBj (3 mg.kg™”, i.m.) e VBj + CA-ll (3 mg.kg” + 1mg.kg™, i.m.).
Valores expressos como média + erro padrdo e analisados por two-way ANOVA e teste t de Student. ¥p<0,05, diferenca
significativa entre os grupos controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, diferenca significativa entre os grupos tratados e o0 grupo
controle no mesmo intervalo de tempo. p<0,05, diferenca significativa dos grupos tratados entre si, no mesmo intervalo de tempo.

Tempo Controle VBj VBj + CA-Il
6h 12,62 £ 0,17 12,81 £ 0,10 12,84 £ 0,18
24h 12,48 £ 0,18 12,23 £ 0,13 12,54 +0,18

48h 12,94 £ 0,29 12,84 £ 0,13 12,96 + 0,24
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Tabela 28. Valores basais de pressao arterial média e percentuais de reducao apos tratamento com veneno de B. jararacussu em

ratos Wistar anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg.kg™'). Resultados expressos como média + erro padrao, analisados em
relacao a dose inferior por ANOVA com *p<0,05.

Grupos Basal (mmHg) Reducao Maxima Reducido Temporal (%)
Valor (%) Tempo (s) 1 3 5
10 pg.kg™ 102,70 + 2,81 6,85 1,79 48,17 £12,97 4,20 + 1,47 3,13 £ 0,61 3,17 £ 0,46
30 ug.kg'1 102,20 + 1,54 9,57 £ 0,83 50,80 + 8,39 7,23 +£0,74 6,21 £ 1,41 5,73 £ 0,98*
100 ug.kg'1 100,80 + 1,98 29,62 + 2,58* 45,75 + 2,02 18,52 £ 3,46* 12,40 £ 2,66* 12,19 £ 4,98
300 |.lg.kg'1 101,30 £ 2,84 41,44 + 6,49 35,17 £2,10* 34,18 £ 4,62* 21,48 £2,67* 19,30 + 3,66
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Tabela 29. Valores basais de pressao arterial média e percentuais de reducao apds tratamento com veneno de B. jararacussu e
com veneno pré-encubado com CA-Il por 15 min a 37°C em ratos Wistar anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg.kg™).
Resultados expressos como média * erro padrao, analisados por teste t de student com *p<0,05.

Grupos Basal (mmHg) Reducao Maxima Reducido Temporal (%)
Valor (%) Tempo (s) 1 3 5
VBj 100 |.lg.kg'1 100,50 + 1,85 40,73 £ 3,74 32,80 + 8,26 21,91 +£3,18 13,77 £2,70 11,92 £ 3,17
VBj 100 pg.kg” + | 105,60 + 1,08 8,42 +2,14* 58,00 + 9,99* 5,44 +1,27* 3,56 + 1,00* 1,74 + 0,89*
CA-11 100 pg.kg™
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