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RESUMO

A serpente Bothrops neuwiedi possui veneno que tem acdo principalmente do tipo pro-
coagulante, hemorragica e proteolitica. O veneno da Bothrops neuwiedi quando inoculado,
possui acdo primariamente local e secundariamente sistémica. Os efeitos sistémicos do
envenenamento compreendem alteracdes em diferentes sistemas como: hematoldgico,
cardiovascular, hepatico, urinario, respiratério, imunologico, digestério e nervoso. Os
mecanismos que ocasionam tais alteracfes sdo complexos e 0s varios componentes toxicos
dos venenos podem agir direta ou indiretamente nas células. Este trabalho teve como objetivo
investigar as possiveis alteracdes hematoldgicas e histoldgicas induzidas pelo veneno total e
pelas fracdes fosfolipase A; e lectina C da serpente Bothrops neuwiedi, nos tempos 2, 4, 8, 16
e 24 horas em camundongos Swiss e avaliar as cabenegrinas A-1 e A-1l na neutralizacdo das
atividades biologicas do veneno total da serpente Bothrops neuwiedi analisando seu potencial
antiofidico para possivel complementacdo da soroterapia. Foram estudadas as ac¢des do
veneno total, fosfolipase A, e lectina C sobre o sistema hematoldgico, avaliando o
hemograma, mielograma e esplenograma em diferentes tempos. O hemograma foi realizado
pelo contador de células sanguineas Sysmex-Roche, modelo KX-21N, o mielograma através
da contagem diferencial e morfoldgica das células da medula 0ssea através de laminas obtidas
apos citocentrifugacdo (centrifuga citolégica modelo Incibras) e o esplenograma através da
quantificagdo e morfologia das células em “imprint” do bago. Ap6s 0 estudo hematoldgico,
rins, baco, figado e coracdo foram submetidos a analise histoldgica. Todos os parametros
estudados foram analisados pelo teste de ANOVA e pelo teste ndo-paramétrico exato de
Kruskal-Wallis, com p< 0,05. Os resultados mostraram que as principais alteracdes
quantitativas nas células hematolégicas com o uso do veneno total e as fragdes lectina C e
fosfolipase A, da serpente Bothops neuwiedi foram: discreto aumento do nimero de hemacias
e no hematdcrito, leucocitose e plaquetopenia no sangue periférico; aumento das células
eritroides e mieldides no mielograma e aumento das células miel6ides no esplenograma. Estas
alteraces foram mais evidentes nos tempo de duas e quatro horas apds o envenenamento. As
alteracdes histoldgicas no baco, rins, coracdo e figado, caracterizaram-se principalmente, por
congestdo, edema intersticial, hemorragia, degeneracdo hidropica e processo inflamatorio.
Quando os animais foram tratados com as cabenegrinas, foi verificado que estas nao
conseguiram reverter as alteracGes quantitativas das células no bago provocadas pelo veneno
total. Porém, as cabenegrinas A-l e A-lIl em todas as dilui¢Bes utilizadas foram capazes de
inibir a plaguetopenia, reduzir o aumento da concentragdo de células mielGides no
mielograma e reverter todas as alteracfes histologicas encontradas em todos 0s 0Orgaos
estudados. Também foi visto que a cabenegrina A-l na diluicdo 2,5:1 e as cabenegrinas A-ll
nas diluicdes 2,5:1 e 5:1 neutralizaram as alteragdes na contagem diferencial, ou seja, as
referidas cabenegrinas diminuiram o nimero de neutrofilos segmentados, refletindo também
no namero de neutrofilos totais. Estes resultados sugerem que as cabenegrinas A-1 e A-lI
poderdo no futuro ser utilizadas como coadjuvantes no tratamento do acidente provocado pela
serpente Bothrops neuwiedi.

Palavras chaves: Bothrops; Venenos de Serpentes; Histologia; Contagem de Células Sanguineas



ABSTRACT

The venom of the Bothrops neuwiedi provokes an action mainly of the hemorrhagic,
proteolytic and coagulant type. When inoculated, the venom cause primarily a local action,
and secondarily a systemic action. The systemic effects of poisoning include changes in
various systems such as hematological, cardiovascular, liver, urinary, respiratory, immune,
digestive and nervous. The mechanisms that cause the changes are complex and the various
toxic components of the venom may act directly or indirectly on the cells. This study aimed
first to investigate possible histological and hematological caused by the whole venom and by
the phospholipase A, and lectin C fractions from Bothrops neuwiedi snake, at 2, 4, 8, 16 and
24 hours intervals in mice, and then evaluate the cabenegrins A-l and A-Il in the
neutralization of the biological activities of the snake whole venom, analyzing its anti-
ophidian potential for possible complementation of serum therapy. We studied the actions of
the whole venom and of the phospholipase A, and lectin C fractions on the hematological
system, evaluating the hemogram, the myelogram and the splenogram, at different times. The
hemogram was performed by the Sysmex-Roche blood cell counter model KX-21N; the
myelogram was performed through the differential and morphological count of bone marrow
cells using slides obtained after cytospin (using Cytological Centrifuge model Incibras); and
the splenogram, by quantifying and morphology of the cells in "imprint" of the spleen. After
the hematological study, the kidneys, spleen, liver and heart were subjected to histological
analysis. All studied parameters were analyzed by the ANOVA test and by the nonparametric
Kruskal-Wallis exact test, with p<0.05. The results showed that main quantitative changes in
the hematological cells, using the whole venom and the phospholipase A, and lectin C
fractions were: slight increase in erythrocytes and hematocrit, leukocytosis and
thrombocytopenia, with repercussion in the peripheral blood; increase of erythroid and
myeloid cells in myelogram and increase in myeloid cells in the splenogram. These changes
were more evident two and four hours after the poisoning. The histological changes in the
kidneys, spleen, liver and heart were characterized mainly by congestion, interstitial edema,
hemorrhage, hydropicdegeneration and inflammatory process. When animals were treated
with cabenegrins it was detected that these could not revert the quantitative changes of the
spleen cells caused by the whole venom. However, all dilutions of cabenegrins Al and A-II
were able to inhibit the thrombocytopenia and the increase of myeloid cells in the myelogram,
and reverse all the histological changes found in all the studied organs. The treatment with
cabenegrins also showed that the cabenegrins A-1 (in the 2.5:1 dilution) and the cabenegrins
A-1l (in the 2.5:1 and 5:1 dilutions) neutralized the changes in the differential count, i.e., these
cabenegrins decreased the number of segmented neutrophils, reflecting in the total number of
neutrophils. These results suggest that the cabenegrins Al and A-1l may be used in the future
as an adjunctive treatment of treatment of snake accidents caused by Bothrops neuwiedi.

Keywords: Bothrops; Snake Venoms, Histology, Blood Cell Count



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Presenca da fosseta loreal na serpente peconhenta..........ccceeieiieeiieiiesiiieiiiecneanne, 22
Figura 2 — Tipos de caudas de serpentes PeCONNENTAS. . .....cvviiieiiiiiiiiiiiiiiecssesiieciiaie e 22
Figura 3 — Tipos de denticdo de serpentes peconhentas e ndo peconhentas.........cccoceeieeeenn. 22
Figura 4 — Foto da serpente Bothrops NEUWIEAI. . ......coiviiieiiieiiie e s 27
Figura 5 — Representacdo esquematica dos principais componentes protéicos e ndo protéicos
0O VENENO VIPEITICO. .. ittt ittt ettt st et e st e et e st e et e ste et e tesaseens sreessseessesnssesneeareeanenas 30
Figura 6 — Foto das diversas partes da Harpalyce brasiliana.........cooooeviiiiiiiiiii i 55
Figura 7 — Estrutura das cabenegrinas | € ... .o iiiiiii i iiii i i s sisie e enese s sirreersass s s saeens 56

Figura 8 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de camundongos
Swiss tratados com tween, cabenegrina A-l1 com tween (Cab A-1 e T) e cabenegrina A-1l com
tween (Cab A-ll e T) no tempo 2 horas comparados com 0O grupo
(070] 11 (0] =TSRSS RS PR 71

Figura 9 — Estudo da contagem diferencial de leucocitos, atraveés do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com tween, cabenegrina A-l com tween (Cab A-l e T) e
cabenegrina A-1l com tween (Cab A-ll e T) no tempo 2 horas comparados com 0 grupo
(o010 11 0] [T ST T PSP 72

Figura 10 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com tween, cabenegrina A-l1 com tween (Cab A-l e T) e cabenegrina A-I1 com tween
(Cab A-11 e T) no tempo 2 horas comparados COm 0 grupo CONIOlE. .......cccvevvrierivrieceereeae 73

Figura 11 — Estudo das células hematologicas, através do esplenograma, de camundongos
Swiss tratados com tween, cabenegrina A-I com tween (Cab A-1 e T) e cabenegrina A-11 com
tween (Cab A-l1 e T) no tempo 2 horas comparados com 0 grupo controle............c..cooceveene. 74

Figura 12 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de camundongos
Swiss tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos
2,4, 8,16 e 24 horas, comparados cOm 0 grupo CONtrole..........ccoovviieiieininieiiniees e 76

Figura 13 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de camundongos
Swiss tratados com lectina (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4, 8,
16 e 24 horas, comparados COmM 0 grupo CONIOIE.........oiiiiiiiiiiie e 77

Figura 14 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos
2,4, 8,16 e 24 horas, comparados COm 0 grupo CONErole.........ccovvveieiriininiien e 78

Figura 15 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total, lectina e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas, comparados com 0 grupo
CONEIONB .t 79

Figura 16 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total, lectina e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas, comparados com 0 grupo
(0701011 0] 1= PSSR 80



Figura 17 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-1 com tween (Cab A-
| e T) e cabenegrina A-Il com tween (Cab A-ll e T) no tempo 2 horas comparados com 0
(0] g0ToTo TN oTo a1 o] [ TP 81

Figura 18 — Estudo da contagem diferencial dos leucécitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com 0 grupo controle...................... 83

Figura 19 — Estudo da contagem diferencial dos leucécitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com lectina (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos
tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com 0 grupo CONtrole..........ccccoveevveivecvviciee e, 84

Figura 20 — Estudo da contagem diferencial dos leucécitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle...................... 85

Figura 21 — Estudo da contagem diferencial dos leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e
4,68 mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas, comparados
COM O GIUPO CONEIOIE. ...veitie ittt ettt s ettt n e st ere e ebe e e e s s eae s 86

Figura 22 — Estudo da contagem diferencial dos leucécitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina e fosfolipase (doses 0,996, 4,0 e 4,68
mg/Kag, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas, comparados com 0
(0 g0 o Tl oTo a1 o] [ TP 87

Figura 23 — Estudo da contagem diferencial dos leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-l1 com
tween (Cab A-l1 e T) e cabenegrina A-Il com tween (Cab A-ll e T) no tempo 2 horas,
comparados COM 0 grupO CONEIOIE. .. ...cuii it e 88

Figura 24 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4,
8, 16 e 24 horas, comparados COmM 0 grupo CONLIOIE. .......ccceivvieiie i 90

Figura 25 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com lectina (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e
24 horas, comparados COM 0 grupo CONIOIE. ... c.uuiiiieiie et e 91

Figura 26 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4,
8, 16 e 24 horas, comparados cOm 0 grupo CONEIOle. ........ccceivviiieiiin e 92

Figura 27 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com veneno total, lectina e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas, comparados com 0 grupo
(070] 11 (0] =TSSP PRSP 93

Figura 28 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com veneno total, lectina e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas, comparados com 0 grupo
(0101011 0] [T SRS 94

Figura 29 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com fosfolipase A, e lectina (doses 4,68 e 4,0 mg/Kg, i.p., respectivamente) da
serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com 0 grupo
(070] 11 (0] L= TSP PRP T 95



Figura 30 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4,
8, 16 e 24 horas, comparado COm 0 grupo CONIOIE. ........eevveiieeieieiiieie e 96

Figura 31 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos Swiss
tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-I com tween (Cab A-l1 e T)
e cabenegrina A-Il com tween (Cab A-ll e T) no tempo 2 horas, comparados com 0 grupo
(070] 11 (0] =TRSOOSR 97

Figura 32 — Estudo das células hematologicas, através do esplenograma, de camundongos
Swiss tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos
2,4, 8,16 e 24 horas, comparados COmM 0 grupo CONEFOIE.........ccuviviriierie e 100

Figura 33 — Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de camundongos
Swiss tratados com lectina (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4, 8,
16 e 24 horas, comparados COmM 0 grupo CONIOIE.........ccuvviiiriir et 101

Figura 34 — Estudo das células hematologicas, através do esplenograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos
2,4, 8,16 e 24 horas, comparados cOm 0 grupo CONErole.........cccvvvrieiriininiienieesee e 102

Figura 35 — Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total, lectina e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas, comparados com 0 grupo
(070] 11 (0] =TSSP 103

Figura 36 — Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total, lectina e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas, comparados com 0 grupo
(070011 0] =3O R 104

Figura 37 — Estudo das células hematologicas, através do esplenograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-1 com tween (Cab A-
| e T) e cabenegrina A-I1 com tween (Cab A-Il e T) no tempo 2 horas, comparados com 0
o (0 0Tl oTo a1 o] [ PSSP POPROR 105

Figuras 38 a 41 - Fotomicrografia de rim de camundongo evidenciando os glomérulos e
tabulos renais normais e apds duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o
uso de fosfolipase A, da serpente B. NEUWIEAL........cuviieiiuiiiieiiiiee et s 107

Figuras 42 e 45 - Fotomicrografia de figado de camundongo evidenciando os hepatocitos
normais e apés duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com 0 uso de
fosfolipase Az da Serpente B. NEUWIEAT ........c.ueuiiirie ittt e e 108

Figuras 46 a 49 - Fotomicrografia de coragdo de camundongo evidenciando as fibras
cardiacas normais e ap0s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o uso de
fosfolipase Az da serpente B. NEUWIEAL........ccuvivueiieiriiiie et 109

Figuras 50 a 53 - Fotomicrografia do baco de camundongo evidenciando a polpa vermelha e
a polpa branca normais e ap0s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o
uso de fosfolipase A, da serpente B. NEUWIEAI..........ccuevviriiriireiniiriiiiiise e 110

Figuras 54 a 57 - Fotomicrografia de rim de camundongo evidenciando os glomérulos e 0s
tabulos renais normais e apds duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o
uso de lectina da serpente B. NEUWIEAI..........ceevviiiieiieieiie e 111



Figuras 58 a 61- Fotomicrografia de figado de camundongo evidenciando os hepatdcitos
normais e apos duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o uso de lectina da
SEIPENE B. NEUWIEHI....eiivviiiie ittt ettt sttt eb e b e e e s e e e eenes 112

Figuras 62 a 65 - Fotomicrografia de coracdo de camundongo evidenciando as fibras
cardiacas normais e ap6s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o uso de
lectina da Serpente B. NEUWIBAL........ccoii e e e 113

Figuras 66 a 69 - Fotomicrografia do baco de camundongo evidenciando a polpa vermelha e
a polpa branca normais e ap0s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o
uso de lectina da serpente B. NEUWIEAI..........ccovvviiiieiiiiciie e 114

Figuras 70 a 73 - Fotomicrografia de rim de camundongo evidenciando os glomérulos e
tabulos renai normais e apés duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com 0 uso
de veneno total da serpente B. NEUWIEHI........cccuueiiiiiiiis et 115

Figuras 74 a 77 - Fotomicrografia de figado de camundongo evidenciando os hepatdcitos
normais e ap0s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o uso de veneno
total da Serpente B. NEUWIEUI. .......coiviiiiiie et e 116

Figuras 78 a 81 - Fotomicrografia de coragdo de camundongo evidenciando as fibras
cardiacas normais e apés duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o uso de
veneno total da serpente B. NEUWIEI..........coceeiiiiieieiiie et s 117

Figura 82 a 85 - Fotomicrografia do baco de camundongo evidenciando a polpa vermelha e a
polpa branca normais e ap6s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o Uso
de veneno total da Serpente B. NEUWIEHI........cccuvciieiiiiis et 118



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACTH - horménio adrenocorticotrofico

ADP - Adenosina difosfato

ALT - Alanina aminotransferase

ANOVA - Andlise de variancia

Arg - Arginina

Asp - asparatato

AST - Aspartato aminotransferase

B - Bothrops

BaspTX-Il - Miotoxina-1l isolada da Bothrops asper

BmTx - Miotoxina da Bothrops moojeni

BnSP-6 - Miotoxina isolada da Bothrops neuwiedi pauloensis
BnSP-7 - Miotoxina isolada da Bothrops neuwiedi pauloensis
BthT X-I - Miotoxina bothropstoxin-I isolada da Bothrops jararacussu
BthTX-II - Miotoxina bothropstoxin-Il isolada da Bothrops jararacussu
Bapl - Metaloproteinase hemorrégica

C3 - Complemento 3

Cab - Cabenegrinas

Cab A-l e T - Cabenegrina | e tween

Cab A-1l e T - Cabenegrina Il e tween

Cel - Células

CE - Concentragdo Efetiva

CEPA - Comité de Etica em Pesquisa Animal

CHCM - Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
CIVD - Coagulagdo intravascular disseminada

CK - Creatina quinase

COBEA - Colégio Brasileira de Experimentacdo Animal
CRD - Dominio de reconhecimento de carboidrato

CuHL - Lectinada Agkistrodon contortrix contortrix

CV - Coeficiente de variacdo

DLso - Dose letal 50%

DMC - Dose Minima Coagulante



DMH - Dose Minima Hemorragica

DP - Desvio padréo

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético
E.P.M. - Erro padrdo da média

F(ab’) - Fragmento da molécula de anticorpo de 1gG
Fc - Fragmento constante

FOS - Fosfolipase

FUNASA - Fundacdo Nacional de Saude
FUNED - Fundacéo Ezequiel Dias

gD - glandula de Duvernoy

gsd - glandula supralabial

gv - glandula venenosa

Gly — Glicina

GP - Glicoproteina

H.E.- Hematoxicilina-eosina

HCM - Hemoglobina corpuscular média

His - Histidina

HISTOVESP - Histologia dos Efeitos Causados pelos Venenos de Serpentes e Plantas
HSP32 - Heat shock protein 32

HSP70 - Heat shock protein 70

IB - Instituto Butantan

i.d.- Intradérmico

IgG - Imunoglobulina G

IL-1 - Interelucina 1

IL-6 - Interelucina 6

IL-8 - Interelucina 8

IRA - Insuficiéncia renal aguda

I.p. - Intraperitoneal

IVB - Instituto Vital Brasil

Lec - Lectina

LM-TL - Lachesis muta thrombin-like enzyme
Lys - Lisina

MjTX-I e Il - Miotoxina-1 e 1l isoladas da Bothrops moojeni
MS - Ministério da Saude



NaCl - Cloreto de sadio

NCAM - Molécula de adeséo de célula neural
NTA - Necrose tubular aguda

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PLA; - Fosfolipase A,

PrTX-I - Miotoxina piratoxina-I isolada da Bothrops pirajai
rpm - Rotacéo por minuto

SBH - Sociedade Brasileira de Herpetologia
Ser - Serina

SESA - Secretaria de Saude do Estado

Sn - Sequentially numbered

SD - Desvio padrédo

SINAN - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
TI-Bp - Trombina 1 Bothrops pauloensis

TCA - Acido tricloroacético

TL - Trombolectina

Tween 80 - Polissorbato 80

Ul - Unidade internacional

UNESP — Universidade Estadual de Sao Paulo
Vv - Volume

VCM - Volume corpuscular médio

V1t - Veneno total



a - Alfa

B - Beta

cm - Centimetro

dL - Decilitro

OC - Grau centigrado
fL - Fentolitro

g - Grama

h - Hora

kDa - Kilodalton

Kg - Kilograma

K - Micron

Mg - Micrograma

KL - Microlitro

m - Massa

mg - Miligrama

mL - Mililitro

mm?® - Milimetros ctbicos
pg - Picograma

% - Porcentagem

LISTA SIMBOLOS



SUMARIO

1 INTRODUCAO 21
1.1 Classificacdo das Serpentes 21
1.2 Epidemiologia 24
1.3 Distribuicdo e Caracteristicas das Serpentes do Género Bothrops 25
1.4 Caracteristicas gerais e composicao dos Venenos Ofidicos 28
1.4.1 Principais componentes dos venenos viperidicos 31
1.4.1.1 Metaloproteases 31
1.4.1.2 Serinoproteases 33
1.4.1.3 Lectina C 35
1.4.1.4 Fosfolipase A, 37
1.5 Alteracgdes Clinicas e Patol6gicas no Envenenamento Botropico 41
1.5.1 Alteracdes histotologicas no figado, baco, coracdo e rins apos

envenenamento 43
1.5.2 Alteracdes hematoldgicas ap6s envenenamento 45
1.6 Agentes Antiofidicos 48
1.6.1 Soroterapia. 48
1.6.2 Potencial Antiofidico de Extratos Vegetais 51
1.6.3 Harpalyce Brasiliana Benth 54
2 OBJETIVOS 59
2.1 Objetivo Geral 59
2.2 Objetivos especificos. 59
3 MATERIAIS E METODOS 60
3.1 Animais Experimentais 60
3.2 Veneno 60
3.3 Cabenegrinas A-l e A-ll 60
3.4 Envenenamento Experimental 61
3.5 Procedimento experimental para neutralizacdo usando as cabenegrinas A-I

e A-ll 63
3.6 Coleta do material para a realizacdo do hemograma, mielograma,

esplenograma e exame histologico 65
3.7 Determinag0es Laboratoriais 66
3.7.1 Analise Hematologica 66
3.7.1.1 Hemograma 66
3.7.1.2 Mielograma 67
3.7.1.3 Esplenograma 68
3.7.1.4 Critérios para classificacdo das células hematopoiéticas 68
3.7.1.4.1 Relacdo mieloide-eritréide 69
3.7.1.4.2 Relacdo linfoide-eritroide 69
3.8 Analise Histoldgica 69
3.9 Reagentes Utilizados nos Experimentos 70
3.10 Analise Estatistica 70
4 RESULTADOS 71




4.1 Resultados do hemograma, mielograma e esplenograma dos camundongos
Swiss tratados com salina, tween, cabenegrina A-I com tween e cabenegrina A-

Il com tween 71
4.2 Resultados do hemograma dos camundongos Swiss tratados com
fosfolipase A, lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi em diversos
tempos e tratamento com as cabenegrinas A-1 e A-ll 76
4.3 Resultados do mielograma dos camundongos Swiss tratados com
fosfolipase A,, lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi em diversos
tempos e tratamento com as cabenegrinas A-1 e A-ll 90
4.4 Resultados do esplenograma dos camundongos Swiss tratados com
fosfolipase A,, lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi em diversos
tempos e tratamento com as cabenegrinas A-1 e A-ll 100
4.5 Resultados das analises histoldgicas dos 6rgdos de camundongos Swiss
tratados com fosfolipase A, lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi
em diversos tempos e tratamento com as cabenegrinas A-l1 e A-ll 107
5 DISCUSSAO 120
5.1 Alteraces da série vermelha 120
5.2 Alteragdes da serie branca 123
5.3 Alterag0es da serie plaquetaria 125
5.4 Alterages das células da medula dssea 127
5.5 Alteracgdes das células do bago 129
5.6 Alteracgdes histoldgicas 131
5.7 Tratamento com as cabenegrinas 134
6 CONSIDERAQ@ES FINAIS 137
7 CONCLUSOES 139
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 140
APENDICES 160
ANEXO 166




21

1 INTRODUCAO

1.1 Classificagcéo das serpentes

As serpentes sdo ofidios vertebrados que compdem a classe Reptila, subclasse
Lepidosauria, ordem Squamata e subordem Serpentes. No mundo, sdo conhecidas cerca de
3.000 espécies de serpentes, distribuidas entre 465 géneros e 20 familias. Dentre as 3.000
espécies, 10 a 14% sdo consideradas peconhentas (PINHO; OLIVEIRA; FALEIROS, 2004).

Serpentes peconhentas sdo aquelas que produzem toxinas em glandulas especializadas
e tém estruturas apropriadas (ferrGes, dentes, espinhos) para inocula-las, ocasionando
intoxicacOes sérias no homem e em outras espécies animais. Existem algumas caracteristicas
importantes que distinguem as serpentes peconhentas das ndo peconhentas: a presenca da
fosseta loreal, particularidades da cauda, da cabeca, da denticdo e dos olhos (CARDOSO,
2003).

A fosseta loreal, localizada entre as narinas e os olhos, € uma membrana rica em
terminacdes nervosas ligadas ao cérebro, funcionando como um 6rgao termo sensorial, esta
presente somente nas serpentes peconhentas (Figura 1). As serpentes do género Micrurus sdo
uma excecdo, pois, apesar de serem peconhentas, ndo apresentam fosseta loreal e possuem
dentes inoculadores pouco desenvolvidos. Dentre as serpentes com fosseta loreal, as que
possuem cauda lisa sdo as do género Bothrops, as com chocalho na cauda sdo do género
Crotalus e as com cauda com escamas arrepiadas sdo do género Lachesis (Figura 2) (PINHO;
PEREIRA, 2001).

Com relacdo a dentigdo (Figura 3), esta pode ser de quatro tipos; aglifa, opistoglifa,
proteroglifa e solendglifa. A denticdo &glifa se caracteriza por um maxilar sem dentes
sulcados para inoculacdo do veneno, podem ou ndo ter glandulas de veneno enquanto que na
denticdo opistdglifa os dentes inoculadores estdo localizados na regido posterior do maxilar
(PINHO; PEREIRA, 2001).

A denticdo proteroglifa se caracteriza por dentes pequenos e maci¢os, um par de
dentes dianteiros semi-caniculados de tamanho semelhante aos outros e que limita a injecao
do veneno. Solendglifa é um tipo de denticdo caracterizada por um par de dentes dianteiros
caniculados, maiores que outros dentes e com a capacidade de se movimentarem para frente
no momento de injetar o veneno. Tal especializacdo permite a essa familia de serpentes

peconhentas maior eficiéncia na inoculacao da peconha (YOUNG; KARDONG, 1996).



Figura 1l —Presenca da fosseta loreal na serpente peconhenta
Fonte: BUONONATO, 2011
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Cauda lisa Cauda em escamas Cauda em chocalho

Figura 2 — Tipos de caudas de serpentes peconhentas
Fonte: BRASIL, 2001

Figura 3 — Tipos de denticdo de serpentes pegonhentas e ndo peconhentas
A - denticdo aglifa, B - opistoglifa, C - proterdglifa, D - solendglifa

gsd - glandula supralabial, gD - glandula de Duvernoy, gv - glandula venenosa
Fonte: CARDOSO, 2003
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As glandulas de peconha das serpentes derivam das glandulas salivares e estdo
localizadas atrds dos olhos, na maxila superior. Elas constituem tecido altamente
especializado em produzir e armazenar proteinas, secretando-as por meio de contracGes
musculares no instante da picada. Os mecanismos que regulam a producdo de peconha nestas
glandulas séo desconhecidos, sabendo-se apenas que sua producdo depende da concentracéo
de material protéico armazenado no limen glandular (JUNQUEIRA DE AZEVEDO; HO,
2002).

Com relacdo ao corpo e aos olhos, as serpentes peconhentas tém o corpo de espessura
grossa e ndao muito alongado, a cauda é curta e afina bruscamente, a cabeca geralmente é
triangular e os olhos tém a pupila em fenda vertical. Enquanto que as serpentes nao
peconhentas tem o corpo fino e longo, a cauda € longa e afina gradualmente, a cabeca
geralmente é arredondada e os olhos tém a pupila arredondada (BARRAVIERA, 1993).

A fauna ofidica no Brasil esta representada por aproximadamente 357 espécies,
classificadas dentro de 73 géneros e reunidas em 9 familias. As espécies de serpentes
peconhentas brasileiras estdo reunidas principalmente em duas familias, Viperidae e Elapidae.
A familia Elapidae é composta por 18 espécies, todas incluidas no género Micrurus. As
serpentes do género Micrurus sdo conhecidas como corais verdadeiras e encontram-se
amplamente distribuidas no Brasil. Seu veneno é fortemente neurotoxico, com acao pré e pés
sinaptica (BRASIL, 2001).

A familia Viperidae é composta pelos géneros Bothriopsis, Porthidium, Bothrops,
Crotalus e Lachesis, dos quais apenas os trés Gltimos adquirem importancia epidemioldgica.
O género Bothrops ocorre em todo o territorio nacional enquanto que, o Lachesis em areas
Umidas, em regides de floresta e na regido Amazoénica. Em contraste, o género Crotalus ndo é
encontrado nestas regides e no litoral, sendo encontrado preferencialmente em areas secas. Os
venenos de serpentes da familia Viperidae se caracterizam por efeitos proteoliticos intensos,
sistémicos e locais, como hemorragia, edema, necrose e coagulagio sanguinea (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000).
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1.2 Epidemiologia

Os acidentes ofidicos representam um grande problema de salde publica nos paises
em desenvolvimento, dada a incidéncia de casos, a gravidade e as sequelas que causam. A
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que ocorram aproximadamente 5.000.000 de
acidentes ofidicos por ano no mundo, ocasionando 50.000 mortes especialmente nas areas
rurais de paises tropicais da Asia, Africa e América do Sul (CHIPPAUX, 1998). A
mortalidade é maior na Asia e na Africa. No Brasil, o Ministério da Satide contabiliza 20.000
acidentes ofidicos por ano, com uma média de 120 vitimas fatais. No periodo de 2000 a 2009
foram registrados no nosso pais 242.128 acidentes ofidicos (SINAN, 2011).

Existem aproximadamente 3.000 espécies de serpentes no mundo das quais 10% a
14% sdo consideradas peconhentas. As serpentes peconhentas foram classificadas de acordo
com as suas caracteristicas morfoldgicas, em quatro familias: Vipiridae, Elapidae,
Hydrophidae e Colubriadae (BARRAVIERA, 1993).

Como citado anteriormente, em nosso pais, duas familias de serpentes sdo de interesse
em saude publica, a Elapidea e a Viperidae. A familia Viperidae é formada pelos géneros
Bothriopsis, Porthidium, Bothrops, Crotalus e Lachesis enquanto que a familia Elapidea é
formada pelo género Micrurus (BRASIL, 2001). Dentre os géneros existentes no Brasil
destaca-se 0 Bothrops que € responsavel por 90% dos acidentes no pais, o género Crotalus
responsavel por 9% e os géneros Lachesis e Micrurus responsaveis por 1% e 0,5% dos
acidentes, respectivamente (BARRAVIEIRA, 1993).

Na América do Sul, o Brasil é o pais com maior nimero de acidentes com cerca de
20.000 casos por ano, seguido pelo Peru (4.500), Venezuela (2.500 a 3.000), Colémbia
(2.675), Equador (1.200 a 1.400) e Argentina (1.150 a 1.250) (Brasil, 2001; SINAN, 2001).

Dados epidemiologicos mostram que a ocorréncia do acidente ofidico no Brasil esta,
em geral, relacionada a fatores climaticos e aumento da atividade humana nos trabalhos no
campo, acometendo preferencialmente individuos do sexo masculino e com idade variando
entre 14 a 49 anos. A parte do corpo mais atingido no acidente sdo os membros inferiores e
superiores com 70,8% e 13,4% dos casos, respectivamente (STRUCHINER; BOCHNER,
2002).

Dentre as regides do Brasil, a regido Nordeste € a que apresenta 0 menor coeficiente
de incidéncia anual de acidentes ofidicos (7,65 acidentes/100 mil habitantes) quando
comparado ao coeficiente nacional, provavelmente devido a subnotificacao, tendo em vista as

dificuldades de acesso aos servigos de saude dessa regido. Entretanto, segundo o Ministério da
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Salde, € a regido Nordeste que detém o maior indice de letalidade (0,81%) em relagdo as
outras regides do pais (Centro-Oeste 0,63%, Norte 0,53%, Sul, 0,33% e Sudeste 0,26%)
(BRASIL, 2001).

No Ceard, a notificacdo dos acidentes ofidicos € realizada pela Secretaria de Saude do
Estado (SESA, 1991), atraves da Comissdo Estadual de Controle de Zoonoses. Entre 1999 a
2003, foram notificados pela Secretaria de Saude do Estado do Ceard, 1.203 acidentes
ofidicos, resultando em uma incidéncia média de 3,24 casos de ofidismo a cada 100.000
habitantes. Nesta ocasido, 0 municipio de maior incidéncia de acidentes ofidicos foi Itapilna,
com incidéncia de 65,13 casos/100.000 habitantes, seguido por Deputado Irapuan Pinheiro
(57,24 cas0s/100.000 habitantes) e Alto Santo (45,47 casos/100.000 habitantes), sendo que a
maioria dos acidentes foi provocada por serpentes do género Bothrops. E importante ressaltar
que ndo foram verificados dbitos neste periodo (LIRA-DA-SILVA et al., 2009).

Dados recentes do Ministério da Saude, através do Sistema de Informacdo de Agravos
de Notificacdo indicaram 22.763 casos de envenenamento no Brasil em 2009, sendo que cerca

de 74% foram causados por serpentes do Género Bothrops (SINAN, 2011).

1.3 Distribuicao e caracteristicas das serpentes do género Bothrops

O Género Bothrops pertence a familia Viperidae constitui 0 género mais numeroso,
com 32 espécies catalogadas. Ocorrem na América Central e América do Sul, ocupando todo
territorio brasileiro. Estas serpentes sdo conhecidas popularmente como jararaca, caicara,
patrona, combdia, malha de sapo, surucucurana, urutu-cruzeiro e outras denominacdes.
Caracterizam-se por possuirem tamanhos que variam de 40 cm a 2 metros de comprimento,
grande variedade de cores e desenhos, a cauda sem maiores modificagdes, geralmente com
escamas subcaudais em pares, cabeca triangular, fosseta loreal que se localiza entre a boca e
as narinas e aparelho inoculador do tipo solendglifo. Sdo consideradas as serpentes mais
agressivas do pais, quando se sentem ameacadas, desferem botes sem produzir ruidos.
(BARRAVIEIRA, 1993).

Sa0 muitas as espécies de serpentes Bothrops consideradas de interesse para a saude
publica, com ampla distribuicdo geografica. Dentre as espécies destacam-se a B. atrox
encontradas no Norte do pais, B. erythromelas, na regido Nordeste, B. jararaca, na regido Sul

e Sudeste, B. jararacussu, no Cerrado da regido Central e em florestas tropicais do Sudeste, B.
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alternatus, distribuidas no Sul do Brasil e o complexo B. neuwiedi, encontradas em todo
territorio nacional, exceto Amazonas (PINHO; PEREIRA, 2001).

O complexo Bothrops neuwiedi, assim denominado devido ao grande numero de
espécies que agrega, distribui-se amplamente pela América do Sul. O complexo B. neuwiedi
era constituido por doze subespécies, a maioria presente no Brasil. Entretanto, com a revisao
taxonébmica do complexo B. neuwiedi realizado por Silva (2000) baseado na andlise de
multiplos caracteres morfologicos as doze subespécies passaram a ser consideradas sete
espécies distintas: B. neuwiedi, B. diporus, B. lutzi, B. mattogrosensis, B. pauloensis, B.
pubescens e Bothrops marmoratus. A espécie B. neuwiedi relne, dessa maneira, as antigas B.
n. goyasensis, B. n. meridionalis, B. n. paranaensis e B. n. urutu, ocorrendo na Bahia, Minas
Gerais, Goias, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Parand. B. lutzi, foi elevada a
categoria de espécie e sinonimizada com B. n. neuwiedi, B. n. piauyensis e B. iglesiasi com
uma ocorréncia restrita a0 Maranhdo, Piaui, Ceard e Bahia (SILVA; RODRIGUES, 2008).
Esta nova classificacao foi aceita pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH, 2005).

Recentemente, Fenwick et al. (2009) propuseram uma nova classificacdo taxonémica
para 0 género Bothrops, utilizando uma analise combinada de caracteres morfologicos e
moleculares de 32 espécies de Bothrops, 6 Bothriopsis e 5 de Bothrocophias. Cada uma das 4
principais linhagens monofiléticas recuperadas foi considerada como um género:
Rhinocerophis, Bothriopsis, Bothrops e Bothropoides. Dessa forma, o género Rhinocerophis
seria composto pelas espécies do grupo alternatus (B. alternatus, B. ammodytoides, B.cotiara,
B. fonsecai, B. Itapetinga e B. Jonathan). O género Bothriopsis ficaria constituido pelas
espécies do grupo taeniatus (B. taeniatus, B. bileneatus, B. medusa, B. oligolepis, B.
peruvianus e B. pulcher). O género Bothrops ficaria restrito as espécies do grupo atrox (B.
atrox, B. leucurus, B marajoensis, B. colombiensis, B. isabele, B. asper, B. punctatus, B.
osbornei, B. venezuelensis e B. moojeni), as espécies do grupo jararacussu (B. jararacussu, B.
santaecrucis, B. muriciensi, B. pirajai e B. brazili) e as espécies do grupo lanceolatus (B.
lanceolatus e B. caribbaeus). E, o género Bothropoides ficaria constituido pelas espécies do
grupo jararaca (B. jararaca, B. alcatraz e B. insularis) e as espécies do grupo neuwiedi (B.
neuwiedi, B. pauloensis, B. erythromelas, B. marmoratus, B. mattogrossensis, B. diporus, B.
pubescens e B. lutzi). Assim, a serpente Bothrops neuwiedi passaria a ser chamada de
Bothropoides neuwiedi (FENWICK et al. 2009).

Como esta nova classificacdo taxondmica ainda estd em adaptacdo, optamos neste
trabalho, a continuar utilizando a nomenclatura anterior (Silva, 2000), para evitar problemas

inerentes a mudanca de nomes de espécies.
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A serpente Bothrops neuwiedi (Figura 4), objeto de estudo neste trabalho, é conhecida
popularmente como, jararaca do rabo branco, do rabo de o0sso, boca de sapo e jararaca
pintada, devido ao fato de os jovens e, alguns animais adultos, terem a extremidade da cauda
clara, geralmente amarelada. Elas utilizam esta parte branca da cauda para atrair a presa. Elas
ficam enrodilhadas movimentando a extremidade clara como se fosse um verme ou uma
lagarta, atraindo pequenos lagartos e anfibios. Estas serpentes chegam a medir 1,60 metros,
possuem coloracdo variavel entre cinza, marrom ou pardo de acordo com a subespécie, com
manchas triangulares escuras e ventre amarelado. Tém habitos noturnos ou crepusculares,
vivendo preferencialmente em ambientes imidos como matas e areas cultivadas e locais onde
haja facilidade para proliferacdo de roedores. Sdo encontradas no Brasil, Paraguai, Bolivia,
Uruguai e Argentina. No Brasil, tém distribuicdo ampla pelo territério nacional (com excecdo
da Amazonia), sdo encontradas de preferéncia em lugares secos, pedregosos e até semi-aridos,
alimentam-se de pequenos lagartos, pequenos anfibios e pequenos roedores, tém reproducdo
vivipara, nascendo de 16 a 20 filhotes no inicio da estacdo chuvosa (BELLUOMINI, 1984).

Estas serpentes alem de serem muito rapidas no ataque sao consideradas espéecies das
mais perigosas e produzem um bom niimero de acidentes. Seu veneno possui agédo hemolitica,
coagulante e proteolitica podendo ocasionar manifestacfes locais e/ou sisttmicas (BORJA-
OLIVEIRA et al., 2003).

Em um levantamento realizado por Rojas; Gongalves; Almeida-Santos (2007) o grupo
das serpentes neuwiedi foi o terceiro maior responsavel pelos acidentes provocados por
Bothrops no Noroeste do estado de S&o Paulo, e em algumas regides chegou a ser o maior

responsavel, como na regido Nordeste.

Figura 4 — Foto da serpente Bothrops neuwiedi
Fonte: COSTA, 2011
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1.4 Caracteristicas gerais e composi¢ao dos venenos ofidicos

Os venenos das serpentes peconhentas sdo produzidos por dois tipos de glandulas:
Duvernoy e de peconha. A glandula Duvernoy é constituida por varias células serosas e nao
apresenta lumem para estocagem ou musculo responsavel pela liberacdo de peconha, sendo a
peconha liberada atraveés da pressdo realizada pela mandibula da serpente no ato da
alimentacdo ou defesa. Por outro lado, a glandula de pegonha possui células de formato
triangular e a peconha produzida é estocada em um grande limem. A ejecdo e 0 movimento
das presas inoculadoras de peconha s&o realizados voluntariamente pelo controle muscular
(WEINSTEIN; KARDONG, 1994).

As serpentes do género Bothrops possuem um par de glandulas exdcrinas localizadas
junto a margem inferior da mandibula superior destes animais, sendo estas secrecdes
compostas por uma mistura complexa de moléculas de diferentes naturezas quimicas que
agem em diversos sistemas biolégicos (JUNQUEIRA DE AZEVEDO; HO, 2002). Tais
secrecOes venenosas sdo produzidas com o objetivo de imobilizar, matar e digerir a presa,
acrescido de um efeito defensivo contra predadores (MEBS, 2001).

A peconha é composta por varias substancias, cuja proporcao e caracteristicas variam
entre familias, géneros e espécies e entre as mesmas espécies, a composicdo do veneno pode
variar ainda em fungdo da idade e do sexo do animal, habitos alimentares, da distribuicio
geografica, do carater individual entre serpentes e sazonalidade. Exemplo disso ocorre nas
fémeas de B. jararaca, que produzem cinco vezes mais veneno do que 0s machos
(FURTADO; TRAVAGLIA-CARDOSO; ROCHA, 2006).

E importante ressaltar também, que a intensidade dos sintomas apds envenenamento
esta relacionada com a quantidade de veneno inoculado, que por sua vez, depende do tamanho
da serpente, como também, se ela atacou alguma outra presa recentemente (PINHO;
PEREIRA, 2001). No caso de serpente do género botrépico, ha uma diferenca entre o veneno
do filhote, que é predominantemente coagulante, e do adulto, com maior acdo proteolitica e
menor acdo coagulante (JORGE; RIBEIRO, 1990).

Os componentes do veneno podem ser divididos em uma parte protéica e uma ndo
protéica. A parte protéica representa 90 a 95% do peso seco do veneno e é constituida por
uma gama de proteinas com ou sem atividade enzimatica e peptideos, sendo esta responsavel
por quase a totalidade dos efeitos bioldgicos do veneno. A parte ndo protéica do veneno
corresponde a cerca de 0,5 a 1% do peso seco do mesmo e é formada por componentes

inorganicos (calcio, sodio, potassio, fosforo e magnésio e pequenas quantidades de metais
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como zinco, ferro, cobre, cobalto e manganés) e componentes organicos (aminoacidos livres,
citrato, carboidratos, nucleotideos e aminas biogénicas). Nem todos esses metais séo
encontrados em todo tipo de veneno e a quantidade de cada metal varia com a espécie de
serpente (BJARNASON; FOX, 1994; KARALLIEDDE, 1995).

De acordo com as caracteristicas estruturais e funcionais, as proteinas enzimaticas
presentes nos venenos das serpentes Bothrops podem ser divididas em varias classes, como:
fosfolipases A,, nucleotidases L-aminoacido oxidases, metaloproteases, serinoproteases,
hialuronidases, fosfatases, catalases, etc; agindo de forma isolada ou sinérgica no organismo
de suas vitimas (GUTIERREZ, 2002). A presenca de hialuronidase explica a rapidez da
absorcdo pelo aumento da perfusdo através dos tecidos.

As proteinas desprovidas de atividade enzimatica dos venenos ofidicos contém toxinas
especificas, que podem afetar funcBes vitais de nervos, musculos, coracdo, sangue e
permeabilidade das membranas. Merecem destaque as lectinas tipo C, neurotoxinas e
cardiotoxinas (GUTIERREZ, 2002).

O componente ndo protéico do veneno botrépico desempenha papel coadjuvante na
acdo enzimatica sendo pouco expressivo em quantidade e em agao biologica. Os constituintes
inorganicos como o calcio, magnésio e manganés parece ter papel importante na estabilizacéo
de certas proteinas do veneno, enquanto que o zinco, cobre, cobalto e ferro possivelmente
atuam nos mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos como as
metaloproteases (BRAUD; BON; WISNER, 2000; AIRD, 2002). Dentre os constituintes
organicos, 0os aminoacidos se destacam por apresentam atividade biologica. Os venenos
contém somente uma pequena quantidade de aminoacidos livres e 11 desses foram detectados
no veneno da Trimeresurus mucrosquamatos. Em Vipera ammodytes foram encontrados
histidina, &cido aspartico, glicina, acido glutamico, serina, alanina e espermina
(BJARNASON; FOX, 1994).

De forma resumida, a figura 5 a seguir, apresenta os principais componentes protéicos,

peptidicos e ndo-protéicos do veneno viperidico.
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[ Veneno Viperidico ]

Componentes Componentes
Protéicos Nao protéicos
Enzimaticos N&o Peptideos Organicos | | Inorganicos
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Argeninaesterases vasos endoteliais Miotoxicos Manganés
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Heparinases

k Ribonucleases /

Figura 5 — Representacao esquemética dos principais componentes protéicos e ndo protéicos do veneno
viperidico (adaptado de MARKLAND JR, 1998)
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1.4.1 Principais componentes dos venenos viperidicos
Entre 0os componentes presentes nos venenos das serpentes pertencentes a familia
Viperidae destacam: as fosfolipases A,, metaloproteases, serinoproteases e lectina C por

apresentarem uma ampla variedade de efeitos bioldgicos (GUTIERREZ, 2002).

1.4.1.1 Metaloproteases

As metaloproteases sdo proteinas abundantes em venenos de serpentes viperidicas que
dependem da ligacdo de um metal, geralmente o zinco, em seu sitio catalitico, para
manifestacdo de suas atividades enziméticas. Elas sdo importantes na fisiopatologia do
envenenamento sendo responsavel pela ativacdo do complemento, edema, hemorragia local e
sisttmica e dermonecrose observada nas vitimas. Nos venenos do género Bothrops estas
enzimas provocam hemorragias sérias e, por isso, sdo classicamente conhecidas por toxinas
hemorragicas ou hemorraginas (SERRANO; FOX, 2005).

No desencadeamento da hemorragia, as metaloproteases agem de duas maneiras inter-
relacionadas: por acdo direta sobre as células endoteliais dos capilares e degradando a
membrana basal. No que se refere a degradacdo da membrana basal, sabe-se que as
metaloproteinases atuam degradando proteinas da matriz extracelular, principalmente
colageno do tipo IV, fibronectina e a laminina (KAMIGUTI, 2005). A destruicdo da
membrana basal e da matriz extracelular leva a um consequente descolamento e lise das
células endoteliais dos capilares, resultando na morte destas células e no extravasamento de
plasma e de células sanguineas para o tecido conectivo, caracterizando um tipo de hemorragia
por ruptura (SERRANO; SAMPAIO; MANDELBAUM, 1993).

As metaloproteases sdo classificadas de acordo com sua massa molecular e
organizacdo desses dominios, em quatro grupos: classe P-I, classe P-Il, classe P-IlI e classe P-
IV. As proteases da classe P-1 apresentam baixo peso molecular (20 a 30 kDa), possuem
apenas um dominio metaloprotease e a agdo hemorragica é baixa ou ausente, mas induzem
lesdo local (GUTIERREZ; RUNCAVADO, 2000).

Na classe P-11 estdo as proteases com massas moleculares variando de 30 a 60 kDa e
com alta atividade hemorragica. Estas proteases possuem além do dominio metaloprotease um
dominio tipo “desintegrina” (responsavel pela inibi¢do da agregacao plaquetaria por ligar-se
ao receptor GBallb/BIIl da plaqueta impedindo a ligacdo com a molécula de fibrinogénio)

(GUTIERREZ; RUNCAVADO, 2000; FOX; SERRANO, 2008).
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As metaloproteases pertencentes a classe P-Ill possuem massa variando de 60 a 90
kDa, sdo altamente hemorragicas e contém trés dominios, “o metaloproteasico”, o tipo
“desintegrina e o carboxi-terminal rico em Cisteina”, parece que este dominio tem a func¢do de
estabilizar o dominio tipo “desintegrina” (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; FOX;
SERRANO, 2008).

Na classe P-1V, estdo as proteases com massa superior a 90 kDa, mas com pequena
atividade hemorréagica. Possuem além dos trés dominios anteriormente citados, dois dominios
lectina, que atuam como marcador para alvo de protedlise (GUTIERREZ; RUCAVADO,
2000).

Dentre as proteases, existem as enzimas fibrinogenoliticas que clivam
preferencialmente as cadeias a da fibrina e do fibrinogénio e mais lentamente a cadeia 3
destas proteinas, levando a incoagulabilidade sanguinea (MARKLAND JR, 1991). Como
exemplos de proteinas dessa classe, destacam-se a Bapl isolada de Bothrops asper e a
neuwiedase purificada a partir da Bothrops pauloensis.

A neuwiedase & uma metaloprotease dependente de zinco para exercer seu efeito
catalitico, representa 4,5% do peso seco do veneno de Bothrops pauloensis e sua massa
molecular é de aproximadamente 24 a 25 kDa (RODRIGUES et al., 2000). E uma a-
fibrogenase pertencente a classe P-lI, que degrada preferencialmente a cadeia A do
fibrinogénio, sendo também capaz de degradar a cadeia Bf} e ndo interferir com a cadeia y.
Esta protease € isenta de atividade hemorragica em teste subcutaneo, mas capaz de induzir
hemorragia local e pulmonar quando aplicada via intramuscular e intravenosa,
respectivamente (BALDO et al., 2008).

A neuwiedase é capaz de degradar alguns componentes da matriz extracelular, como
colageno tipo 1V, laminina e fibronectina agravando a hemorragia. Quando inoculada em altas
doses por via intramuscular, a neuwiedase induz reagdes inflamatdrias concomitantes a
mionecrose, as quais sdo caracterizadas pela presenca de um infiltrado de leucdcitos
polimorfonucleares. Essa protease também induz edema de pata de camundongos cujas bases
farmacoldgicas ainda ndo foram elucidadas, embora se saiba que essa atividade € inibida por
agentes quelantes (RODRIGUES et al., 2000).

Outro grupo de proteases sdo as inibidoras de agregacao plaquetaria, denominadas
como “desintegrina-like”. Elas atuam interagindo especificamente com as plaquetas, via
receptores glicoprotéicos allf3 ou a2B1 (GP Ilib-llla), induzindo o efeito anti-agregante
(ANDREWS; BERNDT, 2000). Ja as proteinas “lectin-like” sdo proteases que se ligam a

motivos de lactose e induzem aglutinacdo de eritrocitos e agregagdo plaquetaria. Estas
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proteinas sdo encontradas em peconhas elapidicas, crotalidicas e viperidicas (OLGIVE; BYL;
GARTNER, 1989).

Assakura et al. (1985) isolaram uma metaloprotease da B. moojeni denominada
protease A. Esta metaloprotease tem atividade proteolitica na caseina e a presenca de calcio
aumenta a sua atividade. Ocasionam hidrolise da gelatina, colageno do tipo I, fibrinogénio,
fibrina e cadeia-p da insulina oxidada.

A protease A em conjunto com outros componentes do veneno, como peptideos de
baixo peso molecular, lesam o endotélio e a camada muscular das artérias e arteriolas,
causando hipotensdo e choque hipovolémico, comum no acidente botropico (REICHL;
MANDELBAUM, 1993; ROODT et al, 1997).

Uma protease bem estudada é a jararhagina-C, isolada da B. jararaca. Esta protease
além de degradar a matriz extracelular também atua em proteinas plasmaticas da coagulacéo,
antagonizando a ativacdo plaquetaria (KAMIGUTTI et al.,, 1996; KAMIGUTTI; HAY;
ZUZEL, 1996).

As metaloproteases tém sido utilizadas em modelos experimentais para o tratamento
de tumores malignos pulmonar, mamario e melanomas em ratos, com reducdo do nimero de
metéstase, interferindo na liberacio de fatores de crescimento destes tumores (CORREA JR et
al., 2002).

1.4.1.2 Serinoproteases

As serinoproteinases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligacfes peptidicas utilizando
mecanismos covalentes de catalise, através de uma triade de residuos formada por serina
(Ser), histidina (His) e aspartato (Asp). Essas enzimas possuem cerca de 30 a 60 kDa, sdo
encontradas em microorganismos, plantas e diversos animais. Sdo muito abundantes nos
venenos de serpentes principalmente na familia Viperidae, onde constituem aproximadamente
20% do total de proteinas contidas no veneno (SERRANO; MAROUN, 2005). Apresentam
diversas funcdes biol6gicas e podem estar envolvidas na digestdo, ativacdo do sistema
complemento, diferenciagdo celular, hemostasia, etc. Estas enzimas sozinhas ndo sdo letais,
mas contribuem para o efeito toxico quando associadas com outras proteinas do veneno
(BRAUD; BON; WISNER, 2000).

Existem varias serinoproteases, como a calicreina—simile, que tem acdo hipotensora
liberando bradicinina e a enzima trombina-simile, que é responsavel pela formacdo do

coagulo de fibrina no final da cascata de coagulacdo sanguinea. Grande parte das enzimas
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trombina-similes ja estudadas, sdo dos venenos de serpentes do género Agkistrodon,
Trimeresurus, Crotalus e Bothrops (CASTRO et al., 2004).

As enzimas trombina-simile ou tipo trombina sdo serinoproteases que convertem o
fibrinogénio em fibrina pela clivagem das cadeias Aa e Bf do fibrinogénio, liberando os
fibrinopeptideos A, B ou ambos, sdo enzimas semelhantes a trombina e por isso recebem esta
denominacdo. Estas enzimas estdo presentes nos venenos da familia Viperidae e de maneira
geral afetam muitos passos na cascata de coagulacdo, muitas vezes nao especificamente
através da degradacdo proteolitica das células ou seletivamente através da ativacdo ou
inativacdo de fatores envolvidos na coagulacdo, agregacao plaquetaria e fibrindlise (BRAUD;
BON; WISNER, 2000).

De maneira resumida, as enzimas trombina-simile apresentam agfes hemostéaticas,
atuando sobre a molécula de fibrinogénio encontrada no sangue humano, transformando-a
diretamente em fibrina. Essas enzimas liberam preferencialmente o fibrinopeptideo A ou B,
enquanto a trombina sérica ambos. Isto caracteriza a formacdo de um complexo de fibrina
facilmente degradada por plasmina, gerando, assim, um quadro de incoagulabilidade
sanguinea por consumo de fibrinogénio e diminuicdo do tempo de coagulacdo
(MAGALHAES et al., 2003). As enzimas que afetam o sistema hemostatico sdo divididas em
4 grupos: a) coagulantes e pro-coagulantes; b) anticoagulantes; c) inibidores da funcdo
plaquetaria e d) ativadores do sistema fibrinolitico (MARKLAND JR, 1998; MATSUI;
FUJIMURA,; TITANI, 2000).

Do veneno de Bothrops alternatus foi isolada uma enzima trombina-simile
denominada Balterobin, da Bothrops atrox foi isolada a trombocitina e do veneno da espécie
Bothrops jararacussu ja foram isoladas 3 diferentes enzimas trombina-similes, uma delas, a
Jararacussin-I possui atividade fibrinogenolitica sobre as cadeias Ao ¢ B do fibrinogénio
(SMOLKA et al., 1998; PETRESKI et al., 2000; BORTOLETO et al., 2002).

Da pecgonha da Bothrops pauloensis foi isolada da uma serinoprotease denominada TI-
Bp. Esta enzima corresponde a 3% das proteinas totais da peconha, consiste de uma cadeia
polipeptidica Gnica, com massa molecular de 34 kDa. A TI-Bp ndo induz agregacdo
plaquetaria, miotoxicidade, hemorragia e ndo forma edema pronunciado. Essa proteina
sozinha possui baixa toxicidade, mas quando associada a pegonha pode contribuir para sua
letalidade devido a sua alta atividade proteolitica (COSTA, 2008).

As serinoproteases geralmente ndo atuam sobre outros fatores da coagulacdo que ndo o
fibrinogénio. Mas existem algumas excecdes. Serinoproteases que ativam o Fator XIII foram

descritas nos géneros Agkistrodon, Bitis, Bothrops, Cerastes e Trimeresurus (PIRKLE, 1998).
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Uma serinoprotease que ativa o Fator V foi descrita em Agkistrodon contortrix
(contortrixobina) (AMICONI et al., 2000), com atividade 250 a 500 vezes menor que a
trombina (ROSING et al., 2001). Em Bothrops jararaca (botrombina) foi descrita uma
serinoprotease que ativa fator VIII (NISHIDA et al., 1994).

Existem serinoproteases totalmente distintas da trombina que possuem atividade sobre
0 sistema nervoso. Batroxobin, de Bothrops atrox, mostrou atividade neuroprotetora em ratos
com desordem de memodria espacial por isquemia do lobo temporal esquerdo. Mostrou
também atividade interferente sobre a expressdo de NCAM (neural cell adhesion molecule),
HSP32 e HSP70 (WU et al., 2001). LM-TL, uma serinoprotease proveniente de Lachesis
muta, exibiu uma interessante propriedade: quando injetada na corrente sanguinea de ratos
induziu episédio temporarios de rotacdo em torno do eixo longitudinal do corpo do animal
(SILVEIRA et al., 1989; DA SILVA et al., 1989).

Outra atividade bioldgica foi verificada em uma serinoprotease proveniente da
serpente Trimeresurus flavoviridis, flavoxobina. Esta enzima mostrou atividade sobre o
sistema complemento, ativando C3 (atividade de C3 convertase) por clivagem da ligacéo
Arg726-Ser727 (YAMAMOTO et al., 2002).

Devido as suas propriedades, algumas serinoproteases tém sido usadas na prevencao e
formacdo de trombo nas superficies de prétese, evitando agregacdo plaquetaria e na melhora
da circulagdo sanguinea naquelas alteracfes vasculares secundarias a reducdo da viscosidade
sanguinea (CASTRO, 2004).

1.4.1.3 Lectinas C

As lectinas sdo proteinas ndo imunes com capacidade de se ligarem especificamente,
reversivelmente e ndo-covalentemente a moléculas de carboidratos. Inicialmente, as lectinas
de origem animal foram classificadas de acordo com sua necessidade de calcio para atuar. As
lectinas do tipo C sdo calcio dependente enquanto que as lectinas do tipo S, também
conhecidas como galectinas, apresentam atividade independente de calcio e possuem grupos
tiois livres, pois a oxidagéo inibe sua atividade (DRICKAMER, 1993).

As lectinas do tipo C tém esta denominacédo por pertencerem a uma familia de lectinas
que requerem ions calcio para a sua interacdo com glicoconjugados, apresentam solubilidade
variavel, estdo localizadas principalmente no meio extracelular e possuem residuos de

cisteinas ligados formando pontes dissulfeto. Estas proteinas, ndo enzimaticas, possuem
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aproximadamente 30 kDa e consistem de associagbes covalentes de duas cadeias
polipeptidicas idénticas ou homologas e que podem apresentar um dominio rico em agucar
(KINI; EVANS, 1990; WEISS et al., 1991).

A primeira lectina isolada de veneno de serpente foi a trombolectina (TL), do veneno
de Bothrops atrox, cuja caracteristica principal foi a presenca de atividade hemaglutinante
(GARTNER; STOKER; WILLIAMS, 1980).

Drickamer (1999) descreveu que as lectinas de venenos de serpentes eram constituidas
de aproximadamente 130 aminoacidos. Possuiam uma estrutura primaria homdloga ao
dominio de reconhecimento para carboidratos (CRD), mas nao apresentavam outros dominios
acessorios e as considerou como lectinas que se comportam com um CRD livre.

As lectinas C sdo divididas em dois tipos. O primeiro tipo tem pontes dissulfetos
ligadas ao homodimero af3 com dois polipeptidios homologos de 14 kDa, portanto com baixo
peso molecular, muito encontradas nos venenos botropicos, com capacidade de aglutinar
eritrocitos e de se ligar a carboidratos produzindo uma gama de efeitos patologicos
necrotizantes (CASTRO et al., 2003; LEE et al., 2003). O segundo tipo sdo lectinas que
possuem varias pontes dissulfeto ligadas por dois a quatro heterodimero af3, com alto peso
molecular variando entre 50 a 100 kDa, comumente encontradas no veneno crotélico, como a
convulxina, agregam plaquetas, porém ndo conseguem aglutinar eritrocitos (TOYAMA et al.,
2001).

Ja foram identificadas as estruturas primarias de mais de 80 tipos de lectinas e lectina
do tipo C simile, isoladas de veneno de serpentes. Elas sdéo normalmente compostas por duas
unidades idénticas ligadas covalentemente, consistindo de 135 a 141 aminoacidos ligados por
ponte dissulfidrica. Foram isoladas varias lectinas de varios venenos botropicos, incluindo as
espécies B. jararaca, B. Jararacussu, B. godmai, B. alternatus, B. asper e B. pirajai
(LOMONTE et al., 1990; KASSAB et al., 2004; HAVT et al., 2005).

Na hemostasia, as lectinas podem ter uma ampla variedade de acdo; podem ligar-se ao
fator von Willebrand e induzir sua interacdo com a glicoproteina plaquetaria. Outras ao
contrario, ligam-se a glicoproteina palquetaria Ib impedindo o fator von Willebrand de mediar
a agregacdo plaquetaria, ou inibem a coagulagdo por formar complexos ndo covalentes com
os fatores IX e 1Xa, X e Xa, blogueando sua participacdo na cascata da coagulacédo e algumas
lectinas interagem diretamente com a trombina inibindo suas funcbes de agregacdo de
plaquetas, quebra de fibrinogénio e ativacdo da coagulacdo (MONTEIRO et al., 2003).

A botrojaracina (purificada do veneno de B. jararaca) € uma proteina de 27 kDa,

pertencente a familia das lectinas do tipo C e forma um complexo ndo covalente com a
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trombina. A botrojaracina inibe a atividade da trombina sobre fibrinogénio, fator V, plaquetas,
a ativacdo da proteina C, a ligagdo da trombina com a trombomodulina e o complexo
antitrombina-heparina (ZINGALI et al., 1993; AROCAS et al., 1996). Zingali et al. (1993)
demonstraram que a botrojaracina, foi capaz de inibir 50% da atividade da trombina em
agregar plaquetas, numa concentracdo relativamente baixa (0,06pg/mL), sendo o mais
importante inibidor da coagulagdo sanglinea, proveniente do veneno de serpente estudado até
hoje.

Castro et al. (1998) isolaram e identificaram, no veneno da serpente Bothrops
alternatus, um inibidor da coagulacéo, a botralternina. Esta proteina tem 95% de homologia a
botrojaracina nos primeiros 25 aminoacidos analisados, possui uma massa molecular de 27
kDa e é também uma lectina com capacidade de inibir a atividade da trombina, ligando-se ao
exositio da mesma. Contudo, a botralternina mostra-se menos eficiente que a botrojaracina na
capacidade de inibir a trombina.

As lectinas dos venenos de serpente parecem ter um papel na defesa ou na captura das
presas, devido as suas atividades de agregacdo plaquetaria e estimulagdo de células
periféricas. No entanto, é sabido que algumas lectinas ndo sdo capazes de agregar plaquetas,
apesar de hemaglutinarem eritrocitos como as lectinas das serpentes Bothrops atrox (TL) e
Agkistrodon contortrix contortrix (CuHL) (OGILVIE; BYL; GARTNER, 1989).

Dentre outras atividades das lectinas dos venenos sabe-se que quando injetadas em
outros animais, podem aglutinar hemacias in vitro, induzir edema, liberar calcio dos estoques
intracelulares, estimular mitose em linfocitos, induzir inflamacdo e citotoxicidade e inibir a
proliferacdo de algumas linhagens de células (MARCINKIEWICZ et al., 2000).

As lectinas dos venenos botropicos tém a capacidade de se ligar a carboidratos e essa
propriedade tem permitido o seu uso para detectar carboidratos, glicoproteinas e
imunoglobulinas em superficies celulares, aléem da identificagdo de células tumorais (SINGH,;
TIWARY; KENNEDY, 1999), este reconhecimento de carboidrato em células tumorais tem
permitido que estas lectinas sirvam como importante ferramenta para encontrar metastase
tumoral (VARKI, 1997).

1.4.1.4 Fosfolipases A;

Um dos principais constituintes do veneno botropico é a enzima termoestavel

fosfalipase A, (PLA,). Fosfalipases A, sdo enzimas dependentes de calcio, que hidrolisam
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glicerofosfolipideos na posigdo sn-2 da ligagdo acil de membranas celulares, liberando
lisofosfolipideos e acidos graxos (BURKE; DENNIS, 2009).

As Fosfolipase A, estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas tanto
no interior como no exterior da célula. As fosfolipases A, encontradas no interior (PLA;S
intracelulares ou citosdlicas) e aquelas encontradas no exterior das células (PLASS
extracelulares ou secretdrias). Fosfolipases A, intracelular (cPLA;), apresentam alta massa
molecular (85 kDa) e sdo encontradas em varias células, geralmente estdo associadas as
membranas e sdo calcio-dependentes. Sdo enzimas envolvidas no metabolismo de
fosfolipidios, na sinalizacdo celular e no remodelamento de fosfolipidios (SIX; DENNIS,
2000). Ja as PLA;s extracelulares sdo enzimas abundantes em muitos fluidos particularmente
em secregdes pancredticas, exudatos inflamatérios e em venenos de répteis (serpentes e
lagartos) e insetos (GLASER et al., 1993; CASTRO et al., 2000). S&o enzimas pequenas (119
a 143 residuos de aminoacidos), estaveis, calcio-dependentes, de baixa massa molecular (12 a
15 kDa) e que atuam sobre substratos lipidicos (principalmente fosfolipidios) hidrolisando a
ligacdo éster sn-2 (“sequentially numbered”) (OWNBY et al., 1999).

As fosfolipases A, também sdo classificadas com base na sequéncia de residuos de
aminoacidos, peso molecular, nimero de pontes de dissulfeto, requerimento do ion calcio,
entre outras caracteristicas (BURKE; DENNIS, 2009). Inicialmente, as PLA,s foram
classificadas em dois grupos de acordo com as posi¢des de suas pontes dissulfeto (DUFTON;
HIDER, 1983). Em 2000, Six; Dennis propuseram uma nova classificacdo, em 11 grupos,
com base na sequéncia dos residuos de aminoacidos e na localizacdo das pontes dissulfeto.
Atualmente, a superfamilia das PLA,s extracelulares é composta por 15 grupos que, a
despeito de suas distribuicBes e ocorréncias variadas, caracterizam-se por apresentarem
similaridade sequencial e estrutural, diferenciando-se somente pela localizagcdo e quantidade
de pontes dissulfeto e pelo comprimento de seus loops.

Segundo a classificacdo de Six; Dennis (2000), as PLAs ofidicas pertencem aos
grupos | e Il, sdo proteinas de baixo peso molecular (aproximadamente 14 kDa) e que
apresentam diversos efeitos bioldgicos, tais como neurotoxico, cardiotéxico, miotoxico,
indutor ou inibidor da agregacdo plaquetaria, hemolitico, anticoagulante, convulsivante e
hipotensor (OWNBY et al., 1999; KINI, 2003; MARCUSSI et al., 2007; BURKE; DENNIS,
2009).

No grupo Il da classificacdo geral das enzimas fosfolipases, destacam-se as PLAS que

promovem intensa mionecrose local. Estas proteinas foram inicialmente subdivididas em dois
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subgrupos conforme a presenca de atividade neurotéxica ou ndo (SOARES et al., 2000;
GUTIERREZ et al., 2008).

As fosfolipases miotoxicas com atividade neurotOxicas sdo proteinas basicas,
multiméricas, possuindo 120 aminoacidos, comumente encontradas nos venenos elapidicos,
sendo responsaveis pelo seu efeito letal, agindo em doses muito baixas (abaixo da DLsp) na
juncdo neuromuscular, com atividade pré-sindptica, podendo causar lesdo muscular
esquelética. Sdo encontradas em venenos crotalicos (como exemplo a crotaxina do veneno da
Crotalus durissus cascavella) e em venenos de algumas serpentes botrépicas, como no
veneno da B. insularis (COGO et al., 1998; SALVINI et al., 2001).

As fosfolipases miotdxicas sem atividade neurotdxicas sdo proteinas basicas,
diméricas, possuindo 120 aminoécidos, comumente encontradas em venenos crotalicos e
botropicos, mais abundantes, agem em doses mais altas, ttm menor participacdo na
mortalidade direta destes venenos e seu potencial mionecrético € mais fraco do que aquelas
fosfolipases com acdo neurotoxicas (OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 2000;
LOMONTE; ANGULO; CALDERON, 2003).

As PLAs miotoxicas por sua vez, foram classificadas em trés tipos diferentes com
base na sequéncia de residuos de aminoacidos: a) as que apresentam um residuo de acido
aspartico conservado na posicdo 49 e sdo cataliticamente ativas, denominadas de PLAS
Asp49, b) as toxinas que apresentam substituicdo deste residuo por lisina PLA; Lys49,
conhecidas como PLA;s homdlogas e c) variantes de PLA,s, com serina ocupando a posi¢ao
49, PLA, Ser49, as duas ultimas sdo cataliticamente inativas, (KAISER et al., 1990;
LOMONTE; ANGULO; CALDERON, 2003).

As PLA,s Asp49 em geral ndo sdo agentes hemoliticos, possuem alta atividade
enzimatica, ligando-se a sitios especificos de membrana ou interagindo com seus
componentes, causando hidrélise dos fosfolipidios da membrana celular e provocando sua
desorganizacdao (SIX; DENNIS, 2000).

A acdo mionecrética das PLA,s Lys49 e PLA; Ser49 transcorre por uma via catalitica
independente da atividade enzimatica, sendo acompanhado, in vivo, por edema, hiperalgesia,
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias como interleucina 6, além de atividade letal quando
injetada por via endovenosa ou intraperitoneal em camundongos (LOMONTE; ANGULO;
CALDERON, 2003).

A atividade miotdxica das PLA,s Lys49 tornou-se evidente com o isolamento e a
caracterizacdo de uma série de fosfolipases homologas basicas dos venenos das serpentes

Bothrops jararacussu (bothropstoxin-1 [BthTX-I]; Bothrops asper (miotoxina-Il [BaspT X-I1];
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Bothrops moojeni (miotoxina-I e 11 [MjTX-I e I1], Bothrops pirajai (piratoxina-1 [PrTX-1] e
Bothrops neuwiedi (miotoxinas BnSP-6 e BnSP-7) (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988;
MANCUSO et al., 1995; MAGRO et al., 2003).

O alvo primério da PLA, Lys49 A, esta localizado no exterior da célula e sua acdo
envolve trés mecanismos principais. Em primeiro lugar sua atividade catalitica intensa que
pode liberar acidos graxos e lisofosfolipidicos ativos com potente a¢do bioldgica. Em segundo
lugar a ligacdo interfacial com as camadas lipidicas das membranas celulares, com ou sem
hidrolise de fosfolipidicos, podendo afetar as funcdes celulares ou integridade das membranas
destas células. E finalmente, a ligacdo as proteinas especificas nas superficies celulares, que
atuam como receptores ligados a membrana (VALENTIN; LAMBEAU, 2000). A regido CRD
é a zona de ligacdo da fosfolipase A, ao receptor, que se liga também a regido de ligagdo ao
célcio, e com isso tem inibida sua atividade catalitica, mas a atividade endocitaria continua e
internaliza a fosfolipase. Esse processo permite um influxo descontrolado de ions de célcio e
sodio para o interior da célula, causando alteracdes intracelulares irreversiveis e morte celular
(CHIOATO; WARD, 2003; LOMONTE; ANGULO; CALDERON, 2003).

As miotoxinas BnSP-6 e BnSP-7 isoladas da Bothrops neuwiedi sdo proteinas com
peso molecular entre 13.500 e 14.000, podem apresentar-se na forma dimérica e possuem
estruturas idénticas as estruturas das PLA,s Lys49. Produzem necrose de fibras musculares de
camundongos, mas ndo apresentam atividades fosfolipasica ou coagulante (MAGRO et al.,
2003).

Diversas fosfolipases com atividade sobre o sistema hemostatico também foram
isoladas de venenos de serpentes. Elas foram classificadas em trés grupos: classe A, aquelas
que induzem agregacdo plaquetaria, classe B, fosfolipases que inibem a agregacao plaquetaria
e classe C, fosfolipases que induzem resposta bifasica (pro e anti-agregante) (KIN; EVANS,
1990).

Dentre as a¢0es causadas pelas miotoxinas classificadas como ndo neurotoxicas foram
observadas in vivo: miotoxicidade acompanhada de edema utilizando o modelo de edema de
pata, liberacdo de citocina pré-inflamatoria, capacidade de atrair leucocitos para cavidade
pleural e hiperalgesia (LOMONTE; TARKOWSKI; HANSON, 1993; ANGULO et al., 2000;
DE CASTRO et al., 2000; CHACUR et al., 2003). In vitro observou-se agdo citosolica,
destruicdo de lipossomo, degranulacdo de mastocitos com consequente aumento a
permeabilidade vascular e formacdo de edema, atividade antibactericida de largo espectro,
atividade pré-sinaptica usando nervo frénico, lesdo renal em sistema de rim isolado de rato e

diafragma de rato, acdo quimiotatica com migracdo de neutréfilos, proliferacdo, apoptose e
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necrose de células da linhagem linfoide B (LANDUCCI et al., 1998; PARAMO et al., 1998;
DIAZ et al., 2001; BARBOSA et al., 2002; GAMBERO et al., 2002; MORA et al., 2005;
OSHIMA-FRANCO et al., 2005).

Devido a variedade de efeitos toxicos destas PLA,s, diversas pesquisas tém sido

realizadas em busca de inibidores de fosfolipases A..

1.5 Alteragdes clinicas e patoldgicas no envenenamento botropico

Os venenos ofidicos exercem efeitos em quase todas as células e tecidos e a acdo do
veneno depende de uma série de variaveis, incluindo taxa de administracdo, absorcéo,
distribuicdo, acumulacio e acdo no sitio receptor, metabolismo e excrecio (YARLEQUE,
1992).

As diferentes toxinas presentes nos venenos podem agir sozinhas apresentando mais
de uma atividade bioldgica ou podem agir em sinergismo, produzindo um efeito unico. Essas
toxinas alcancam e atuam em diferentes partes do organismo, conduzindo mudancas na
homeostasia, ora estimulando ou inibindo processos fisiolégicos (MARKLAND JR, 1998).

As alteracOes causadas pelo veneno das serpentes do género Bothrops séo
principalmente do tipo coagulante, hemorragica e proteolitica (JORGE; RIBEIRO, 1990).

A atividade coagulante do veneno ocorre através de uma acdo do tipo trombina.
Através dela, o veneno pode transformar diretamente o fibrinogénio em fibrina. A fracdo do
veneno botropico, que possui acdo coagulante do tipo trombina, ativa a cascata da coagulagéo
de maneira diferente da trombina fisioldgica, ndo sendo neutralizada pela heparina. Além
desta acdo, a maioria dos venenos botropicos € capaz de ativar o fator X (fator Stuart-Prower)
e o fator Il (protrombina) da cascata da coagulacdo sanguinea. Quando ha ativacédo do fator X,
ha também consumo dos fatores V, VIl e plaquetas, levando a coagulacdo intravascular
disseminada, com formacédo e deposicdo de microtrombos na rede capilar. Este quadro seria
um dos responsaveis pela sindrome da insuficiéncia renal aguda (MAGALHAES et al., 2003;
FERREIRA; BARRAVIEIRA, 2004).

A hemorragia no envenenamento botropico € devido a acdo vasculotoxica causada por
fatores hemorragicos denominados hemorraginas, que sdo metaloproteases dependentes de
zinco. Estas agem sobre vasos capilares, destruindo inicialmente a membrana basal e
causando posteriormente sua ruptura. Elas também tém efeito citotoxico em células

endoteliais e agem nos componentes do sistema hemostatico. O edema no local da picada, que
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em geral ocorre minutos apos o acidente, é decorrente de lesdo toxica no endotélio dos vasos
sanguineos desse local. A acdo das hemorraginas explica muitos casos de hemorragias
sistémicas, algumas vezes fatais, no sistema nervoso central, na auséncia de disturbios da
coagulacio (GUTIERREZ; ESCALANTE; RUCAVADO, 2009). As hemorragias incidem
principalmente sobre os 6rgaos como os pulmdes, cerebro e rins (BOFF, 2004/2005).

A acdo proteolitica decorre da agdo citotoxica direta nos tecidos por fragdes
proteoliticas do veneno como proteases, hialuronidases e fosfolipases, que induzem a
liberacdo de substéncias vasoativas como a histamina e bradicinina que podem conduzir ao
choque. Pode haver liponecrose, mionecrose e lise das paredes vasculares. Essa acdo tem
relacéo direta com a quantidade de veneno inoculada. As lesdes locais, como rubor, edema,
bolhas e necrose sdo devidas a essa acdo, mas também decorrem da presenca de
hemorraginas, da acdo coagulante destes venenos, da liberacdo de mediadores da resposta
inflamatdria, podendo ser potencializadas por infec¢Ges secundarias (PINHO; PEREIRA,
2001; CAMEY; VELARDE; SANCHEZ, 2002).

As manifestacdes clinicas causadas pelo acidente botropico podem ser localizadas ou
sisttmicas. Localmente, a agdo do veneno botropico provoca intensa resposta inflamatoria
caracterizada por aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagdo bem como pelo influxo
de moléculas com atividade inflamatdria e leuc6citos no tecido injetado. A participacdo de
mediadores enddgenos nesse processo inflamatorio tais como prostaglandinas, leucotrienos,
cininas, oxido nitrico e componentes neurogénicos, clinicamente se traduz em sangramento,
dor, edema e eritema. O edema, inicialmente circunscrito, pode em até 24 horas estender-se a
todo o membro devido a extravasamento de liquido para o espaco extravascular. Em poucas
horas desenvolve-se linfadenomegalia regional com ganglios aumentados e dolorosos,
podendo instalar-se equimose no trajeto dos vasos que drenam a regido. Apos algumas horas
do acidente podem surgir, no local da picada, bolhas em quantidade e proporcGes variaveis,
com contetido seroso, hemorragico ou necrético (RIBEIRO; JORGE, 1990; ROCHA et al.,
2000; BORJA-OLIVEIRA et al., 2007).

E importante ressaltar que a mionecrose é um efeito local que pode levar a perda do
membro afetado, desabilitando o acidentado. Sua ocorréncia, em um primeiro momento, se
deve a acdo de miotoxinas, que exercem uma acdo direta sobre o musculo esquelético
causando rompimento de membrana plasmatica e hiperconcentracdo das miofibrilas, seguida
da dissolucdo dos componentes celulares, levando a degeneracdo e morte celular (TEIXEIRA

et al., 2005). A mionecrose é relevante do ponto de vista clinico, tanto pela sintomatologia
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apresentada no envenenamento, quanto pela dificuldade em neutraliza-la "in vivo
(GUTIERREZ; OWNBY, 2003).

Ainda como complicacdo no local da picada pode ocorrer infeccdo. Essa tem
incidéncia varidvel com a espécie, entre 1 e 17,2%, e é normalmente provocada por
microorganismos gram negativos presentes na boca das serpentes como: Morganella
morganii, Echerichia coli, Providencia rettgeri, Enterobacter, também pode ser provocada
por anaerObios e em menor freqiiéncia por cocos gram positivos (RIBEIRO; MIGUEL;
LEBRAO, 2001).

Os efeitos sistémicos do envenenamento compreendem alteraces em diferentes
sistemas como: hematoldgico, cardiovascular, hepatico, urinario, respiratorio, imunoldgico,
digestorio e nervoso. Os mecanismos que ocasionam tais alteracdes sdo complexos e 0s Varios
componentes toxicos dos venenos podem agir direta ou indiretamente nas células (PINHO;
PEREIRA, 2001).

Imediatamente ap6s o envenenamento, hd fraqueza, falta de apetite e aumento da
frequéncia cardiaca e respiratoria. Pequenos sangramentos podem ocorrer nos acidentes leves
e moderados, sem repercussdo hemodindmica. S&o comuns a gengivorragia, hematuria
microscopica, pdrpuras e sangramentos em feridas recentes (FERREIRA; BARRAVIEIRA,
2004).

A liberacéo de acetilcolina durante o envenenamento leva ao aumento de secrecdo
lacrimal, salivar, nasal, sudoripara, bronquica e gastrica, ocasiona tremores, espasmos

musculares e priapismo, assim como, diminuicdo da frequéncia cardiaca (BRASIL, 2001).

1.5.1 Alteracg0es histotoldgicas no figado, bago, coragéo e rins apds envenenamento

O veneno da serpente Bothrops neuwiedi quando inoculado no organismo, possui acao
primariamente local e secundariamente sistémica, provocando também alteracdes no figado,
baco, coracgéo e rins.

No figado, o veneno pode alterar o tecido hepatico através da acdo da fosfolipase A;
que ativaria a fosfolipase da membrana plasmatica dos hepatdcitos. Espécies reativas de
oxigénio e toxinas poderiam interagir com os acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios
da membrana dos hepatdcitos, aumentando a degradacdo destas membranas lipidicas. Outro

mecanismo de acdo do veneno botrépico seria através das metaloproteases, que atuariam
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sobre a membrana basal dos vasos, aumentando a permeabilidade vascular. Esta alteracdo
atuaria como propagador do dano hepatico (NISENBOM; SEKI; VIDAL, 1986).

A acdo téxica do veneno sobre os hepatécitos é relevante manifestando-se por
alteracBes das enzimas hepaticas como alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), além de degeneracdo hidrépica dos hepatocitos com localizagdo
centrolobular (MOHAMED et al., 1981; TOKARNIA; PEIXOTO, 2006).

A acdo do veneno botrdpico sobre o baco pode ocasionar lesdes histopatologicas do
tipo degeneracdo hidrépica e hemorragia. Raposo et al. (2000/2001) verificaram ap6s acidente
ofidico em um equino (associado a picada por serpente do género Bothrops), que o baco
apresentava lesdes caracterizadas por petéquias e sufusbes, além de alteracdes
histopatoldgicas, caracterizadas por congestdo e hemorragia acentuada.

Os envenenamentos crotalicos e botropicos produzem efeitos cardiovasculares
semelhantes. Os fendmenos cardiovasculares decorrem de alteraces endoteliais provocadas
pelos venenos proteoliticos, sequestro periférico de liquido, liberacdo de bradicinina e outros
polipeptidios levando a inibigdo das enzimas conversoras da angiotensina e outras substancias
vasoativas, podendo chegar ao choque (JORGE; RIBEIRO; O'CONNELL, 1999, PINHO;
PEREIRA, 2001; FERREIRA; BARRAVIEIRA, 2004).

A injecdo intramuscular da peconha de Bothrops asper (CHAVES et al., 1989) e B.
alternatus (ACOSTA DE PEREZ et al., 1996) em camundongos causa pouca ou nenhuma
alteracdo histologica em tecido cardiaco. De modo semelhante, a injecdo de uma
metaloproteinase hemorragica (BaP1) de B. asper também ndo causou dano histolégico no
coracao de camundongos (ESCALANTE et al., 2004).

Dentre as manifestacdes sistémicas, a insuficiéncia renal aguda (IRA) evidenciada pela
oligiria e andria (entre outras manifestacbes), geralmente aparece horas apds o
envenenamento, sendo a causa mais frequente de morte. A etiopatogenia da IRA ainda ndo
estd totalmente definida, parecendo ser multifatorial. A patogénese pode estar relacionada a
acdo direta do veneno, de efeitos aditivos ou sinérgicos das diferentes toxinas e enzimas
presentes nos venenos com a liberagdo de substancias vasoativas no rim, ao processo de
coagulacdo intravascular disseminada associado a necrose tubular e ao quadro de
mioglobindria secundario a mionecrose (CASTRO et al., 2004; DE CASTRO, 2006).

O veneno botrépico tem atividade miotdxica intensa, sendo a rabdomiolise capaz de
determinar mioglobindria com efeitos deletérios adicionais para o rim. A mioglobinuria é um
achado freqiiente no envenenamento ofidico e pode ser uma das causas da insuficiéncia renal
aguda (KOSCINCZUK et al., 2004).
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Segundo estudos de Burdmann et al. (1989), alteragfes no intersticio renal provocada
por fendmenos inflamatorios desencadeados pela propria pegonha ou ainda pelo soro

antiofidico podem estar também relacionadas a lesdo renal.

1.5.2 AlteracGes Hematoldgicas ap6s envenenamento

As manifestacfes hematoldgicas causadas pelo envenenamento botrdpico constituem
preocupacOes desde a antiguidade e foram constatadas por diversos autores e envolvem tanto
as séries vermelha e branca, quanto plaquetaria. Varios estudos foram realizados in vitro para
verificar os diferentes venenos ofidicos, e foi demonstrado que nos acidentes envolvendo o
género Bothrops, a peconha causava hemolise quando em contato com hemacias de diversos
animais, inclusive a do homem (SMITH; FIGGE, 1991; RUIZ DE TORRENT et al., 1999).

Tais achados podem ser justificados através de dois mecanismos. O mecanismo de
hemolise direta mediada por acdo das hemorraginas, que sdo potentes metaloproteinases que
degradam proteinas da matriz dos vasos e em consequéncia, rompem o0s capilares
(MANDELBAUM, 1990; MELO et al., 2004). E, o mecanismo por hemolise indireta,
mediada pela fosfolipase A, que converte a lectina em lisolectina. Este agente vasoativo seria
o0 responsavel pela hemolise. Os dois mecanismos podem degradar a membrana do eritrocito e
causar liberagcdo de hemoglobina (CADILLO; FERREYRA; ZAVALETA, 1991).

Em bovinos expostos ao veneno de Bothrops alternatus foi constatada reducdo da
contagem de eritrdcitos, volume globular e concentracdo de hemoglobina, de 48 horas a 168
horas apds a inoculagdo do veneno, ocorrendo anemia grave, devido a perda sanguinea aguda
provocada pela hemorragia local e sistémica nos animais (OLIVEIRA et al., 2010).

Sano-Martins et al. (1995) observaram a presenca de hemdlise em algumas amostras
de sangue, diminuicdo de hemécias, hematocrito e hemoglobina, leucocitose, neutrofilia,
linfopenia e monocitose em cées inoculados experimentalmente com veneno da serpente
Bothrops jararaca por via intravenosa.

Santos et al. (2003) relataram queda significativa nos valores médios da contagem de
eritrocitos, na concentragdo de hemoglobina e no hematdcrito, além de hemdlise em todas as
amostras de sangue, sete dias apds o envenenamento experimentalmente de cdes com o

veneno da serpente Bothrops alternatus.
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Lemos; Oliveira (2009) inocularam por via intraperitoneal veneno da serpente
Bothrops moojeni em camundongos Swiss e verificaram reducdo no nimero de hemaécias,
porém sem significancia estatistica.

As alteracbes na série branca apds envenenamento botropico vao desde discreta
leucocitose com neutrofilia até leucocitose moderada com desvio a esquerda.

Santos et al. (2003) observaram em cédes envenenados experimentalmente com veneno
de Bothrops alternatus leucocitose com neutrofilia e eosinopenia e sugeriram que tais
alteracdes ocorreram devido a capacidade do veneno botrépico em induzir uma reacao
inflamatdria celular evidente, levando a uma tipica resposta de fase aguda (SANO-MARTINS
etal., 1997; SANTOS et al., 2003).

Entretanto, experimentos in vivo com ratos da linhagem Wistar, inoculados com
veneno de serpentes do género Crotalus, demonstraram a ocorréncia de leucopenia 30
minutos ap6s a inoculacdo da pecgonha, seguida de intensa leucocitose com neutrofilia.
Segundo Costa; De Lima; Laure (1989), a leucopenia observada inicialmente deve ter
ocorrido devido ao efeito do veneno, e a leucocitose que se deu apds 30 minutos por reacdo
do préprio organismo do animal.

A inoculagdo de 100ug de veneno da serpente B. jararaca, por via intravenosa em
cdes, causou leucocitose, neutrofilia, linfopenia e monocitose (SANO-MARTINS et al.,
1995). As mesmas alteragbes foram verificadas por Caldas et al. (2008). Segundo estes
autores, estas alteracdes se atribuem ao intenso processo inflamatorio local, além da liberacdo
de mediadores inflamatorios

Os leucdcitos desempenham papel relevante no desenvolvimento e resolucdo da
reacdo inflamatoria. Durante este processo, os leucocitos sdo ativados e liberam uma grande
quantidade de mediadores inflamatorios, que amplificam as suas fun¢des imunoldgicas e, de
modo geral, favorecem a regeneracdo (MARIANI; PANINA-BORDIGNON, 2003). No
entanto, em situacdes particulares, em que ha ativacdo descontrolada ou excessiva, estas
células tornam-se lesivas ao hospedeiro. Portanto, no caso do envenenamento ofidico,
dependendo do estado de ativacdo, os leucdcitos podem contribuir para a evolucdo de lesdes
teciduais e/ou vasculares causadas pelos venenos (TEIXEIRA et al., 2005) ou para a
regeneracao tecidual (TEIXEIRA et al., 2003). Desse modo, os leucdcitos constituem um alvo
importante para a investigacao das acoes de venenos de serpentes, como da B. neuwiedi.

As plaquetas tém um papel importante na fase inicial da hemostasia, por meio da

formacdo do trombo primario e da ativacdo da coagulacdo sanguinea, que se da pela ativagdo
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plaquetaria e liberacdo de importantes mediadores. Por este motivo € importante que as
plaquetas estejam numericamente e funcionalmente normais (KAMIGUTTI, 2005).

Sabe-se que no envenenamento botrépico as plaquetas também sdo células alvo. As
alteracdes encontradas estdo relacionadas com o nimero e com a agregacao plaquetaria. Com
relacdo ao numero, a plaquetopenia pode ocorrer por deplecdo principalmente devido a
coagulacdo intravascular disseminada (CIVD). A CIVD ocorre por a¢gdo do veneno sobre o
fator X que transforma a protrombina em trombina e o fibrinogénio em fibrina. Assim,
desencadeia a desfibrinacdo e a CIVD que secundariamente produz uma coagulopatia de
consumo com manifestacfes hemorragicas (BOFF, 2004/2005).

Outra maneira de ocorrer a trombocitopenia € pela acdo direta das serinoproteases ou
fosfolipases A, sobre as plaquetas ou ao consumo destas devido a acdo das metaloproteinases
sobre 0s vasos que os destroi e expdem seus componentes, principalmente colageno. Com
esta ruptura as plaquetas migram para o local lesado e ligam-se a superficie subendotelial
formando o tampdo hemostatico que culmina com o decréscimo do nivel de plaquetas
circulantes (TENG; KO, 1988; MOUNIER et al., 1994).

Com relagdo a agregacdo plaquetaria, sabe-se que fatores como a botrocetina e a
trombocetina (componentes dos venenos da Bothrops jararaca e B. jararacussu,
respectivamente) podem atuar sobre as plaquetas, produzindo agregacdo plaquetaria ao
mimetizar os componentes ativos da matriz subendotelial, causando a unido do fator de von
Willebrand com as glicoproteinas plaquetaria e a producdo de prostaglandina E, e
tromboxano A; pela fosfolipase A,, que também promovem a agregacao plaquetaria (SANO-
MARTINS, 1990; KAMIGUTI et al., 1991; ROODT; DOLAB; SEGRE et al., 1996).

A trombocitopenia é comum em individuos envenenados pela serpente do género
Bothrops, assim como, em animais utilizados como modelos experimentais. Sano-Martins et
al. (1997) observaram trombocitopenia em 53% das vitimas de acidente provocados por
Bothrops jararaca enquanto luan et al. (1995) verificaram uma queda significativa na
contagem de plaquetas, que retornou ao normal 48 horas apds o tratamento.

Mendes et al. (2008) verificaram diminuicdo do numero de plaquetas e da
concentracao do fibrinogénio plasméatico em camundongos inoculados pela via intramuscular
com o0 veneno da serpente Bothrops pauloensis.

Oliveira et al. (2010) ap6s inocularem experimentalmente veneno da serpente
Bothrops alternatus por via intramuscular em bovinos, observaram reducédo significativa de
plaquetas apos 3 horas do envenenamento, com retorno aos niveis basais somente dez dias

apos a inoculacdo, indicando uma resposta medular apropriada nestes bovinos.
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Apesar do conhecimento sobre a acdo dos venenos ofidicos ser antigo e estar sofrendo
grande avango nos ultimos anos, ainda sdo poucas as informagdes na literatura a respeito das
alteracoes celulares no mielograma e esplenograma de animas, causadas pelo envenenamento
ofidico.

Nogueira et al. (2007) realizaram um trabalho para avaliar a medula Ossea de
cachorros apés receberem 1mg/kg de veneno da serpente Crotalus durissus terrificus por via
subcutanea. Eles observaram que ocorria hipocelularidade na medula com diminuicdo das
séries eritrdide e granulocitica e aumento da relacdo mieldide/eritréide.

Trabalho realizado por Lemos; Oliveira em 2009, quanto ao efeito da peconha bruta da
serpente Bothrops moojeni e sua miotoxina, denominada BmTXx, sobre a medula dssea de
camundongos, mostrou que 0s animais que receberam peconha bruta (25pug) e BmTx (48ng e
96ng) apresentaram um aumento significativo de células medulares de 60%, 82% e 62%,
respectivamente.

Com relacdo ao comportamento das células hematoldgicas no baco apds
envenenamento ofidico, até o presente momento, ndo foram encontrados artigos publicados a
este respeito. A falta de informacdes sobre este assunto estimula também a realizagdo deste
trabalho.

1.6 Agentes antiofidicos

1.6.1 Soroterapia

O Unico tratamento especifico, cientificamente aceito para os acidentes ofidicos € a
administracdo endovenosa do soro antiofidico nos paciente vitimados, sendo utilizado a mais
de 100 anos (HAWGOOD, 1999).

O primeiro estudo que se tem noticia a respeito do soro antiveneno foi realizado por
Sewall, em 1887, que utilizou os principios soroterapicos, quando demonstrou em pombos
que a inoculacédo repetida, com doses altamente diluidas de venenos de Sistrurus catenatus
(um tipo de cascavel norte-americana), induzia um estado de resisténcia contra os efeitos da
peconha, sem aparente influéncia sobre o estado de satude dos animais (HAWGOOD, 1999).

Em 1894, os médicos franceses Phisalix e Bertrand demonstraram a atividade
antiofidica do sangue de animais imunizados contra o0 veneno de Vipera aspis.

Simultaneamente, Calmette (1894) verificou que doses repetidas do veneno de Naja
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tripudians injetadas em cavalos conferiam imunidade aos animais e destes obteve o soro
capaz de neutralizar o veneno da espécie de Naja que trabalhou. Os resultados experimentais
de Calmette foram utilizados como base para produzir em 1896 o primeiro soro antiveneno
ofidico para uso médico (HAWGOOD, 1992; HAWGOOD, 1999).

A partir de entdo, muitos paises comecaram a desenvolver antivenenos baseados no
protocolo de Calmette. No Brasil, esse protocolo de producdo de soro antiveneno ofidico foi
adotado pelo médico sanitarista Vital Brazil. E, a partir de 1901, a producdo do soro
antiofidico foi iniciada por este pesquisador no Instituto Butantd, Sdo Paulo. Em 1903, Vital
Brazil preparava os primeiros soros antiofidicos e foi o primeiro a demonstrar a especificidade
dos soros antivenenos, ao verificar que o soro do animal imunizado contra o0 veneno da
jararaca ndo tinha acgdo sobre o veneno da cascavel, bem como o soro ativo contra 0 veneno
crotalico se mostrou indcuo sobre 0 veneno botropico. Partindo dessa descoberta, no mesmo
ano, o Brasil ja possuia antissoros mono e polivalentes para uso médico (HAWGOOD, 1992).

Atualmente, mais de um século depois, com algumas modificacdes, a soroterapia
proposta por Calmette e Vital Brasil, é ainda o Unico tratamento seguro para 0 envenenamento
ofidico. Desde a introducdo do tratamento com antiveneno, observou-se uma reducao
significativa do nimero de O&bitos causados por acidentes ofidicos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1981).

O soro antiofidico é uma solucdo purificada de imunoglobulinas especificas,
produzido através da imunizacdo de cavalos inoculados sucessivamente com o antigeno
(veneno da serpente). O titulo de anticorpos (IgG) no sangue é monitorado a cada inéculo,
apos a obtencdo do titulo adequado é realizada a sangria total nos animais soroprodutores, e
os eritrocitos sdo devolvidos aos mesmos, apds hemossedimentacdo. O plasma ¢é separado e
purificado até se obter o anticorpo (IgG). Em seguida € feita a clivagem da molécula 1gG com
a enzima pepsina, removendo-se a fracdo Fc (potencialmente alergénica) e utilizando para a
terapéutica do acidente ofidico apenas a fragdo F(ab’),. Antes do envazamento final e
liberacdo pelos produtores, o soro antiofidico é submetido a cultura bacteriolégica em meio
apropriado e estudos toxicoldgicos usando inoculacdo animal para pirogenicidade
CHIPPAUX; GOYFFON, 1998; LALLO; THEAKSTON, 2003).

O soro antibotrépico € obtido através da imunizacdo de cavalos com um pool de
antigenos composto pelos venenos provenientes das cinco espécies do género Bothrops mais
prevalentes no Brasil: Bothrops jararaca (50%), Bothrops jararacussu (12,5%), Bothrops
moojeni (12,5%), Bothrops neuwiedi (12,5%) e Bothrops alternatus (12,5%), pois revelam-se

bons imundgenos capazes de neutralizarem a atividade letal dos outros venenos botrdpicos.
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No Brasil, os laboratérios que produzem esses imunoderivados para a rede publica sdo:
Instituto Vital Brazil (IVB, Niter6i, RJ), Instituto Butantan (Sdo Paulo, SP) e Fundacdo
Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG) e sdo distribuidos pelo Ministério da Saulde,
através da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) para os demais estados (CAMEY;
VELAVERDE, SANCHEZ, 2002).

A infusdo do soro deve ser integralmente por via endovenosa garantindo maior rapidez
e eficiéncia na neutralizacdo das peconhas circulantes. A dose de soro baseia-se na
identificacdo da serpente, no tempo decorrido entre o acidente e o atendimento médico, na
evolucdo do quadro clinico e na concentra¢io do soro (KOSCINCZUK; PEREZ; MAIDANA,
1995; CHIPPAUX; GOYFFON, 1998). A soroterapia deve ser realizada em conjunto com o
tratamento de suporte que consiste em estabilizar as fungdes dos drgaos vitais do paciente
envenenado (BRASIL, 2001)

Estes soros, por serem de origem equina podem desencadear reacdes colaterais graves
nas pessoas submetidas a soroterapia. As reacOes podem ser classificadas em precoces
(choque anafilatico) ou tardias (doenca do soro).

O choque anafilatico pode ocorrer imediatamente apds a administracdo do soro no
paciente ou nas duas horas subseqlientes e os sintomas observados podem limitar-se a pele ou
evoluirem para hipotensdo e choque (LEON et al., 2008). A doenca do soro é uma reacio
tardia que ocorre de 5 a 24 dias apds o tratamento soroterdpico, podendo 0s pacientes
apresentar febre, urticaria, artralgia, linfadermomegalia e proteindria (BRASIL, 2001; FRY et
al., 2003). A maioria desses sintomas é devido a acdo de altas concentracdes de proteinas que
ndo sdo imunoglobulinas e que estdo presentes no soro hiperimune disponivel
comercialmente. Contudo, as préprias moléculas de imunoglobulina sdo capazes de
desencadear uma reacdo alérgica no paciente, pela ativacdo de seu sistema complemento
atraves da ligacdo das proteinas deste sistema ao dominio Cy2 da fragdo Fc da
imunoglobulina G (1gG) do eqliino (FRY et al., 2003).

A soroterapia reduz os efeitos sistémicos e a letalidade no envenenamento botrépico,
no entanto, a lesdo local causada por estes venenos ndo é neutralizada eficientemente pelo
antiveneno. Os efeitos locais das pegonhas de serpentes ocorrem muito rapidamente devido a
liberacdo de mediadores enddgenos dos tecidos lesados. Assim, o soro neutraliza o veneno
circulante, mas nédo as lesdes ja estabelecidas (GONCALVES; MARIANO, 2000; FRY et al.,
2003).

Assim, apesar de a soroterapia reverter com bastante eficacia os efeitos sistémicos do

veneno no organismo da vitima, conseguindo evitar por muitas vezes o 0Obito, ela apresenta
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algumas desvantagens como ineficiéncia para reverter os efeitos locais do veneno, uma
inibicho somente parcial da neurotoxicidade, miotoxicidade e atividade hemorragica da
peconha botropica, alguns efeitos colaterais na vitima (choque anafilatico e doenca do soro), a
necessidade de assisténcia médica especializada para acompanhar possiveis reacdes
colaterais, exigéncia de cuidados com a estocagem do soro e com o prazo de validade, a
indisponibilidade do soro para algumas regides do pais e o custo da sua produc¢do (devido a
alta toxicidade dos venenos, cerca de 10% dos animais soroprodutores morrem durante a
imunizacdo) (ZAMUNER et al., 2004; SILVA et al., 2007).

No Brasil, o grande nimero de acidentes causados pelo ofidismo, particularmente em
comunidades de dificil acesso, torna importante a busca por novos tratamentos (termoestaveis,
com alta disponibilidade, de baixo custo e com poucas reagdes adversas) que possam
complementar e/ou ser uma alternativa a soroterapia para neutralizar os efeitos tdxicos

causados pelos envenenamentos ofidicos.

1.6.2 Potencial antiofidico de extratos vegetais

Ao longo do desenvolvimento da humanidade as plantas inteiras ou suas partes foram
utilizadas como alimento, para prevenir doencas e tratar uma miriade de doencas. Existem
registros que ha cinco mil anos a civilizacdo sumeriana ja utilizava plantas medicinais para
curar feridas e queimaduras (MARTZ, 1992).

As plantas medicinais constituem uma alternativa para tratar diversas enfermidades.
Segundo a OMS, nos paises subdesenvolvidos, a pobreza associada a falta de acesso a
medicamentos industrializados faz com que 65 a 80% da populagdo desses paises dependam
da fitoterapia para os primeiros cuidados de saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1998).

No Brasil, 0 uso de planta como antidoto para acidentes ofidicos é uma antiga pratica
utilizada por populacdes nativas. Estes povos maceravam as plantas e o liquido obtido era
utilizado por ingestéo oral ou feito um cataplasma, o qual era aplicado sobre o local da picada.
O uso de extratos de plantas também é até hoje uma pratica comum em regides onde 0 acesso
a soroterapia é restrito ou nulo (RIZZINI; MORS; PEREIRA, 1988; RUPPELT et al., 1991;
MARTZ, 1992).

A importancia médica e econdmica das plantas estimulou vérios estudos

etnofarmacologicos que resultaram na descoberta de interessantes propriedades desses
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vegetais. Existem relatos que diversas plantas tém a propriedade de neutralizar varios efeitos
locais e sistémicos induzidos pelos venenos das serpentes através da presenca de varios
constituintes ativos como 0s taninos, alcaldides, liguininas, flavonoides e outros (SILVA et
al., 2004).

Dessa maneira, extratos vegetais surgem como uma forma alternativa no tratamento
de envenenamento ofidico ou como complemento a soroterapia convencional, por conter uma
gama de constituintes quimicos com uma variedade de propriedades farmacoldgicas de
interesse medicinal (MELO et al., 1994; SOARES et al., 2004).

A literatura reporta a existéncia de centenas de plantas com acéo antiveneno a nivel
mundial, mostrando a presenca de biomoléculas capazes de neutralizar variados efeitos locais
e sistémicos. Mahanta e Mukherjee (2000) relataram a acéo antiofidica do extrato de Mimosa
pudica (Mimoseae) na india. O extrato aquoso da raiz desta mimoséacea indiana neutralizou in
vitro as enzimas toxicas do veneno de Naja kauthia e antagonizou in vivo a letalidade e a
miotoxicidade deste veneno. Asuzu e Harvey (2003) estudaram a habilidade do extrato
metandlico de Parkia biglobosa em reduzir os efeitos dos venenos de Naja nigricollis e Echis
ocellatus, serpentes da Nigéria, nos modelos experimentais de acdo neurotdxica, citotoxica,
hemorragica e toxicidade aguda. O extrato metandlico desta Mimosaceae neutralizou o0s
efeitos neurotdxicos, hemorragicos e citotoxicos dos venenos testados. Lovera; Bonilla;
Hidalgo (2006), no Peru, estudaram a capacidade do extrato aquoso do caule da Dracontium
loretense em neutralizar a atividade letal do veneno de B. atrox. Estes pesquisadores
observaram que quando o extrato da planta foi incubado previamente com o veneno, este foi
capaz de neutralizar a atividade letal do veneno. Mais recentemente, Lobo et al. (2010)
reportaram que o extrato etanolico das folhas da Murraya paniculata inibiu a atividade da
fosfolipase A, do veneno total da serpente B. asper, assim como, inibiu a atividade enzimatica
das PLAs A, purificadas dos venenos das serpentes colombianas B. asper e Crotalus durissus
cumanensis e a atividade citotoxica induzida pela fosfolipase A, do veneno de B. atrox.

Nos ultimos anos, no Brasil, foram publicados varios estudos sobre as acfes de
extratos de plantas capazes de inibir os efeitos de venenos de serpentes.

Mors et al. (2000) fizeram uma revisdo ampla e descreveram o nome de 104 plantas
indicadas pela medicina popular como antiofidicas e ainda as varias classes de compostos
relacionados com a acdo antiofidica, ressaltando a importancia das espécies da familia

Apocynaceae.
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Borges et al. (2000 e 2001) testaram os efeitos antiofidicos da planta Casearia
sylvestris (Flacourtiaceae) que demonstrou inibicdo das atividades fosfolipasica, miotdxica,
edematogénica, hemorragica e proteolitica, induzidas por diferentes venenos de serpentes.

Biondo et al. (2003) estudando o extrato aquoso de Mandevilla velutina, quando
incubado com o veneno antes da inje¢do in vivo, verificou que o0 mesmo foi capaz de inibir a
atividade fosfolipase A, do veneno da Crotalus durissus terrificus, entretanto percebeu que
essa inibicdo era parcial quando comparada a varias espécies de serpentes do género
botropico.

Outra planta capaz de inibir o veneno de serpentes é a Casearia mariquitensis, cujo
extrato estudado por lzidoro et al. (2003) mostrou efeito sobre algumas alteracdes
hematoldgicas e hemostaticas induzidas pelo veneno da serpente B. neuwiedi pauloensis e
pela neuwidase, metaloproteina isolada deste veneno.

Veronese et al. (2005) encontraram efeito inibitério da acdo miotdxica do veneno da
serpente Bothrops jararacussu e bothropstoxinas | e Il com o extrato aquoso liofilizado da
casca da raiz da planta Tabernaemontana catharinensis.

Ticli et al. (2005) demonstraram que 0 extrato metandlico de Cordia verbenéacea,
conhecida como baleeira, inibiu o edema induzido pelo veneno de B. jararacussu e suas
principais fosfolipases A, (bothropstoxinas | e Il). O principio ativo isolado da Cordia
verbenacea foi o0 acido rosmarinico, com propriedades antiinflamatorias e antimiotoxicas
contra 0 veneno e suas fragdes.

Costa et al. (2008) verificaram que o extrato das flores de Peltodon radicans
apresentou eficacia significativa na neutralizacdo da atividade edematogénica do veneno de B.
atrox. Além disso, mostraram que a acao blogueadora aumentava de acordo com o tempo de
aplicacdo e que os triterpenos pentaciclicos identificados nos extratos das flores, podiam estar
relacionados com o bloqueio da atividade edematogénica pela Peltodon radicans.

Nishijima et al. (2009) investigaram as atividades anti-hemorragicas de Mouriri pusa,
Byrsonima crassa Niedenzu, Davilla elliptica e strychnos pseudoquina contra veneno de B.
jararaca. Os extratos metandlicos de Mouriri pusa, Byrsonima crassa e Davilla elliptica
mostraram total capacidade neutralizante contra a hemorragia local provocada pelo veneno.

Mise; Lira-da-Silva; Casais-e-Silva (2009) verificaram a acdo protetora da Calendula
officinalis sobre a atividade miotdxica do veneno da Bothrops leucurus, in vivo, em
camundongos, através da liberacdo da creatina quinase (CK) e analise histolégica. Eles
observaram que a liberacdo da CK e a lesdo histopatologica se mostraram diminuidas em

animais tratados com C. officinalis, tanto topicamente quanto com a incubacdo do veneno
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previamente com C. officinalis. A inoculagdo do veneno incubado com C. officinalis sugere
que existe alguma fragdo anti miotoxica no extrato aquoso, uma vez que este inibiu o
aparecimento de lesdes musculares apds a inoculacdo do veneno de B. leucurus e induziu
regeneracdo muscular.

Estudos etnoboténicos, etnofarmacoldgicos e ensaios bioldgicos mostram que cerca de
850 espeécies de plantas apresentam ou podem apresentar potencial terapéutico antiofidico
(SOARES et al., 2005). Estas espécies estdo distribuidas em 94 familias, principalmente
Asteraceae (9%), Leguminosae (7,8%) e Euphorbiaceae (4,5%) (MARCUSSI et al., 2007).

Atualmente, 152 espécies de plantas com potencial terapéutico sdo utilizadas com foco
medicinal no Brasil. Destas, apenas 18 espécies (12%) possuem validacdo cientifica
mostrando assim, apenas uma pequena fracdo de plantas documentadas cientificamente
(SOARES et al., 2004). Diante disto, sdo necessarias maiores investigagdes para o isolamento
e caracterizacdo dos principios ativos presentes nos extratos vegetais, pois no futuro estes
extratos podem substituir ou complementar o tratamento tradicional utilizado em
envenenamentos humanos e animais, ja que para estes ultimos o soro antiofidico ndo esta

disponivel.

1.6.3 Harpalyce brasiliana Benth

A espécie Harpalyce brasiliana Benth (Leguminoseae-Papilionoideae) é um arbusto,
algumas vezes uma arvoreta, de 1 a 4 metros de altura, que possui ramos alongados; folhas de
coloracdo verde escura e aveludadas; estipulas pequenas, setaceas e caducas, com 7 a 11
foliolos, breve pecioladas, 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,
com sementes escuras ou palidas, oblongas, transversas (Figura 6) (ARAUJO, 2008).

A espécie € representada por arbustos silvestres anuais, em todo Nordeste,
principalmente nos estados do Ceara, Piaui e Maranhdo. No Ceard estd presente,
especialmente, na Serra de Ibiapaba e Chapada do Araripe, onde é conhecida popularmente
como “raiz-de-cobra”, devido suas propriedades antiofidicas (BRAZ-FILHO, 1999).

A preparacdo fitoterapica hidroalcoolica chamada “Especifico Pessoa”, feita a partir
de uma planta chamada cabeca de negro, é muito utilizada nas regides Norte e Nordeste do

Brasil como antidoto oral para envenenamento ofidico. Trabalhadores da regido Nordeste do
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Brasil bebem essa pocdo antes de se adentrar nas matas para se prevenir contra a picada de
serpentes (MORS et al., 1989).

Figura 6 — Foto das diversas partes da Harpalyce brasiliana
A - raiz, B - folhas, C- flor e D — espécime completa
Fonte: SILVEIRA; PESSOA, 2005

O estudo quimico deste fitoterapico foi feito por Nakagawa et al. em 1982. Eles
verificaram a ac¢do antiofidica do extrato hidroalcodlico da raiz de uma planta supostamente
amazonica, citada pelo nome popular cabeca-de-negro, mas omitiram a identificacdo (existem
varias espécies de familias diferentes com este nome popular). Do extrato hidroalcodlico eles
isolaram duas substancias, as quais denominaram cabenegrinas A-lI e A-ll. O trabalho relata
que o extrato inibiu o efeito cardiovascular do veneno da serpente Bothrops atrox (Viperidae)
em cdes e aumentou a sobrevivéncia dos camundongos envenenados experimentalmente
(NAKAGAWA et al., 1982).
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O isolamento de varios pterocarpanos, dentre eles, as cabenegrinas A-l1 e A-1l do
extrato etanolico das raizes de Harpalyce brasiliana Benth sugeriu que a H. brasiliana
poderia ser uma das possiveis espécies utilizadas na preparacdo do fitoterapico “Especifico
Pessoa”, citado anteriormente (MORS et al., 1989). De fato, essa planta apresenta registro
etnofarmacologico como antiofidica e também é conhecida popularmente como “raiz de
cobra”.

O trabalho pioneiro de Nakagawa et al. (1982) foi o impulso para o interesse pelos
pterocarpanos.

As cabenegrinas A-l e A-ll (Figura 7) presentes na H. brasiliana sé@o pterocarpanos
prenilados, com rotacdo Gtica negativa indicativa da configuracdo S nos carbonos quirais 6a e
11a. Estruturalmente, os pterocarpanos possuem um nucleo tetraciclico derivado do nucleo
fundamental das isoflavonas, mas apresentam uma numeracdo diferente das isoflavonas
(BREYTENBACH et al., 1982).

Os pterocarpanos sdo produtos naturais pertencentes ao grupo dos flavondides, mais
especificamente ao subgrupo dos isoflavondides e atuam como fitoalexinas, ou seja,
substancias de defesa das plantas as invas@es por bactérias, fungos e virus. Outras atividades
biolégicas atribuidas aos pterocarpanos incluem atividades antitumoral, antimitética, anti-
HIV, antiinflamatéria e antiparasitaria (SELVAM et al., 2004; SALEM; WERBOVETZ,
2006; MILITAO et al., 2007).

e

L
cabenegrina A-lI

cabenegrina A-l

Figura 7 — Estrutura das cabenegrinas | e 11
Fonte: REYES-CHILPA; ESTRADA, 1995


http://quiprona.files.wordpress.com/2010/07/cabanegr
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Os pterocarpanos tém sido encontrados em um grande numero de espécies de plantas
pertencentes a diversas subfamilias das leguminosas (Fabaceae). Os pterocarpanos ocorrem
principalmente nas espécies de plantas dos géneros Erythrina, Swartzia, Glycine e Sophora
(AL-HAZIMI; ALKHATHLAN, 2000).

Além das cabenegrinas, estudos fitoquimicos preliminares com a raiz de H. brasiliana
possibilitaram o isolamento de mais 6 pterocarpanos: harpalycina-I, leiocarpina, maackiaina,
medicarpina, (-)- 4°, 5’- dihidroxi - edunol e da chalcona 3, 4, 2°, 4’- tetra-hidroxi-3’- (3,
7~ dimetil-octadi-2*, 6°’- enoil) chalcona (ARAUJO; LIMA; SILVEIRA, 2009).

Os pterocarpanos harpalycina-l e leiocarpina foram estudados quanto a atividade
citotoxica em trés linhagens de células humanas (leucemia promielocitica, carcinoma de célon
e carcinoma de mama) e apresentaram resultados satisfatorios (MILITAO et al., 2007).

Em diversas culturas do mundo o uso de plantas contendo pterocarpanos é conhecido
por neutralizar os efeitos de envenenamento por serpentes e aranhas (JIMENEZ-
GONZALEZ et al., 2008).

Tambeém da planta Harpalyce brasiliana foi isolado o edunol, este composto apresenta
propriedades antimitdtica e antiproteolitica contra a peconha da serpente B. jararacussu, além
de importante atividade inibitéria da fosfolipase A, (DA SILVA et al., 2004).

Um trabalho realizado sobre o efeito protetor do (-)-edunol, um pterocarpano isolado
de Brongniartia podalyrioides mostrou reducdo na mortalidade de camundongos envenenados
com o veneno da serpente B. atrox. O (-)-edunol possui estrutura e propriedades similares as
cabenegrinas A-1 e A-Il (REYES-CHILPA et al., 1994).

As cabenegrinas A-l e A-l11 e o edunol guardam uma estrita semelhanca do ponto de
vista quimico e biologico. Os dois compostos mostram efeito protetor contra veneno
botropico. Suas estruturas quimicas (um esqueleto isoflavondide, funcionalidade dioxigenada
e natureza acida) sdo relevantes para este tipo de atividade bioldgica (REYES-CHILPA;
ESTRADA, 1995).

Muitos outros pterocarpanos prenilados considerados bioativos foram encontrados em
plantas do género Erythrina. Dentre estas, a casca de E. barteroana que mostrou poder
neutralizante contra o veneno das serpentes da Guatemala (MITSCHER et al., 1987).

Ximenes, 2009, demonstrou que a cabenegrina A-Il foi capaz de bloquear totalmente
alguns efeitos do veneno da serpente Bothrops jararacussu em ratos Wistar, como a
hiperglicemia, o aumento da creatinina e do aspartato aminotransferase, servindo como

indicativo da melhoria da funcédo renal desses animais.
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A despeito da propriedade terapéutica atribuida as cabenegrinas A-1 e A-Il, esses
pterocarpanos ndo foram investigados quanto sua atividade bioldgica contra o veneno da
serpente Bothrops neuwiedi. Além do mais, como dito anteriormente, as informacdes contidas
na literatura a respeito das alteracGes celulares na medula 6ssea e no baco de animais
envenenados experimentalmente sdo restritas. Portanto, este trabalho propde verificar se
ocorrem alteracdes celulares no sangue periférico, na medula 6ssea e no bago de animas,
causadas por envenenamento pela serpente Bothrops neuwiedi e se as cabenegrinas A-l e A-ll
exercem acdo protetora sobre os possiveis efeitos hematol6gicos e histologicos causados pelo
veneno total, na perspectiva de elucidacdo de um tratamento complementar que possa ser
usado com o intuito de diminuir a gravidade das alteragdes clinicas observadas e a incidéncia
de complicagcbes secundarias ao acidente, e desta forma diminuir o indice de letalidade

provocado pelo envenenamento por esta serpente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar as cabenegrinas A-l e A-11 na neutralizacéo
das atividades bioldgicas do veneno total da serpente Bothrops neuwiedi analisando seu

potencial antiofidico para possivel complementacdo da soroterapia.

2.2 Objetivos especificos

o Investigar as possiveis alteracdes hematoldgicas, no que se refere ao
hemograma, mielograma e esplenograma causadas pelo veneno total e pelas fragOes
fosfolipase A; e lectina C da serpente Bothrops neuwiedi, nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24

horas em camundongos.

o Analisar a capacidade das cabenegrinas A-l1 e A-1l em inibir as alteracGes
hematoldgicas causadas pelo veneno total da serpente Bothrops neuwiedi pela via

intraperitoneal em camundongos, no tempo 2 horas.

. Avaliar as possiveis alteragdes histoldgicas provocadas pelo veneno total e
pelas fracOes fosfolipase A; e lectina da serpente Bothrops neuwiedi nos rins, coracéo,

baco e figado de camundongos.

o Analisar a capacidade das cabenegrinas A-l1 e A-ll em inibir as alteracGes
histoldgicas causadas pelo veneno total da serpente Bothrops neuwiedi nos rins, coracao,

baco e figado de camundongos, no tempo duas horas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos adultos, machos, da linhagem Swiss, pesando entre 25
e 30g, oriundos do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, sob controle de
luminosidade, temperatura e com acesso livre a gua e alimento.

Os animais foram tratados conforme normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e Cédigo de Etica no Uso Cientifico de Animais (COBEA, 1991). O
protocolo deste estudo foi aprovado sem restrigdes pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da Universidade Federal do Ceara em 09/09/2010 sob o protocolo de namero 032/10
(Anexo 1).

3.2 Veneno

O veneno total e fracGes fosfolipase A, (PLAy) e lectina C da serpente Bothrops
neuwiedi foram fornecidos pelo pesquisador Marcos Hikari Toyama da Universidade Estadual
de S&o Paulo (UNESP), Unidade de Jaboticabal. O veneno liofilizado foi acondicionado em
frascos hermeticamente fechados e armazenados a - 20° C até o momento dos ensaios
bioldgicos. O veneno total e as fragbes fosfolipase A; e lectina foram pesados e solubilizados
em solucdo fisioldgica de cloreto de sodio (NaCl) 0,9% (massa/volume) no momento do uso e
administrados por via intraperitoneal.

De acordo com cada experimento, grupo de camundongos recebeu 60% da DLso do
veneno total (DLsp=1,66mg/kg), ou 60% da DLsp da PLA; (DLso=7,8mg/Kg) ou 4mg/Kg de
lectina C (SOARES et al., 2000; RODRIGUES et al., 2003).

3.3 Cabenegrinas A-1 e A-11

As raizes da Harpalyce brasiliana Benth. foram coletadas na Serra de Ibiapaba-CE e

identificadas pelo Professor Afranio Gomes Fernandes (Universidade Federal do Ceara). A
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exsicata (n° de registro 14841) foi depositada no Herbério Prisco Bezerra, Departamento de
Biologia, Universidade Federal do Ceara.

A partir do extrato etandlico das raizes de Harpalyce brasiliana Benth. as
cabenegrinas A-l e A-ll foram isoladas e gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha
Silveira do Departamento de Quimica Organica, Centro de Ciéncias da Universidade Federal
do Ceara.

As cabenegrinas A-1 e A-1l foram armazenadas a 4°C até o momento dos ensaios
biolégicos. No momento do experimento foram pesadas e suspensas em 0,1 mL de solucéo de
NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80 (tween 80).

3.4 Envenenamento Experimental

Grupo I- (controle negativo)

Um grupo composto por 06 camundongos foi inoculado apenas com solucgdo
fisiol6gica de cloreto de sddio (NaCl) 0,9%. Cada animal recebeu 0,1 mL de cloreto de sddio
0,9% por via intraperitoneal e, ap6s duas horas do envenenamento o0s animais foram
anestesiados levemente por via inalatoria com éter dietilico, momento em que foi coletado 1
mL sangue do plexo retro-orbital em microtubos contendo 20uL de heparina 50UlI/mL para
analise hematoldgica.

Imediatamente ap0s a coleta, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
e 0s 0Orgdos, medula, baco, rins, figado e coracdo foram retirados. Enquanto que o rim,
coracdo e figado foram retirados para analise histoldgica, a medula foi retirada para fazer o
mielograma, uma metade do baco foi utilizada para fazer o esplenograma e a outra metade

para anélise histologica.

Grupo Il — (controle positivo) Veneno total

Uma amostra de 30 camundongos foi inoculada com o veneno total da serpente B.

neuwiedi na dose de 0,996mg/Kg, diluido em 0,1 mL de solu¢do de NaCl 0,9%, por via

intraperitoneal. Estes animais foram subdivididos em 05 grupos, cada um com 6 animais:
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Grupo 2 horas (n=06) duas horas apds a inoculagdo do veneno total foi colhido o sangue e
retirado os 0rgaos;

Grupo 4 horas (n=06) quatro horas apds a inoculacdo do veneno total foi colhido o sangue e
retirado os 6rgaos;

Grupo 8 horas (n=06) oito horas apds a inoculacdo do veneno total foi colhido o sangue e
retirado os 6rgaos;

Grupo 16 horas (n=06) dezesseis horas ap6s a inoculacdo do veneno total foi colhido o sangue
e retirado os 6rgaos;

Grupo 24 horas (n=06) vinte e quatro horas ap6s a inoculacdo do veneno total foi colhido o

sangue e retirado os 6rgaos;

Grupo I11 - (controle positivo) Fosfolipase A,

Uma amostra de 30 camundongos foi inoculada com a fosfolipase A, do veneno da
serpente B. neuwiedi na dose de 4,68 mg/Kg, diluido em 0,1 mL solucdo de NaCl 0,9%, por
via intraperitoneal. Estes animais foram subdivididos em 05 grupos:

Grupo 2 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos duas horas apds a inoculacdo da
fosfolipase Ay;

Grupo 4 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgédos quatro horas ap6s a inoculagdo da
fosfolipase Ay;

Grupo 8 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos oito horas apds a inoculacdo da
fosfolipase Ay;

Grupo 16 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os Orgdos dezesseis horas apds a
inoculacéo da fosfolipase Ay;

Grupo 24 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos vinte e quatro horas apos a

inoculacgdo da fosfolipase A,.

Grupo 1V — (controle positivo) Lectina C

Uma amostra de 30 animais foi inoculada com a lectina do veneno da serpente B.

neuwiedi na dose de 4,0mg/Kg, diluido em 0,1 mL solucdo de NaCl 0,9%, por via

intraperitoneal. Estes animais foram subdivididos em 05 grupos:
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Grupo 2 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos duas horas apds a inoculacéo da
lectina;
Grupo 4 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos quatro horas ap6s a inoculagéo da
lectina;
Grupo 8 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos oito horas apos a inoculacdo da
lectina;
Grupo 16 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos dezesseis horas apds a
inoculacdo da lectina;
Grupo 24 horas (n=06) colhido o sangue e retirado os 6rgdos vinte e quatro horas apos a
inoculacdo da lectina.

Apbs envenenamento com veneno total, fosfolipase A, e lectina C (grupos 11, 111 e 1V)
e, observado os horarios pré-fixados, os animais foram anestesiados levemente por via
inalatéria com éter dietilico, momento em que foi coletado 1 mL de sangue pelo plexo retro-
orbital em microtubos contendo 20uL de heparina 50Ul para analise hematoldgica.
Imediatamente ap0s a coleta sanguinea, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e os orgdos, medula, bago, rins, figado e coracdo foram retirados. O rim, coracdo e
figado foram retirados para analise histoldgica, a medula para realizacdo do mielograma, a
metade do baco foi utilizada para fazer o esplenograma e a outra metade para analise

histologica.

3.5 Procedimento experimental para neutralizacdo usando as cabenegrinas A-1 e A-11

Para os ensaios de neutralizacdo, 0,996 mg/Kg do veneno total da serpente B. neuwiedi
foram misturados previamente ou com a cabenegrina A-1 ou com a cabenegrina A-Il diluidas
em solugdo de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80.

Todos os ensaios de neutralizacdo foram feitos usando uma relacéo veneno: planta de
2,5:1 e 5:1, com uma pré-incubacdo de 30 minutos a 37°C em Banho-Maria. A via de

administracéo utilizada foi a intraperitoneal.
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Grupo V - (controle negativo) 1% de polissorbato 80 (tweeen 80)

Um grupo composto por 06 camundongos foi inoculado apenas com a solugdo 1% de
polissorbato 80 (tween 80). Cada animal recebeu 0,1mL da soluc¢do por via intraperitoneal e
apos 2 horas do envenenamento os animais foram anestesiados levemente por via inalatoria
com éter dietilico, momento em que foi coletado 1 mL de sangue do plexo retro-orbital em

microtubos contendo 20uL de heparina 50Ul/mL para analise hematoldgica.

Grupos VI e VII - (controle negativo) utilizando apenas a cabenegrina A-1 ou apenas a

cabenegrina A-11

Foram feitos dois grupos compostos por 06 camundongos cada. O primeiro grupo
(n=06) foi inoculado pela via intraperitoneal apenas com cabenegrina A-l suspensa em
solucao de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80.

O segundo grupo (n=06) foi inoculado pela via intraperitoneal apenas com
cabenegrina A-l1l suspensa em solugdo de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80.
Ambas cabenegrinas foram inoculadas na dose de 0,996 mg/kg.

Apb6s 2 horas do envenenamento os animais dos grupos V, VI e VII foram
anestesiados levemente com éter dietilico, momento em que foi coletado 1 mL de sangue do
plexo retro-orbital em microtubos contendo 20uL de heparina 50Ul para analise
hematoldgica. Imediatamente ap0s a coleta, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os 6rgdos, medula, baco, rins, figado e coracdo foram retirados. Enquanto que o
rim, coracdo e figado foram retirados para analise histologica, a medula foi retirada para fazer
0 mielograma, uma metade do bago foi utilizada para fazer o esplenograma e a outra metade

para anélise histologica.

Grupos VIl e IX- (controle positivo veneno e cabenegrina A-I nas diluicdes 2,5:1 e 5:1)

Um grupo composto por 06 animais foi inoculado pela via intraperitoneal com 0,996
mg/Kg de veneno total da serpente B. neuwiedi e 0,398mg/kg de cabenegrina A-l, dissolvidos
em 0,1mL de solucdo de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80 e previamente

incubados por 30 minutos a 37°C em Banho-Maria.
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Um segundo grupo composto por 06 animais foi inoculado pela via intraperitoneal
com 0,996 mg/Kg de veneno total da serpente B. neuwiedi e 0,199mg/kg de cabenegrina A-I,
dissolvidos em 0,1mL de solugdo de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80 e

previamente incubados por 30 minutos a 37°C em Banho-Maria.

Grupos X e XI- (controle positivo veneno e cabenegrina A-11 nas dilui¢des 2,5:1 e 5:1)

Um grupo composto por 06 animais foi inoculado pela via intraperitoneal com 0,996
mg/Kg de veneno total da serpente B. neuwiedi e 0,398mg/kg de cabenegrina A-Il,
dissolvidos em 0,1mL de solucdo de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80 e
previamente incubados por 30 minutos a 37°C em Banho-Maria.

Outro grupo composto por 06 animais foi inoculado pela via intraperitoneal com 0,996
mg/Kg de veneno total da serpente B. neuwiedi e 0,199mg/kg de cabenegrina A-Il,
dissolvidos em 0,1mL de solucdo de NaCl 0,9%, contendo 1% de polissorbato 80 e
previamente incubados por 30 minutos a 37°C em Banho-Maria.

Apos 2 horas, os animais dos grupos VIII, IX, X e XI foram anestesiados levemente
com éter dietilico, momento em que foi coletado 1 mL de sangue do plexo retro-orbital em
microtubos contendo 20uL de heparina 50Ul para analise hematoldgica. Imediatamente apos
a coleta, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os 6rgaos, medula, bago,
rins, figado e coracdo foram retirados. Enquanto que o rim, coracdo e figado foram retirados
para analise histoldgica, a medula foi retirada para fazer o mielograma, uma metade do baco

foi utilizada para fazer o esplenograma e a outra metade para andlise histologica.

3.6 Coleta do material para a realizacdo do hemograma completo, mielograma,

esplenograma e exame histologico

Considerando que o éter etilico é relativamente atoxico para os Orgdos vitais,
promovendo anestesia por acdo depressora no sistema nervoso central e tendo sido aplicado
em diversos trabalhos nos quais se estudou as células sanguineas, foi adotado como anestésico
de escolha para a realizacdo deste experimento (LOMONTE; TARKOWSKI; HANSON,
1993; IZODORO et al., 2003, XIMENES, 2009)
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Utilizou-se um sistema fechado de cdmara anestésica contendo éter etilico para
inducdo anestesica por inalacdo. Todas as precaucbes recomendadas para manuseio de
produto inflamavel foram seguidas durante o experimento (COBEA, 1991).

Os camundongos foram anestesiados em cadmara anestésica saturada de éter etilico, por
um periodo de 30 a 60 segundos. Os sinais de anestesia dos animais foram monitorados
através de sinais clinicos como freqliéncia respiratoria, respostas reflexas e relaxamento da
mandibula e musculatura abdominal (COBEA, 1991).

Imediatamente apds a anestesia foram colhidas amostras de sangue do plexo retro-
orbital dos animais, com auxilio de capilares heparinizados. Foi coletado 1 mL de sangue do
plexo retro-orbital em microtubos contendo 20pL de heparina 50Ul/mL para anélise
hematoldgica. O hemograma completo foi realizado imediatamente apés a coleta.

Ainda sob efeito anestésico, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.
Apo0s a eutanasia o sacrificio, os animais foram colocados em posi¢do supina sobre prancha
para iniciar o procedimento cirirgico. Com uma tesoura de ponta romba foi realizada uma
incisdo curta na linha longitudinal mediana com o prolongamento do final da parede
abdominal a borda posterior do esterno. Em seguida foi realizada de cada lado uma incisao
transversal, ao longo da borda posterior da caixa toracica, através da qual efetuou-se a retirada
dos drgdos rim esquerdo, coracdo, figado e baco. O fémur foi coletado apds seccdo cutanea
dos membros inferiores e retirada dos musculos anteriores e posteriores. As células da medula
Ossea foram obtidas por meio de lavagem da cavidade de um dos fémures com 1 mL de
solucdo salina 0,9% contendo heparina (Liquemine®— Roche).

A partir da obtencdo do fémur foi realizado o mielograma. E, os érgédos rim esquerdo,
coracdo, figado foram utilizados para o exame histoldgico. O baco obtido foi seccionado
transversalmente, sendo uma metade utilizada para analise histolégica e outra para o

esplenograma.

3.7 Determinac0es Laboratoriais
3.7.1 Analise Hematoldgica
3.7.1.1 Hemograma
As analises guantitativas do hemograma foram processadas pelo contador de células

sanguineas Sysmex-Roche, modelo KX-21N. Este analisador hematoldgico utiliza o principio

de impedancia/DC para contagem e classificacdo das células sanguineas. Os pardmetros
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determinados por ele foram: a contagem do namero total de eritrécitos, de leucdcitos e de
plaquetas; a concentracdo de hemoglobina; o hematocrito e as constantes corpusculares
(volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média).

A anélise qualitativa (contagem diferencial de leucdcitos, morfologia de hemacias,
leucdcitos e plaquetas) foi realizada em extensfes de sangue sem anticoagulante, obtida da
primeira gota de sangue coletado, proveniente do plexo retro-orbital e colhido em lamina.
Estas laminas foram identificadas e coradas utilizando o kit Instant-Prov (Newprov) composto
por ciclohexadienos a 0,1%, azobenzenosulfénicos a 0,1% e fenotiazinas a 0,1%. O
procedimento de coloragdo, reagentes utilizados e periodos de incubacdo foram realizados
conforme recomendacao do fabricante

As laminas foram examinadas ao microscopio de luz (Olympus), sob objetiva de
imersdo (100x). Para a determinacdo da concentracdo relativa (percentual) e absoluta (por
milimetro cibico de sangue) dos diferentes tipos de leucdcitos, um nimero minimo de cem
leucocitos por amostra foram analisados. Quinze ou mais campos microscopicos foram

examinados para analise morfoldgica e tintorial de eritrocitos, leucdcitos e plaquetas.

3.7.1.2 Mielograma

Apo0s exposicdo do fémur removeu-se a cartilagem sobre o orificio na extremidade
distal e cortou-se 0 0sso na juncdo superior. As células da medula 6ssea foram obtidas por
meio de lavagem da cavidade de um dos fémures com solucdo de NaCl 0,9%, contendo
heparina 20UI/mL (Ligquemine®— Roche). A suspenséo celular foi colocada em tubos plasticos
e cuidadosamente homogeneizada. Uma aliquota da suspensao foi utilizada para determinacéo
do namero de células nucleadas. As células foram quantificadas em camara de Neubauer,
apos diluicdo em liquido de Turk - diluente composto por uma solu¢édo de 1% de acido acético
glacial.

Para avaliacdo morfologica e contagem diferencial das células da medula 6ssea foram
confeccionadas laminas obtidas apos citocentrifugacao (centrifuga citolégica modelo Incibrés,
Brasil) de 50ul da suspensdo celular, por 5 minutos a 1000rpm e submetidas a coloracdo,
utilizando o kit Instant-Prov (Newprov) composto por ciclohexadienos a 0,1%,
azobenzenosulfénicos a 0,1% e fenotiazinas a 0,1%. O procedimento de coloracgdo, reagentes

utilizados e periodos de incubacéo foram realizados conforme recomendacéo do fabricante.
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Para identificacdo morfologica e quantificacdo dos diferentes tipos celulares foram
analisadas 500 células por lamina por animal. Os valores absolutos de cada serie foram
determinados através da multiplicacdo das porcentagens relativas pelo numero de células

nucleadas de cada animal.

3.7.1.3 Esplenograma

Apos a retirada, o baco foi seccionado transversalmente e com o pedaco cortado,
atraves do contato da superficie em questdo com a lamina de vidro foram feitas impressdes na
lamina “imprint”. Em seguida, a 1amina contendo o imprint foi corada utilizando o kit Instant-
Prov (Newprov) composto por ciclohexadienos a 0,1%, azobenzenosulfénicos a 0,1% e
fenotiazinas a 0,1%. O procedimento de coloragdo, reagentes utilizados e periodos de
incubacao foram realizados conforme recomendagdo do fabricante.

Para identificacdo morfologica e quantificacdo dos diferentes tipos celulares foram

analisadas 300 células por lamina por animal.

3.7.1.4 Critérios para classificacdo das células hematopoiéticas

A classificacdo das células da linhagem granulocitica nos 6rgdos hematopoiéticos de
camundongos foi baseada na relagdo ndcleo-citoplasma, afinidade tintorial do citoplasma, na
presenca ou ndo de granulacBes primaria e secundaria no citoplasma, no padrdo de cromatina
nuclear, na presenca ou ndo de nucléolos, no didmetro e segmentacdo ou ndo do nucleo.

Na série granulocitica considerou-se quatro etapas maturativas: blastos, envolvendo o
mieloblasto; formas jovens, englobando as etapas de promielécito e mieldcito; formas em
anel, correspondentes ao metamielocito e ao bastonete; segmentados, envolvendo as formas
segmentadas a partir de 2 l6bulos nucleares (GARCIA, 1992).

Os precursores eritroides foram classificados em: eritroblastos jovens, envolvendo
proeritroblastos e eritroblastos basoéfilos; eritroblastos policromaticos, englobando todas as
etapas em que as células apresentavam cromatina condensada e citoplasma policromatico e
eritroblastos ortocromaticos, incluindo células com nicleo apresentando cromatina picnética e

citoplasma eosinofilico. Quando as células apresentavam assincronismo maturativo,
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prevaleceu o aspecto da cromatina nuclear para identificacdo da etapa maturativa (GARCIA,
1992).

As células da linhagem linféide envolvendo prolinfécitos, linfocitos tipicos ou atipicos
foram agrupadas como linfécitos. Enquanto que os megacarioblastos, megacariocito basofilo
e megacariocito acidéfilo foram grupados como série megacariocitica. Promondcitos e
monacitos foram reunidos em um grupo de células denominadas monocitdides. As células da
linhagem plasmocitaria foram agrupadas como plasmdcitos. Por sua vez, as células
monocitoides, 0s plasmdcitos, macréfagos, células em mitose e células degeneradas foram
classificadas como “outras células” (GARCIA, 1992).

3.7.1.4.1 Relacdo mielo6ide-eritréide

A relacdo mieldide-eritroide (M/E) tanto medular quanto esplénica foi avaliada
determinando-se a proporcdo entre os elementos granulociticos e precursores eritroides
contando-se, no minimo, 500 e 300 células por lamina relativa ao mielograma e

esplenograma, respectivamente.

3.7.1.4.2 Relacdo linféide-eritrdide

A relacdo linféide-eritroide (L/E) esplénica foi avaliada determinando-se a proporcéo
entre os elementos linfoides e precursores eritrdides contando-se, no minimo, 300 células por

lamina relativa ao esplenograma.

3.8 Analise Histoldgica

Os rins, coracéo, baco e figado foram acondicionados em frasco contendo formol 10%
até 12 horas e conservados em alcool a 70%, para proceder a analise histoldgica. O controle
foi obtido com os mesmos 6rgaos retirados de animais utilizados como controle no protocolo
experimental.

Os fragmentos dos 6rgdos dos animais foram desidratados, diafanizados e em seguida

cortados no micrétomo, numa espessura de 5um. Procedeu-se a coloracdo do material por
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hematoxilina-eosina (H.E.) e as laminas foram analisadas em microscopios de luz. Foram
utilizados o microscopio trinocular Motic BA310/cdmera Moticam 2000 - 2.0 mp live
resolution e o microscopio trinocular Opton N ordem 8969/camera Opten TA 0124-XS.

As laminas foram confeccionadas no Laboratério de Anatomia Patoldgica — Biopse e
no Laboratorio de Histologia dos Efeitos Causados pelos Venenos de Serpentes e Plantas
(HISTOVESP), este ultimo pertencente a Universidade Estadual do Ceara. A avaliacdo das
laminas foi feita pelos professores Dr. Dalgimar Beserra de Menezes (Departamento de
Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard) e pela Dra. Janaina Serra Azul
Monteiro Evangelista (Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do

Ceard).

3.9 Reagentes Utilizados nos Experimentos

Acido etilenodiaminotetracético-EDTA (Reagen®), heparina (Liquemine® — Roche),
1% de polissorbato 80 (Synth®), éter etilico (Synth®), soluco fisiologica estéril a 0,9%,
(Synth®), solugdo de Turk (Merck®), corante May-Gruwal-Giemsa (Doles®), lcool etilico
absoluto (Synth®), alcool etilico 70% (700mL de &lcool etilico absoluto (Synth®) para 300mL
de 4gua destilada), solucéo de formol a 10% (10mL de formaldeido P.A (Synth®) para 90mL
de &gua destilada). Todos os outros reagentes foram obtidos no mais alto nivel de pureza

disponivel no mercado.

3.10 Anélise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como media + erro padrdo. Nas comparagfes
entre 0s grupos a significancia estatistica foi avaliada através de dois testes: o teste
paramétrico oriundo da analise de variancia (ANOVA) e o teste ndo-paramétrico exato de
Kruskal-Wallis, com distribuicdo empirica obtida via Bootstrap. Foi adotado o nivel de
significancia de p< 0,05.

A andlise estatistica foi realizada usando o software livre R, versdo 2.12.0.



71

4 RESULTADOS

4.1 Resultados do hemograma, mielograma e esplenograma dos camundongos Swiss

tratados com salina, tween, cabenegrina A-1 com tween e cabenegrina A-11 com tween.
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Figura 8 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de
camundongos Swiss tratados com tween, cabenegrina A-1 com tween (Cab A-l1e T) e
cabenegrina A-11 com tween (Cab A-l1 e T) no tempo 2 horas, comparados com 0 grupo
controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 9 — Estudo da contagem diferencial de leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com tween, cabenegrina A-1 com tween (Cab A-l1e T) e
cabenegrina A-11 com tween (Cab A-l1 e T) no tempo 2 horas, comparados com 0 grupo
controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 10 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com tween, cabenegrina A-1 com tween (Cab A-l1 e T) e cabenegrina A-11
com tween (Cab A-11 e T) no tempo 2 horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 11 - Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de

camundongos Swiss tratados com tween, cabenegrina A-1 com tween (Cab A-l1e T) e
cabenegrina A-11 com tween (Cab A-l1 e T) no tempo 2 horas, comparados com 0 grupo
controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Fizemos um teste comparativo entre o controle salina, o tween e as cabenegrinas
associadas com tween para saber se o tween sozinho ou as cabenegrinas com tween provocam
alteracdes hematoldgicas que podem influenciar nos resultados do teste. Lembrando que as
cabenegrinas precisaram ser diluidas com tween para serem aplicadas nos animais.

Para efeito de comparacao foram utilizados dois testes: o teste paramétrico oriundo da
ANOVA e o teste ndo-paramétrico exato de Kruskal-Wallis, com distribuicdo empirica obtida
via Bootstrap.

Na figura 8, apresentamos o0s resultados dos testes de comparacdo referentes as
diferencas do nimero médio de hemacias, hemoglobina, hematécrito, VCM, HCM, CHCM,
plaquetas e leucécitos. Ndo foi detectada nenhuma diferenca, ao nivel de 5%, evidenciando
que ndo existe diferenca significativa entre o nimero médio das células e indices
hematimetricos, quando se utiliza o controle salina, tween isoladamente ou tween em
conjunto com as cabenegrinas A-l ou A-II.

Na figura 9 apresentamos os resultados dos testes de comparacdo referentes as
diferencas do numero médio de células para a contagem diferencial. N&o foi detectada
nenhuma diferenca, ao nivel de 5%, evidenciando que ndo existe diferenca significativa entre
0 nimero médio de células (neutrofilos, bastBes, segmentados, eosinofilos, linfocitos e
monacitos), quando se utiliza o controle salina, tween isoladamente ou tween em conjunto
com a cabenegrina A-1 ou A-II.

Pela figura 10, vimos que na medula dssea nao existe diferenca entre o nimero médio
de células (eritréides, mieldides, linféides, megacariociticas e outras células) quando se utiliza
apenas o controle salina, o tween ou o tween conjuntamente com as cabenegrinas A-lI ou A-
.

Na figura 11 apresentamos o0s resultados dos testes de comparacdo referentes a
diferenca do nimero médio de células do esplenograma. A Unica diferenca detectada ao nivel
de 5% foi no percentual de celulas mieldides, para todas as demais ndo ocorreu diferenca
significativa entre o nimero médio percentual de células (eritrdides, linféides e outras
células), quando se utilizou o controle salina, tween isoladamente ou tween em conjunto com
as cabenegrinas A-1 ou A-Il. O mesmo foi valido com respeito as relagdes M/E e L/E, ao nivel
de 5%.
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4.2 Resultados do hemograma dos camundongos Swiss tratados com fosfolipase A,

lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi em diversos tempos e tratamento com as
cabenegrinas A-l e A-11.
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Figura 12 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de
camundongos Swiss tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com 0 grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 13 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de
camundongos Swiss tratados com lectina C (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 14 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle.
Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 15 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase A, (doses 0,996,
4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas,
comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 16 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase A, (doses 0,996,
4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas,
comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 17 — Estudo do sangue do plexo retro-orbital, através do hemograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-I
com tween (Cab A-1 e T) e cabenegrina A-11 com tween (Cab A-11 e T) no tempo 2

horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e o grupo controle.
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Os resultados mostraram que com o uso de fosfolipase Ay, as alteracGes hematologicas
que apresentaram diferenca estatistica significante foram: a diminuicdo do VCM e o0 aumento
do CHCM as duas horas, a leucocitose as duas e quatro horas e diminuicdo do nimero de
plaquetas as duas, quatro, oito e dezesseis horas ap6s o envenenamento (Figura 12).

Com o uso de lectina C, as alteracdes que apresentaram significancia estatistica foram:
0 aumento do hematdcrito e CHCM, as duas e quatro horas, respectivamente e a diminuicéo
do nimero de plaquetas as duas, quatro e oito horas ap6s o envenenamento (Figura 13).

As alteracBes hematoldgicas estatisticamente significantes com o uso de veneno total
foram: o aumento do nimero de hemacias e da dosagem de hemoglobina as duas horas,
respectivamente e a diminuicdo do nimero de plaquetas as duas, quatro e oito horas ap6s o
envenenamento (Figura 14).

Ocorreu plaquetopenia com o uso de veneno total e com o uso das fra¢6es (Figuras 12,
13 e 14), sendo que a plaguetopenia foi mais persistente com o uso de fosfolipase Ay,
chegando até dezesseis horas.

Foram feitos testes de comparacgao apenas nos tempos duas e quatro horas, que foram
0s momentos que mais ocorreram alteragfes hematologicas, para ver se foi o veneno total ou
as fracdes que apresentaram acdo mais intensa. Na figura 15 observou-se que o veneno total
provocou eritrocitose significante, quando comparado com as fragfes fosfolipase A; e lectina
C. Em relagdo aos leucdcitos, a fracdo fosfolipase A, foi a que provocou leucocitose
significante quando comparada com o veneno total e com a fracdo lectina C. As plaquetas
apresentaram alteracdo significativa (no caso diminuicdo), comparativamente ao grupo
controle, mas os efeitos do veneno total, fosfolipase A; e lectina C foram semelhantes entre si.

A figura 16 compara as fragbes e o veneno total apenas no tempo quatro horas.
Verificou-se que a fracdo fosfolipase A; foi a que provocou leucocitose significante quando
comparada com o veneno total e com a fracdo lectina C, entretanto os efeitos do veneno total,
fosfolipase A; e lectina C foram semelhantes na inducédo da plaquetopenia.

A figura 17 mostra o tratamento dos animais com as cabenegrinas. Embora o veneno
total tenha induzido eritrocitose, aumento da dosagem de hemoglobina, leucocitose e
plaquetopenia. As cabenegrinas A-1 2,5:1, A-1 5:1 e A-ll 2,5:1 s6 conseguiram neutralizar a

plaquetopenia provocada pelo veneno total.
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Figura 18 — Estudo da contagem diferencial dos leucécitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 19 — Estudo da contagem diferencial dos leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com lectina C (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.



(a)

= ek
— 2 !
o0
£ ‘. *
Eo i -r- *
=g
2 v _JH-
E g wda
b=l
a0
3
V] ore
=4 g_
[N _J_\'_
¢ X}
ada
T T T T T T
Controle 2h 4h 8h 16h 24h
Tratamento Veneno total em diversos tempos
(9
Q
£ ¥
T =
¢
w 7 . -
8 R _‘*N
B g_ -da
E @
g |
@ § S
o |4 _
9 T T T T T
Controle 2h 4h 8h 16h 24h
Tratamento Veneno total em diversos tempos
(¢)
-
10 -
—~ g/ !
""E g' 1 -r-
L .
3. !
0 | _—
£ — -
~ g j \,,
=
3 |
wde
T T T T T T
Controle 2h 4h 8h 16h 24h

Tratamento Veneno total em diversos tempos

Bastdes (/mm3)

100

Eosindfilos (/mms3)

Mondcitos (/mm?3)

300 400

200

150

100

50

=]

200 300 400 S00

100

85

(b

[ :

T T T T T T
Controle 2h 4h

Tratamento Veneno total em diversos tempos

(d)

Controle

2h 8h 16h

Tratamento Veneno total em diversos tempos

f

Controle

2h 8h 16h

Tratamento Veneno total em diversos tempos

Figura 20 — Estudo da contagem diferencial dos leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 21 — Estudo da contagem diferencial dos leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase A, (doses 0,996,
4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas,
comparados com o grupo controle. Os dados foram expressos em média + E.P.M.,,
agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA seguida pelo teste ndo-parametrico exato de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. *
= diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 22 — Estudo da contagem diferencial dos leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase (doses 0,996, 4,0 e
4,68 mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas,

comparados com o grupo controle. Os dados foram expressos em média

+ E.P.M,,

agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA seguida pelo teste ndo-parameétrico exato de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. *
= diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 23 — Estudo da contagem diferencial dos leucdcitos, através do leucograma, de
camundongos Swiss tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-I
com tween (Cab A-1 e T) e cabenegrina A-1l1 com tween (Cab A-l1l e T) no tempo 2
horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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As Figuras 18, 19 e 20 mostram os resultados dos testes de comparacgéo referente as
médias dos numeros de neutrofilos totais, neutrofilos bastonetes, neutréfilos segmentados,
eosindfilos, linfécitos e mondcitos do sangue do plexo retro-orbital de camundongos Swiss
em diferentes tempos.

Com o uso de fosfolipase A, as alteracbes hematoldgicas que apresentaram
significancia estatistica foram: o aumento do nimero de neutrofilos bastdes e segmentados as
duas e quatro horas ap6s o envenenamento (Figura 18). Com relacdo ao nimero médio de
células eosinofilicas, estas ndo foram analisadas devido a falta de variabilidade entre os
tempos.

Com o0 uso de lectina C, as alteracbes na contagem diferencial que apresentaram
significancia estatistica foram: o aumento do niamero de neutréfilos bastdes e segmentados
nos tempo duas, quatro e oito horas apos o envenenamento (Figura 19).

Na figura 20, verificou-se que as alteracbes na contagem diferencial que apresentaram
significancia estatistica foram: o aumento do nimero de neutréfilos segmentados as duas,
quatro e oito horas, aumento de neutrofilos bastdes e mondcitos apenas as duas e oito horas,
respectivamente, apos o envenenamento.

As duas horas ocorreu neutrofilia com desvio a esquerda com todas as fracbes e
veneno total (Figuras 18, 19 e 20). Entretanto este desvio a esquerda foi mais persistente, até 8
horas, com o uso de lectina C.

Foram feitos testes de comparacdo apenas nos tempos duas e quatro horas, que foram
0s momentos que mais ocorreram alteracfes hematoldgicas, para ver se foi 0 veneno total ou
as fracdes que apresentaram acdo mais intensa. Observamos que as duas horas e quatro horas,
a fracdo fosfolipase A, teve acdo mais intensa, ou seja, provocou maior desvio a esquerda,
comparativamente ao uso de veneno total e fracdo lectina C (Figuras 21 e 22).

O tratamento com as cabenegrinas mostrou que as cabenegrinas A-I na dilui¢do 2,5:1 e
as cabenegrinas A-11 nas dilui¢fes 2,5:1 e 5:1 inibiram 0 aumento da contagem diferencial, ou
seja, as referidas cabenegrinas diminuiram o nimero de neutréfilos segmentados, refletindo

também no namero de neutréfilos totais (Figura 23).
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4.3 Resultados do mielograma dos camundongos Swiss tratados com fosfolipase A,
lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi em diversos tempos e tratamento com as
cabenegrinas A-l e A-11.
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Figura 24 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos
tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o0 grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.



91

fa) (b)

30
L
= o
\
H ¥
'

Cel eritréides (x105/mm?)
[ =] 1.0 1
L &l
\.
c(//////;;j{ )
Cel mieldides (x10%/mm3)
n] 25
4;}/ .

1
l
1
@ 1
=] Ja "
I
-da

J " |
M -
T T \ T \ T T T T T T
Controle 2h 4h 8h 16h 24h Controle 2h 4h 8h 16h 24h
Tratamento Lectina em diversos tempos Tratamento Lectina em diversos tempos

(d

enE m
* - * £ o -r-
", ‘ o >~ !
[=)
E <] /A 3. -
~ ada — g_ I 1
) w9 | I
g s gl
2 s T 2, |
o ‘ S g‘ I\"" i
T 0o ... = b ada |
g7 | g .
= 8 ‘ - & o -‘-\’
e £ & -
Q [=] | 1
8 13 LT
Y| -da [®] -da
g 1 T I I I T I T I T I T
Controle 2h 4h 8h 16h 24h Controle 2h 4h 8h 16h 24h

Tratamento Lectina em diversos tempos Tratamento Lectina em diversos tempos

)

[

012
h
.
e
: \\\b- :
bt
N

Outras células (x10¢/mm?3)
0.08 010
A

Q
04
o I I I I

Controle 2h 4h 8h

Tratamento Lectina em diversos tempos

Figura 25 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com lectina C (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2,
4,8, 16 e 24 horas, comparados com o0 grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 26 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos
tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o0 grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 27 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68
mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas, comparados

com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 28 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase A, (doses 0,996, 4,0 e 4,68
mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas, comparados
com o grupo controle.
Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 29 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com fosfolipase A, e lectina C (doses 4,68 e 4,0 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) da serpente B. neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados
com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 30 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B. neuwiedi nos

tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparado com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato

96

de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 31 — Estudo das células hematoldgicas, através do mielograma, de camundongos
Swiss tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-1 com tween
(Cab A-1 e T) e cabenegrina A-1l com tween (Cab A-l1l e T) no tempo 2 horas,
comparados com o grupo controle.
Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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As Figuras 24, 25 e 26 mostram os resultados dos testes de comparacgéo referente as
médias dos nimeros de células eritrdides, células mieldides, células linféides, megacariocitos,
outras células, celularidade e relacdo M/E da medula 6ssea de camundongos Swiss.

Com o uso de fosfolipase A,, as alteracbes na medula dssea que mostraram
significancia estatistica foram: o aumento do niumero de células eritroides (duas e quatro
horas), aumento do nimero de células mieldides (duas, quatro, oito e dezesseis horas),
aumento do namero de células linféides (duas horas) e diminuicdo de megacariécitos (quatro
horas) ap6s o envenenamento (Figura 24).

Com o uso de lectina C, as alteracGes que foram estatisticamente significantes foram:
0 aumento do namero de células eritréides (duas e quatro horas), aumento do nimero de
células mieldides (duas, quatro e oito horas) e aumento do nimero de células linféides duas e
quatro horas ap0s o envenenamento (Figura 25).

Com o uso de veneno total, as alteracGes que apresentaram significancia estatistica
foram: o0 aumento do numero de células eritroides (quatro, oito, dezesseis e vinte e quatro
horas), aumento do numero de células mieldides (duas, quatro, oito, dezesseis e vinte e quatro
horas) e diminuigdo de megacaridcitos (duas e oito horas). Entre o veneno total e as duas
fracBes, o veneno total teve acdo mais persistente, pois 0 aumento das células eritrides e
mieloides persistiu até 24 horas (Figura 26).

Foram feitos testes de comparagao apenas nos tempos duas e quatro horas, que foram
0s momentos que mais ocorreram alteracfes hematologicas, para ver se foi 0 veneno total ou
as fracGes que apresentaram acdo mais intensa. Houve um aumento no nimero médio de
células eritrdides, entretanto, alteracdes foram estatisticamente iguais para o veneno total e
fragBes, na série mieldide, a alteracdo no namero de células foi maior qundo se usou o veneno
total e na série linféide quando se usou fosfolipase A,. Para as células megacariociticas,
somente o veneno total provocou altera¢es no nimero de células apds 2 horas (Figura 27).

No momento 4 horas ocorreu um aumento no nimero medio de células eritroides,
quando se fez uso do veneno total e fragdes do veneno, comparado ao grupo controle,
entretanto as alteracdes foram estatisticamente maiores quando foi utilizado apenas o veneno
total (Figura 28).

Houve um aumento no numero meédio de celulas mieldides, quando se fez uso do
veneno e fracdes no tempo de 4 horas, comparado ao grupo controle. A maior alteracao foi
obtida com o uso da fosfolipase A,. Para as células linféides, somente a lectina C provocou
aumento significativo no namero de células apds 4 horas, comparativamente ao grupo

controle. Para as células megacariociticas, somente a fosfolipase A; total provocou alteracGes
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no numero de células apos 4 horas, comparativamente ao grupo controle. Em especial, houve
uma diminuicdo no numero médio de células (Figura 28).

Houve aumento da celularidade e relacdo M/E até dezesseis e vinte e quatro horas,
respectivamente, ap6s o envenenamento com veneno total e fosfolipase A, (Figuras 29 e 30).

Ocorreu aumento da celularidade e relacgdo M/E até dezesseis horas apds o
envenenamento com a fracgao lectina C (Figura 29).

Com relacéo ao tratamento dos camundongos com as cabenegrinas, observamos que as
cabenegrinas A-l e A-ll, em todas as dilui¢cBes, provocaram diminuicdo significativa no

namero médio das células mieldides comparativamente ao uso de veneno total (Figura 31).
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4.4 Resultados do esplenograma dos camundongos Swiss tratados com fosfolipase Ay,

lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi em diversos tempos e tratamento com as

cabenegrinas A-l e A-11.
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Figura 32 - Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de

camundongos Swiss tratados com fosfolipase A, (dose 4,68 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com 0 grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 33 - Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de

camundongos Swiss tratados com lectina C (dose 4,0 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média £ E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 34 - Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de

camundongos Swiss tratados com veneno total (dose 0,996 mg/Kg, i.p.) da serpente B.
neuwiedi nos tempos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, comparados com o grupo controle.

Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 35 - Estudo das ceélulas hematoldgicas, através do esplenograma, de

camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase A, (doses 0,996,
4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 2 horas,
comparados com o grupo controle. Os dados foram expressos em média + E.P.M.,,
agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. *

= diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 36 - Estudo das ceélulas hematoldgicas, através do esplenograma, de

camundongos Swiss tratados com veneno total, lectina C e fosfolipase A, (doses 0,996,
4,0 e 4,68 mg/Kg, i.p., respectivamente) da serpente B. neuwiedi no tempo 4 horas,
comparados com o grupo controle. Os dados foram expressos em média + E.P.M.,,
agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA seguida pelo teste ndo-parameétrico exato de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. *
= diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Figura 37 — Estudo das células hematoldgicas, através do esplenograma, de

camundongos Swiss tratados com veneno total da serpente B. neuwiedi, cabenegrina A-I
com tween (Cab A-l1 e T) e cabenegrina A-1l com tween (Cab A-lIl e T) no tempo 2
horas, comparados com o grupo controle.
Os dados foram expressos em média + E.P.M., agrupados em relacdo ao tempo da coleta. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA seguida pelo teste ndo-paramétrico exato
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05. * = diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle.
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As Figuras 32, 33 e 34 mostram os resultados dos testes de comparacgéo referente as
médias do numero percentual de células eritroides, células mieloides, células linféides, outras
células, relacdo M/E e relacdo L/E do baco de camundongos Swiss.

No baco, houve um acréscimo do percentual das células mieldides e um decréscimo no
percentual de células linfoides até 8 horas quando se fez uso de fosfolipase A,. Houve um
aumento na relacdo M/E, apds 4 horas de envenenamento por fosfolipase A, comparado ao
grupo controle (Figura 32).

A Unica alteracdo significativa, com o uso de lectina C, comparativamente ao grupo
controle, ocorreu apds 4 horas do envenenamento; aumento no percentual de células
mieloides (Figura 33).

Com o uso de veneno total, ocorreu um acréscimo no percentual de células mieloides e
na relagdo M/E nos tempos 2, 4, 8 e 16 horas ap0s o envenenamento. Entretanto houve um
decréscimo no percentual de células linfoides nos tempos 2, 4 e 8 horas, comparado ao grupo
controle (Figura 34).

Com relacdo ao numero percentual do nimero de megacariocitos, estes ndo foram
analisadas devido a falta de variabilidade entre os tempos. Isto que dizer, que a administracao
de veneno total, lectina C e fosfolipase A, nos camundongos ndo provocou variagdo no
namero percentual de megacariociticas presentes no ba¢o, em nenhum tempo analisado
(dados ndo mostrados).

Analisando o veneno total, lectina C e fosfolipase A, as duas horas, observamos que o
veneno total teve maior acdo sobre as células mieldides (aumentando-as) e células linfoides
(diminuindo-as) do que as fracdes fosfolipase A; e lectina C (Figura 35).

As quatro horas, o veneno total, fosfolipase A; e lectina C tiveram ac¢bes semelhantes
sobre as céelulas mieldides. J& com relacdo ao percentual de células linfoides, observou-se que
as alteracdes provocadas pelo uso do veneno total e fragdo fosfolipase A, foram iguais,
quando comparada a fracdo lectina (Figura 36).

Com relagdo ao tratamento dos camundongos com as cabenegrinas A-l1 e A-Il,
verificamos que as cabenegrinas ndo reverteram as alteracbes hematoldgicas no baco,

provocadas pelo veneno total as duas horas (Figura 37).
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4.5 Resultados das analises histologicas dos drgaos de camundongos Swiss tratados com
fosfolipase A,, lectina C e veneno total da serpente B. neuwiedi em diversos tempos e

tratamento com as cabenegrinas A-1 e A-1I.

Grupo Al (Controle)

Grupo D1 (Tratado)

Figuras 38 a 41 - Fotomicrografia de rim de camundongo evidenciando os glomérulos e
tabulos renais normais e apds duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento
com o uso de fosfolipase A, da serpente B. neuwiedi.

No grupo Al observou-se glomérulo e tabulos renais normais (setas) (H.E.), (aumento 400X).
No grupo B1 tratado com PLA,, observou-se a presenc¢a de hemorragia ( === ) e degeneracao
hidropica dos tabulos renais, com intensa eosinofilia citoplasmatica e presenca de nucleos
picnaoticos (—») (H.E.), (aumento 200X). No grupo C1 tratado com PLA;, observou-se ap0s
quatro horas do envenenamento, presenca de hemorragia intersticial (wmsp) (H.E.), (aUumento
200X). No grupo D1 tratado com PLA,, observou-se ap6s vinte e quatro horas do
envenenamento, vaso congesto (=) e a presenc¢a de degeneracdo hidropica dos tubulos
renais (—) (H.E.), (aumento 400X).
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Figuras 42 a 45 - Fotomicrografia de figado de camundongo evidenciando os hepato6citos
normais e apoés duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com 0 uso de
fosfolipase A, da serpente B. neuwiedi.

No grupo E1 observou-se hepatécitos normais (setas) (H.E.), (aumento 200X). No grupo F1
tratado com PLA,, observou-se a presenca de infiltrado inflamatério ( mm) e degeneracédo
hidrépica dos hepatécitos, com eosinofilia citoplasmatica ( — ) (H.E.), (aumento 400X).
No grupo G1 tratado com PLA,, observou-se ap6s quatro horas do envenenamento, presenca
de hemorragia e células inflamatérias mononucleares ( == ) ¢ edema ( mmm= ). NO grupo
H1 tratado com PLA,, observou-se ap0s vinte e quatro horas do envenenamento, congestao de
vaso (=) (H.E.), (aumento 200X).
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Grupo 11 (Controle) Grupo J1 (Tratado)

Grupo K1 (Tratado)

Figuras 46 a 49 - Fotomicrografia de coracdo de camundongo evidenciando as fibras
cardiacas normais e ap6s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o
uso de fosfolipase A, da serpente B. neuwiedi.

No grupo 11 observou-se fibras cardiacas normais (setas) (H.E.), (aumento 1000X). No grupo
J1 tratado com PLA,, observou-se a presenca de hemorragia no espa¢o miocardio (mmp ) €
discreta eosinofilia das fibras cardiacas ( — ) (H.E.), (aumento 400X). No grupo K1 tratado
com PLA;, observou-se ap6s quatro horas do envenenamento, presenca de discreta eosinofilia
nas fibras cardiacas e nucleo picnético (—) e fibras cardiacas rompidas (<« ) (H.E.),
(aumento 1000X). No grupo L1 tratado com PLA,, observou-se apos vinte e quatro horas do
envenenamento, hemorragia ( ™= ) e congestdo de vaso (=mm-) (H.E.), (aumento 400X).
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Grupo M1 (Controle) Grupo N1 (Tratado)

Figuras 50 a 53 - Fotomicrografia do bago de camundongo evidenciando as polpas
vermelha e branca normais e apés duas, quatro e vinte e quatro horas de
envenenamento com o uso de fosfolipase A, da serpente B. neuwiedi.

No grupo M1 observou-se a polpa vermelha e a polpa branca normais (setas) (H.E.), (aumento
200X). No grupo N1 tratado com PLA,, observou-se a presenca de macrofagos (—) e
presenca de hemorragia subcapsular ( === ) (H.E.), (aumento 400X). No grupo O1 tratado
com PLA;, observou-se ap6s quatro horas do envenenamento, presenca de hiperplasia da
polpa vermelha ( — ) (H.E.), (aumento 200X). No grupo P1 tratado com PLA;, observou-
se apos vinte e quatro horas do envenenamento, edema ( =) (H.E.), (aumento 400X).
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Grupo D2 (Tratado)

Figuras 54 a 57 - Fotomicrografia de rim de camundongo evidenciando os glomérulos e
tabulos renais normais e apds duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento
com o uso de lectina C da serpente B. neuwiedi.

No grupo A observou-se glomérulo e tabulos renais normais (setas) (H.E.), (aumento 400X).
No grupo B tratado com lectina, observou-se a presenga de vaso com congestao (=) e
hemorragia intensa (== ) (H.E.), (aumento 200X). No grupo C2 tratado com lectina,
observou-se apds quatro horas do envenenamento, presenca de hemorragia intersticial ( =—)
e vaso congesto (===») (H.E.), (aumento 200X). No grupo D2 tratado com lectina, observou-
se apo6s vinte e quatro horas do envenenamento, vaso congesto ( —ssss-) € edema ( EEE- )
(H.E.), (aumento 400X).
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Grupo F2 (Tratado)

Grupo H2 (Tratado)

Figuras 58 a 61 - Fotomicrografia de figado de camundongo evidenciando os hepat6citos
normais e ap6s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o uso de
lectina C da serpente B. neuwiedi.

No grupo E2 observou-se hepatécitos normais (setas) (H.E.), (aumento 200X). No grupo F2
tratado com lectina, observou-se a presenca de vaso congesto ( ==e-) (H.E.), (aumento 400X).
No grupo G2 tratado com lectina, observou-se ap6s quatro horas do envenenamento, presenca
de infiltrado de células inflamatérias ( ===) (H.E.), (aumento 200X). No grupo H2 tratado
com lectina, observou-se ap06s vinte e quatro horas do envenenamento, degeneragdo dos
hepatdcitos e desorganizacdo da arquitetura celular («—) (H.E.), (aumento 400X).
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Grupo 12 (Controle) Grupo J2 (Tratado)

Grupo K2 (Tratado) Grupo L2 (Tratado)

Figuras 62 a 65 - Fotomicrografia de coracdo de camundongo evidenciando as fibras
cardiacas normais e ap6s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o
uso de lectina C da serpente B. neuwiedi.

No grupo 12 observou-se fibras cardiacas normais (setas) (H.E.), (aumento 1000X). No grupo
J2 tratado com lectina, observou-se a presenca de hemorragia intersticial ( == ) e células
com profunda eosinofilia das fibras e com nucleo picnético (— ) (H.E.), (aumento 400X).
No grupo K2 tratado com lectina, observou-se apds quatro horas do envenenamento,
degeneracao hidrdpica das fibras cardiacas, com intensa eosinofilia ( — ) e presenca de
hemorragia intersticial (====»). No grupo L2 tratado com lectina, observou-se apds vinte e
quatro horas do envenenamento, vaso congesto ( —=sm) e degeneracdo das fibras cardiacas,
citoplasma com intensa eosinofilia (—» ) (H.E.), (aumento 400X).
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Grupo M2 (Controle)

Grupo O2 (Tratado)

Figuras 66 a 69 - Fotomicrografia do baco de camundongo evidenciando a polpa
vermelha e branca normais e apdés duas, quatro e vinte e quatro horas de
envenenamento com o uso de lectina C da serpente B. neuwiedi.

No grupo M2 observou-se a polpa vermelha e a polpa branca normais (setas). No grupo N2
tratado com lectina, observou-se a presenca de hiperplasia da polpa branca ( —» ) e
hiperplasia da polpa vermelha ( =) (H.E.), (aumento 200X). No grupo O2 tratado com
lectina, observou-se ap6s quatro horas do envenenamento, presenca de hiperplasia da polpa
vermelha (— ) e hiperplasia da polpa branca ( ===e ). NO grupo P2 tratado com lectina,
observou-se apés vinte e quatro horas do envenenamento, hemorragia subcapsular (=) e
de hiperplasia da polpa vermelha (—» ) e hiperplasia da polpa branca ( =) (H.E)),
(aumento 200X).
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Grupo A3 (Controle) Grupo B3 (Tratado)

Grupo D3 (Tratado)

Figuras 70 a 73 - Fotomicrografia de rim de camundongo evidenciando os glomérulos e
tabulos renais normais e apds duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento
com o uso de veneno total da serpente B. neuwiedi.

No grupo A3 observou-se glomérulo e tubulos renais normais (setas). No grupo B3 tratado
com veneno total, observou-se a presenca de hemorragia intersticial ( == ) (H.E.), (aumento
400X). No grupo C3 tratado com veneno total, observou-se ap6s quatro horas do
envenenamento, presenca de hemorragia tubular ( === € vaso congesto ( ==s). No grupo
D3 tratado com veneno total, observou-se apds vinte e quatro horas do envenenamento,
presenca de hemorragia ( === ) (H.E.), (aumento 400X).
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Grupo F3 (Tratado)

Grupo G3 (Tratado) Grupo H3 (Tratado)

Figuras 74 a 77 - Fotomicrografia de figado de camundongo evidenciando os hepatocitos
normais e apos duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com o uso de
veneno total da serpente B. neuwiedi.

No grupo E3 observou-se hepatdcitos normais (setas) (H.E.), (aumento 200X). No grupo F3
tratado com veneno total, observou-se a presenca de edema ( WEEE--) ¢ vaso congesto
(== ) (H.E.), (aumento 100X). No grupo G3 tratado com veneno total, observou-se ap6s
quatro horas do envenenamento, presenca de hemorragia discreta ( ===y ) e degeneracédo
hidropica dos hepatocitos, com intensa eosinofilia citoplasmatica (—). No grupo H3 tratado
com veneno total, observou-se apds vinte e quatro horas do envenenamento, presenca de
congestdo vascular (=== ) ¢ de infiltrado de células inflamat6rias mononucleares (- m— )
(H.E.), (aumento 400X).



117

Grupo 13 (Controle) Grupo J3 (Tratado)

Grupo K3 (Tratado)

Figuras 78 a 81 - Fotomicrografia de coracdo de camundongo evidenciando as fibras
cardiacas normais e ap6s duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com 0
uso de veneno total da serpente B. neuwiedi.

No grupo I3 observou-se fibras cardiacas normais (setas) (H.E.), (aumento 1000X). No grupo
J3 tratado com veneno total, observou-se a presenca de hemorragia ( === ) e degeneracao
hidropica das fibras cardiacas, com intensa eosinofilia citoplasmatica e presenca de ndcleos
picnoticos (—) (H.E.), (aumento 400X). No grupo K3 tratado com veneno total, observou-
se ap0s quatro horas do envenenamento, presenca de intensa hemorragia intersticial ( s ).
No grupo L3 tratado com veneno total, observou-se apds vinte e quatro horas do
envenenamento, edema vascular ( ™™= ¢ fibras cardiacas com intensa acidofilia ( —» )
(H.E.), (aumento 200X).
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Grupo M3 (Controle)

Grupo O3 (Tratado)

Figura 82 a 85 - Fotomicrografia do baco de camundongo evidenciando as polpas
vermelha e branca normais e apds duas, quatro e vinte e quatro horas de nvenenamento
com o uso de veneno total da serpente B. neuwiedi.

No grupo M3 observou-se a polpa vermelha e a polpa branca normais (H.E.), (aumento
200X). No grupo N3 tratado com veneno total, observou-se a presenca de hemorragia
intersticial na polpa vermelha ( === ) (H.E.), (aumento 100X). No grupo O3 tratado com
veneno total, observou-se apds quatro horas do envenenamento, presenca de infiltrado
inflamatério (== ) ¢ macréfagos (— ) (H.E.), (aumento 200X). No grupo P3 tratado
com veneno total, observou-se apds vinte e quatro horas do envenenamento, hiperplasia da
polpa vermelha (— ) e da polpa branca ( s ) (H.E.), (aumento 400X).
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Foram estudados o rim, figado, coracdo e baco, quanto as alteracbes histoldgicas
nestes Orgdos, apos duas, quatro e vinte e quatro horas de envenenamento com veneno total,
fosfolipase A; e lectina C.

No rim, ap6s duas, quatro e vinte e quatro horas do envenenamento, com 0 uso de
fragdes fosfolipase A, (Figuras 38 a 41), lectina C (Figuras 54 a 57) e veneno total (Figuras 70
a 73), observamos que as alteracoes histoldgicas foram semelhantes tanto em relagdo ao uso
de veneno total como em relacdo ao uso das fragdes fosfolipase A, e lectina C, como em
relacdo ao tempo analisado. As principais alteracbes foram: hemorragia, congestdo vascular,
edema e degeneracdo hidrodpica.

No figado, verificamos que apds duas, quatro e vinte e quatro horas do
envenenamento, com o uso de fragdes fosfolipase A, (Figuras 42 a 45), lectina C (Figuras 58 a
61) e veneno total (Figuras 74 a 77) as alteragdes mais comuns foram congestdo, edema,
hemorragia, presenca de inflamacédo e degeneracéo hidrdpica.

No coracdo, observamos que apOs duas, quatro e vinte e quatro horas do
envenenamento, com o uso de fragdes fosfolipase A, (Figuras 46 a 49), lectina C (Figuras 62 a
65) e veneno total (Figuras 78 a 81) as alteragbes mais comuns foram congestdo, edema,
hemorragia e degeneracdo hidropica.

No baco, verificamos que ap0s duas, quatro e vinte e quatro horas do envenenamento,
com o uso de fracGes fosfolipase A, (Figuras 50 a 53), lectina C (Figuras 66 a 69) e veneno
total (Figuras 82 a 85) as alterages mais comuns foram hiperplasia da polpa branca e
vermelha, presenca de inflamacédo, edema e hemorragia.

Com relacéo ao tratamento dos animas com as cabenegrinas foi visto que as laminas
dos animais tratados tanto com cabenegrina A-l nas dilui¢bes 2,5:1 e 5:1 como com as
cabenegrina A-Il nas diluicBes 2,5:1 e 5:1 ndo apresentaram alteracGes histoldgicas. E, ndo
houve diferenca entre as laminas controle com as laminas tratadas com as cabenegrinas.
Portanto, ndo houve necessidade de fotografia, pois as laminas tratadas corresponderam as

laminas usadas como controle.
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5 DISCUSSAO

5.1 AlteracGes da série vermelha

Ao analisar o sangue do plexo retro-orbital de camundongos em relacdo ao sangue
periférico do ser humano deve-se levar em conta as diferencas existentes nos roedores.
Estudos experimentais realizados por Diniz et al. (2006) mostraram que camundongos adultos
normais apresentam valores mais elevados de eritrécitos, um VCM diminuido, uma
porcentagem mais elevada de linfocitos em relacdo ao numero total de leucdcitos e uma
contagem maior de plaquetas quando comparados com os valores de referéncia para seres
humanos saudaveis.

Ao estudarmos as possiveis alteragdes hematoldgicas periféricas causadas pelo
envenenamento ofidico verificamos que as mesmas foram constatadas por diversos autores e
envolvem tanto as séries vermelha, branca e plaquetaria (LAGO et al., 2001; IZIDORO et al.,
2003; SANTORO et al., 2008).

Neste trabalho, os resultados mostraram que com o uso de fosfolipase A, ocorreu
aumento do nimero de hemaécias, na concentracdo de hemoglobina e na determinacdo do
hematocrito, porém sem significAncia estatistica, as alteracbes do eritrograma que
apresentaram diferenca estatistica significante foram a diminui¢cdo do VCM e o0 aumento do
CHCM as duas horas.

Com o uso de lectina C, as alteracdes da série vermelha que apresentaram
significancia estatistica foram: o aumento do hematécrito e CHCM, as duas e quatro horas,
respectivamente.

As alteracdes do eritrograma que apresentaram significancia estatistica com o uso de
veneno total foram: o aumento do nimero de hemacias e a dosagem de hemoglobina as duas
horas.

O veneno de serpentes botropicas é caracterizado na literatura cientifica (SANO-
MARTINS et al., 1995) como causador de discreta anemia, de modo que, 0 aumento da
contagem de hemacias, da concentracdo de hemoglobina e do hematocrito observados na
presente pesquisa ndo foi concordante com esta afirmacéo.

Nesta pesquisa, algumas causas podem explicar o aumento dos parametros do
eritrograma ocorrido no tempo duas horas. O discreto aumento do numero dos eritrdcitos
pode ocorrer como resultado da dor e do estresse (efeito das catecolaminas) nos animais,

levando a uma contracdo esplénica. A contracao esplénica, por sua vez, pode causar liberacdo



121

temporaria de grande massa de eritrocitos na corrente sanguinea (TARASIUK; SOFER,
1999). No entanto, esta alteracdo ndo ocorreu no nosso grupo controle que também sofreu
estresse e dor, 0 que afasta esta possibilidade.

O aumento do hematdcrito pode ocorrer por acdo das metaloproteases existentes no
veneno botropico que podem destruir o endotélio e a membrana basal das células,
aumentando a permeabilidade vascular, levando a perda de liquido para os tecidos, com
consequiente hipovolemia e hemoconcentracdo (GUTIERREZ; ESCALANTE; RUCAVADO,
2009).

Relatou-se hemoconcentracdo transitéria em diferentes envenenamentos ofidicos. Ruiz
et al. (1980) estudaram o sangue periférico e as alteracbes metabdlicas em cées picados pela
serpente Crotalus viridis helleri e observaram aumento de hematdcrito, da dosagem de
hemoglobina e do volume corpuscular médio apds 5 minutos do envenenamento, entretanto
estes parametros ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes em relacdo ao controle.

O aumento da hemoconcentracdo também foi observado por Franceschi (1990) em
cdes que sofreram envenenamento experimental, utilizando a via intravenosa pelos venenos
das serpentes Bothrops jararaca e Bothrops erythromelas.

Napathorn et al. (1998) estudaram o efeito do veneno da serpente Russel nos
eritrocitos humanos, com respeito ao hematdcrito, morfologia eritrocitaria e efeito do
antiveneno. Verificaram que nas dosagens de 50ng a 120ug ocorreu aumento significativo do
hematocrito e os eritrocitos mudaram de morfologia, passando do formato biconcavo para
esfero-equindcito.

Lago et al. (2001) inocularam por via intramuscular 0,03mg/kg da toxina crotamina da
Crotalus durissus terrificus em bovinos e verificaram elevacdo do numero de hemécias e
diminuicdo da hemoglobina corpuscular médio e do volume corpuscular médio.

Seveg et al. (2004) atraves de um estudo retrospectivo, verificaram que cées
envenenados acidentalmente pela peconha da serpente Vipera palaestinae, em Israel,
apresentaram diversas alteragfes clinicas, acompanhadas de modificacbes nos exames
laboratoriais como, aumento do hematdcrito e na concentracao de hemoglobina, leucocitose e
plaquetopenia.

Oliveira et al. (2010) inocularam por via intramuscular superficial, 0,15mg/kg de
veneno de Bothrops alternatus em bovinos. No eritrograma ocorreu pequena elevacdo no
namero de eritrocitos até 24 horas e queda significativa 48 horas apds a inoculacdo do

veneno. Estes autores correlacionam este aumento ao estresse e a dor local, devido a acdo de
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catecolaminas, indicando policitemia relativa nas primeiras horas do envenenamento
botropico. Posteriormente, no tempo 72 horas, ocorreu perda abrupta de sangue.

Entretanto, alguns autores encontraram resultados diferentes aos nossos em outras
espécies de serpentes. Nogueira; Sakate (2006) estudaram 16 caes divididos em dois grupos,
com 8 animais cada. O primeiro grupo recebeu 1mg/Kg de veneno crotalico por via
subcutanea e 30mg de soro antiofidico por via intravenosa e 0 segundo grupo recebeu
1mg/Kg de veneno crotalico por via subcutdnea e 60mg de soro antiofidico por via
intravenosa. Os dois grupos tratados com veneno crotalico apresentaram alteracdes
hematoldgicas caracterizadas principalmente por diminuicdo no namero de eritrdcitos,
hemoglobina e hematdcrito. Entretanto aqueles animais que receberam maior quantidade de
soro antiofidico se recuperaram mais rapidamente.

Santoro et al. (2008) estudaram 100 pacientes picados por Bothrops jararaca e
correlacionaram os valores hematoldgicos com a severidade do envenenamento. Pacientes que
desenvolveram sangramento local e sisttmico mostraram uma grande queda no hematdcrito,
contagem de hemacias e concentracdo de hemoglobina, comparados com aqueles pacientes
que ndo tiveram sangramento. Os valores de hemoglobina, hematdcrito e eritrocitos em todos
0s pacientes independentemente da severidade do envenenamento apresentaram uma queda
em torno de 8%.

Floriano et al. (2009) verificaram diminui¢do do nimero de hemécias, hemoglobina e
hematdcrito apos inoculagdo de veneno crotalico em ratos Wistar, tanto no grupo de animais
tratado com veneno e soro botropico-crotalico, como no grupo tratado com a associacao de
veneno, soro botropico-crotalico e extrato aquoso de M. glomerata.

Na nossa pesquisa, 0s resultados obtidos para contagem de nimero de hemaécias,
hematocrito e dosagem de hemoglobina ndo foram concordantes com os resultados dos
estudos relatados acima. Provavelmente porque estes autores verificaram anemia e hemolise,
situacdo nao observada no nosso trabalho.

Foram vistas variagcdes leves nos indices hematimétricos desta pesquisa, entretanto
estas variaces ndo tiveram repercussdo importante na morfologia dos eritrcitos destes
camundongos, foi visto apenas discreta anisocitose.

Os resultados observados na nossa pesquisa forma semelhantes a literatura pesquisada.
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5.2 AlteracOes da série branca

Na andlise do leucograma, os resultados mostraram que com o uso de fosfolipase A;
ocorreu leucocitose com neutrofilia e desvio a esquerda, as duas e quatro horas apds o
envenenamento com significancia estatistica.

Apesar de ndo ter ocorrido leucocitose com o uso de lectina, verificou-se neutrofilia
com desvio a esquerda, as duas, quatro e oito horas ap6s 0 envenenamento com significancia
estatistica. O que ndo era de se esperar, ja que a lectina tem baixa poténcia e corresponde a
uma porcentagem reduzida da pegonha (KASSAB et al., 2004; RUCAVADO et al., 2005).

Com o uso de veneno total, ocorreu leve aumento de leucdcitos sem significancia
estatistica, entretanto, a neutrofilia com desvio a esquerda s6 foi significante apds duas horas
do envenenamento.

Houve uma queda nos valores médios dos linfécitos com o uso de veneno total e
lectina C nos tempos 2, 4 e 8 horas sem significancia estatistica. Nos roedores, a principal
célula da linhagem branca é o linfdcito, representando em torno de 70% do total em animais
sadios. Nos animais envenenados houve redugdo destas celulas em funcdo do aumento
significativo de neutrdfilos.

Na analise morfoldgica do leucograma, nao foram vistas alteracdes morfoldgicas nos
leucocitos.

Leucocitose com neutrofilia € uma alteragdo comum, registrada em muitos casos
clinicos humanos de envenenamento botrépico e também em camundongos, ratos, bovinos e
cdes (NOGUEIRA et al., 2007; CALDAS et al., 2008; SANTORO et al., 2008).

A resposta leucocitaria observada na nossa pesquisa poderia ter sido causada pelo
estresse produzido pela manipulacédo, desconforto e dor dos animais, que maximiza a descarga
de adrenalina e provoca leucocitose fisioldgica devido ao desprendimento de leucocitos do
pool marginal dos vasos sanguineos para o pool circulatério (NOGUEIRA; SAKATE, 2006).
Porém, tal alteracdo, ndo foi vista nos nossos animais controle.

Apo6s 16 horas do envenenamento com veneno total e lectina C, o nimero de
neutrofilos comecgou a diminuir enquanto que o nimero de linfocitos aumentou, mostrando
similaridades com um processo infeccioso.

A presenca de leucocitose com desvio nuclear a esquerda no presente estudo tem sido
referida por diversos autores na fase inicial do envenenamento botropico. Oliveira et al.
(2007) utilizaram dois grupos de caprinos, em um grupo inocularam por via intramuscular o

veneno puro de Bothrops jararaca e no outro grupo utilizaram o veneno irradiado com
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cobalto 60. Ocorreu leucocitose em ambos 0s grupos, sendo mais intensa nos animais
inoculados com o veneno puro.

Santoro et al. (2008) no Brasil, estudando pacientes picados pela serpente Bothrops
jararaca, verificaram que a leucocitose e neutrofilia presentes eram diretamente proporcionais
a intensidade do envenenamento.

Bovinos inoculados com a peconha de Bothrops alternatus, por via subcutanea, nas
doses de 0,0625, 0,125 e 0,25mg/kg, apresentaram discreta leucocitose caracterizada por
neutrofilia, monocitose, linfopenia e eosinopenia. Os autores associaram estas alteracdes ao
estresse e ao processo inflamatério agudo ocorrido no local da inoculagdo do veneno
(CALDAS et al., 2008)

Aragdo et al. (2010) estudaram grupos de ovinos envenenados pelo veneno das
serpentes B. jararaca e B. jararacussu por via subcutanea. Os exames laboratoriais revelaram
acentuada anemia normocitica e normocrémica e 0 leucograma apresentou discreta
leucocitose caracterizada por eosinopenia, linfopenia, neutrofilia relativa e desvio nuclear de
neutrofilos a esquerda.

Leucocitose com neutrofilia também foi visto em envenenamento por serpentes do
género crotalico. Nogueira et al. (2007) apos intoxicacdo crotalica em cdes, relataram
leucocitose com neutrofilia, diminuicdo no nimero de eosinofilos e linfdcitos, caracterizando
uma resposta inflamatoria aguda e estresse.

Graca et al. (2008) reproduziram experimentalmente o envenenamento crotélico,
através da inoculacdo, por via subcutéanea, do veneno de Crotalus durissus terrificus em dez
bovinos mesticos. Verificaram além de alteracfes clinicas nos animais, discreto a moderado
aumento do tempo de sangramento, moderado aumento do tempo de tromboplastina parcial
ativada, moderada leucocitose com neutrofilia, linfopenia relativa, eosinopenia, monocitose e
discreto aumento do namero de bastdes.

A explicacdo mais plausivel para a leucocitose neutrofilica, observada neste trabalho,
pode ter sido causada pela interacdo entre o veneno botropico e o organismo animal, que
induz uma reacdo inflamatdria celular evidente, levando a uma tipica resposta de fase aguda
com liberagdo de catecolaminas, mediadores celulares e humorais, e fatores quimiotaticos
séricos que sdo responsaveis pelo acumulo de leucdcitos, com predominancia dos
polimorfonucleares, os neutréfilos no local da lesdo, refletindo-se de maneira evidente no
leucograma (BARRAVIERA et al., 1995).
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5.3 AlteracOes da série plaquetéaria

Dos elementos figurados do sangue, as plaquetas foram as células que sofreram
alteracbes quantitativas (plaquetopenia) mais marcantes no envenenamento, quando
comparamos 0s camundongos envenenados com veneno total, fragdes lectina C e fosfolipase
A, com os animais controle. Houve um declinio acentuado na contagem plaquetaria dos
animais envenenados com o veneno total e lectina C, que perdurou até 8 horas. E com a
administracdo da fosfolipase A, a plaquetopenia foi mais persistente perdurando até 16 horas.
Apobs 24 horas, 0 nimero de plaquetas circulantes comegou a aumentar, aproximando-se dos
niveis do grupo controle.

Segundo a literatura, a trombocitopenia decorrente do envenenamento botrdpico, no
homem, se caracteriza com o0 aparecimento de petéquias, hemorragias, equimoses e
hematomas (PINHO; PEREIRA, 2001). Embora a plaquetopenia estivesse presente nos
animais envenenados do nosso experimento, 0s camundongos nao apresentaram estes sinais
clinicos de distdrbio hemostatico comuns nos homens.

Existem varios trabalhos mostrando diminuicdo do numero de plaquetas no
envenenamento botrépico. Franceschi (1990) inoculou grupos de cdes com veneno das
serpentes Bothrops jararaca e Bothrops erythromelas. Este autor reportou trombocitopenia e
uma leve hemoconcentracdo nos exames hematolégicos dos animais estudados.

Kamiguti et al. (1991), Sano-Martins et al. (1997), Santoro et al. (2008) e Oliveira et
al. (2008) também observaram trombocitopenia em humanos picados por serpentes do género
Bothrops. Kamiguti et al. (1991) sugeriram que a plaguetopenia associada ao prolongado
tempo de coagulagdo, aumentava o risco de sangramento. Sano-Martins et al. (1997),
verificaram que os pacientes picados pela Bothrops jararaca apresentavam trombocitopenia
associada com disfuncdo plaquetaria e Oliveira et al. (2008) relataram que a plaguetopenia
estava relacionada a gengivorragia e hematuria presentes nos pacientes.

Santos et al. (2003) utilizaram 12 cées adultos e inocularam 0,3mg/Kg de veneno da
B. alternatus, via intramuscular, além de observarem plaguetopenia, verificaram que 30 horas
ap6s 0 envenenamento, os valores médios de plaquetas ainda ndo haviam retornado aos
valores considerados normais.

Izidoro et al. (2003) inocularam grupos de camundongos com veneno total e com a
toxina neuwidase da serpente Bothrops neuwiedi. O veneno total causou diminui¢do de
eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito e plaquetas, enquanto que a toxina neuwidase induziu

apenas a diminuigdo do numero de plaquetas.
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Santoro; Sano-Martins (2004) mostraram que 0 envenenamento experimental de
coelhos com veneno de Bothrops jararaca causou ndo sO trombocitopenia, mas também,
hipofibrinogenemia, aumento nos niveis do fator von Willebrand, hipoagregacdo plaquetaria
no plasma rico em plaquetas e no sangue total, normoagregacdo em suspensao de plaquetas
lavadas, diminuicdo da secrecdo de ATP plaquetario, nivel plasmatico normal de fator 4
plaquetario e nivel de serotonina intraplaquetario constante.

Rucavado et al. (2005) desenvolveram um modelo experimental para estudar os
efeitos do veneno de B. asper no nimero e na funcdo das plaquetas em camundongos. A
administracdo intravenosa do veneno induziu trombocitopenia rapida e proeminente. A queda
no numero de plaquetas foi devido principalmente a aspercetina, uma proteina da familia de
lectina tipo C que induziu agregacdo plaquetaria. Além disso, o efeito de metaloproteinase
hemorragica de classe P-IlIl, na parede de microvasos, também contribui para a
trombocitopenia.

Mendes et al. (2008) observaram que o numero de plaquetas e a concentracdo de
fibrinogénio plasmatico diminuiram em aproximadamente, 56% e 63%, respectivamente,
quando o veneno de Bothrops pauloensis foi inoculado em camundongos Swiss, por via
intramuscular.

Aragéo et al. (2010) estudaram ovinos envenenados por B. jararaca e B. jararacussu
por via subcutanea. Os exames laboratoriais revelaram além de acentuada anemia normocitica
normocrémica, discreta leucocitose e trombocitopenia. Por outro lado, Haad (1981) ndo
observou trombocitopenia em pacientes picados por serpentes Bothrops atrox e Bothrops
bilineatus.

A trombocitopenia que ocorreu nesta pesquisa pode ser decorrente da agdo da lectina
C com o fator von Willebrand que pode promover a interacdo com a glicoproteina plaquetaria,
resultando em aglutinagdo plaquetaria e conseqiente reducdo das plaquetas circulantes
(KAMIGUTI et al., 1991; GUTIERREZ; ESCALANTE; RUCAVADO, 2009)

As metaloproteinases hemorragicas e a fosfolipase A, também podem contribuir com
a trombocitopenia. As metaloproteinases podem causar dano nos microvasos fazendo com
que as plaquetas circulantes migrem para o sitio lesionado culminando com o consumo do
nimero de plaquetas na circulacdo (IZIDORO et al., 2003). E, a fosfolipase A, pode
contribuir para plaquetopenia, através da producédo de prostaglandina E, e tromboxano A, que
promovem a agregacdo plaquetaria (SANO-MARTINS, 1990; KAMIGUTI et al., 1991;
ROODT et al., 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santoro%20ML%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sano-Martins%20IS%22%5BAuthor%5D
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Como ja descrito, as fosfolipases A, podem ser classificadas em trés grupos: classe A,
aquelas que induzem agregacdo plaquetéria, classe B, fosfolipases que inibem a agregacéo
plaquetéria e classe C, fosfolipases que induzem resposta bifasica (pro e anti-agregante) (KIN;
EVANS, 1990). Provavelmente, a fosfolipase A presente no veneno da serpente B. neuwiedi

pertence a classe A.

5.4 Alteracdes das células da medula 6ssea

A avaliacdo hematoldgica fornece importantes indicios de manifestagdes toxicas locais
e sisttmicas induzidas pelo veneno ofidico. Alteracdes no nimero de células circulantes
podem indicar o comprometimento da hematopoese devido a interferéncias na multiplicacéo,
maturacdo ou diferenciagdo celular, processos esses dependentes das células pluripotentes da
medula dssea, do microambiente medular e dos fatores reguladores envolvidos (WEISS,
1993).

A medula déssea € constituida por células hematopoiéticas como série eritroide,
mieloide, linfoide, monocitica, megacariocitica e outras células (normalmente encontradas na
medula e ndo classificadas dentro das séries anteriores (KUTER; GMINSKI; ROSENBERG,
1992).

Neste trabalho foi observado com o uso de fosfolipase A,, as altera¢cbes na medula
Ossea que mostraram significancia estatistica foram: o aumento do numero de células
eritroides (duas e quatro horas), aumento do nimero de células mieldides (duas, quatro, oito e
dezesseis horas) e aumento do nimero de células linféides (duas horas) e diminuicdo de
megacaridcitos (quatro horas).

Com o uso de lectina C, as alteracGes que foram estatisticamente significantes foram:
0 aumento do nimero de células eritréides (duas e quatro horas), aumento do nimero de
células mieloides (duas, quatro e oito horas) e aumento do numero de células linféides (duas e
quatro horas).

Com o uso de veneno total, as alteracGes que apresentaram significancia estatistica
foram: hiperplasia das células eritroides (quatro, oito, dezesseis e vinte e quatro horas),
hiperplasia das células miel6ides (duas, quatro, oito, dezesseis e vinte e quatro horas) e
hipoplasia dos megacariocitos (duas e oito horas). Entre o veneno total e as duas fraces, o
veneno total teve acdo mais persistente, pois a hiperplasia das células eritréides e mieldides

persistiu até 24 horas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuter%20DJ%22%5BAuthor%5D
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rosenberg%20RD%22%5BAuthor%5D
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Como descrito anteriormente, ocorreu leucocitose no sangue circulante duas horas
apos o envenenamento, principalmente com o uso de fosfolipase A,. Sabe-se que o0 veneno
dos animais peconhentos atua no organismo humano de maneira semelhante a um trauma
agudo. Assim, o veneno ofidico pode interagir com as células alvo (macréfagos, células
endoteliais, fibroblastos e linfocitos) liberando citocinas, em especial a interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8), que atuariam na medula Ossea ativando a
producdo e liberacdo de neutréfilos e células jovens como bastonetes e metamielécitos para o
sangue periférico (BARRAVIERA et al., 1995). Desse modo, os resultados do mielograma da
nossa pesquisa, associados aos do leucograma indicam aumento da producdo de células
hematopoiéticas mielodides.

Maria; Vassdo; Ruiz (2003) inocularam a toxina jararagina da serpente Bothrops
jararaca em camundongos em diferentes doses. A analise diferencial da medula dssea
mostrou significante aumento das células mieldides, particularmente dos mielécitos, nas doses
de 12ng e 24ng.

Trabalho realizado por Lemos; Oliveira em 2009, quanto ao efeito da peconha bruta da
serpente Bothrops moojeni e sua miotoxina, denominada BmTx, sobre a medula dssea de
camundongos, mostrou que os animais que receberam pegonha bruta (25ug) e BmTx (48ng e
96ng) apresentaram um aumento significativo de células medulares de 60%, 82% e 62%,
respectivamente. Além disso, foi visto que quando comparados 0s grupos, 0 nimero de
mieloblasto, mieldcito, metamieldcito, neutrdfilo bastonete, mondcito e linfécito entre os
grupos tratados e o grupo controle ndo apresentaram diferencas significativas, sendo que em
todos houve um predominio de neutréfilos metamieldcitos, neutréfilos segmentados e
linfocitos.

Na nossa pesquisa, a contagem de megacaridcitos apresentou diminui¢do, sendo esta
reducdo significante com o uso de veneno total (tempo duas e oito horas) e fosfolipase A;
(tempo 4 horas), enquanto que com o uso de lectina C esta diminuicdo ndo apresentou
significancia estatistica. A queda do numero de megacariocitos na medula dssea foi
acompanhada pela diminuicdo do niUmero de plaquetas no sangue periférico.

A medula 6ssea dos animais apresentou uma hipercelularidade, com hiperplasia leve
da série eritroide e da série granulocitica com o uso de veneno total e fragdes. A relacdo
mieloide/eritréide aumentou com veneno total e fracbes, principalmente as duas e quatro
horas apds o envenenamento.

Neste trabalho, ndo foram observados vacuolos citoplasmaticos e/ou nucleares nas

séries eritroide, mieldide, linféide e megacariocitica. Todas as séries apresentaram maturacdo
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conservada e mitoses normais. Estas observacoes sugerem que o veneno e as fragdes lectina e
fosfolipase A, da serpente Bothrops neuwiedi causam alteracdo quantitativa, ndo interferindo
na morfologia celular.

A auséncia de alteracdes qualitativas nas células do mielograma também foi observada
por Nogueira et al. (2007). Estes autores estudaram a medula 6ssea de cées, ap0s receberem
1mg/kg de veneno de Crotalus durissus terrificus por via subcutanea. Os resultados
mostraram que no geral as células eritréides e mieldides mantiveram maturacdo conservada e
mitoses normais. Ocorreu hipoplasia das séries eritroide e granulocitica com aumento da
relacdo mieldide/eritréide e ndo foram observadas alteragbes morfoldgicas na série
megacariocitica.

Porém, Ruiz et al. (1980) inocularam o veneno da serpente Crotalus viridis helleri em
caes e verificaram no sangue periférico, redugdo no nimero de plaquetas e fibrinogénio, no
exame da medula Ossea, reducdo no ndmero de megacariocitos e a presenca de vacuolos
citoplasmaticos nos mesmos.

Também, Takahira (1998), apds injetar venenos de Bothrops jararaca e de Bothrops
neuwiedi em cdes, observou diminuicdo significante nas contagens total de plaquetas e
megacaridcitos, presenca de alteracbes morfoldgicas na série megacariocitica, além de
alteracdes na funcdo plaquetaria como, prolongamento no tempo parcial de tromboplastina
ativada, prolongamento nos tempos de trombina, protrombina e coagulacdo, sendo estas
alteracBes mais evidentes com o uso de veneno de Bothrops jararaca.

A presenca de megacariécitos sem alteracdes morfoldgicas na nossa pesquisa sugere
que as alteracdes de funcdo plaquetaria possam ser minimizadas pela producdo de plaquetas

normais (sem defeito) in vivo.

5.5 Alteracdes das células do baco

O baco € o unico 6rgao linfoide interposto na circulacdo sanguinea, além de ser o
maior acumulo de tecido linféide no organismo. Devido ao contato intimo com o sangue, 0
baco esta pronto para responder a estimulos positivos ou negativos, trazidos pelo sangue. Em
roedores, ao contrario da espécie humana, o baco divide com a medula d6ssea a funcdo de
suprir o sangue com os elementos figurados, sendo identificados precursores, eritrociticos,
granulociticos e megacariociticos nas sec¢bes histoldgicas deste érgdo (FREITAS et al.,

2009). Considerando que as alteracdes hematoldgicas sdo uns dos principais efeitos no
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envenenamento botrdpico, é consideravel a probabilidade das mesmas serem encontradas no
baco, por suas caracteristicas.

No baco, houve um acréscimo do percentual das células miel6ides e um decréscimo no
percentual de células linféides até 8 horas quando se fez uso de fosfolipase A,. Houve um
aumento na relacdo M/E, apés 4 horas de envenenamento por fosfolipase A, comparado ao
grupo controle.

A Unica alteracdo significativa, com o uso de lectina C, comparativamente ao grupo
controle, ocorreu ap06s 4 horas, aumento no percentual de células mieléides.

Com o uso de veneno total, ocorreu um acréscimo no percentual de células miel6ides e
na relacdo M/E nos tempos 2, 4, 8 e 16 horas. Entretanto houve um decréscimo no percentual
de células linféides nos tempos 2, 4 e 8 horas, comparado ao grupo controle.

Como descrito anteriormente, com relacdo ao numero percentual do namero de
megacaridcitos, estes ndo foram analisadas devido a falta de variabilidade entre os tempos. Ou
seja, a administracdo de veneno total e fracbes nos camundongos ndo provocou variagdo no
namero percentual de megacariociticas presentes no bago, em nenhum tempo analisado.

Segundo a literatura, a contagem plaquetaria do sangue total reflete o equilibrio entre
as plaquetas circulantes, as plaquetas contidas em 6rgdos de estoque plaguetario (como o
baco), os trombdcitos que sdo produzidos pela medula e aqueles que sdo retirados da
circulagdo. Em condicdes de consumo de plaquetas, o baco se contrai e as libera do
reservatorio esplénico para a circulacdo, aumentando sua contagem periférica (FREEDMAN;
KARPATKIN, 1975).

A contagem plaquetaria dos nossos animais se manteve baixa até 16 horas apés a
administracdo da fosfolipase A, e até 8 horas apds a inoculacdo do veneno total e lectina.
Podemos especular que as plaquetas acumuladas no bag¢o pouco contribuiram para
restabelecimento da trombocitopenia nas primeiras 8 horas apds o envenenamento. Porém,
também pode ter ocorrido que as plaquetas recem liberadas do baco tenham sido
imediatamente consumidas, ocultando desta forma a liberacdo de plaquetas esplénicas.

No esplenograma ndo foram observados vacuolos citoplasmaticos e nucleares nas
séries eritroide, mieloide, linfoide e megacariocitica. Todas as séries apresentaram morfologia
normal. Adicionalmente, é interessante dizer que quando foi administrado veneno total nos
camundongos, as células miel6ides do baco, com relacdo ao grupo controle, foi decrescendo
ao longo do tempo e aparentemente de forma linear, sugerindo que a queda no percentual de
células mieldides do esplenograma variou em funcdo do tempo através de um modelo de

regressdo linear.
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A literatura é escassa no que se refere as alteragcdes de células hematologiocas na
medula éssea e bago de camundongos envenenados por serpentes do género Bothrops,
dificultando a analise comparativa dos resultados. Porém, pelos resultados obtidos neste
experimento pode-se demonstrar que o camundongo se comporta de maneira semelhante ao

homem e outros animais frente ao veneno botropico.

5.6 Alterac0es histologicas

A anélise microscépica dos 6rgdos dos camundongos inoculados com veneno total,
lectina e fosfolipase A, foi feita nos tempos duas, quatro e vinte e quatro horas. Observamos
processo congestivo nos orgédos (baco, rim, figado e coragdo) nos animais, tanto com o uso de
veneno total como das fragdes, assim como, em todos os tempos estudados.

Pela propria definicio de congestdao “disturbio do retorno venoso possivelmente por
obstrugdo de vasos” (PINTAO; FRANCO, 2001). Sugerimos que este processo congestivo,
ocorrido nos nossos animais pode ter sido resultado da acdo pro-coagulante do veneno que
levou a formacao de coagulo de fibrina na microvasculatura.

Soerense et al. (1995) além da congestdo esplénica, observaram congestdo renal e
hepéatica em bovinos, 48 horas ap6s a inoculagdo do veneno da serpente Bothrops jararaca.

Segundo a literatura, a congestdo das redes capilares esta intimamente relacionada ao
desenvolvimento de edema, de modo que a congestdo e o edema normalmente ocorrem
juntos. O edema pode ocorrer pela formacdo de microtrombos e diminuicdo do fluxo
sanguineo ou pelo aumento da permeabilidade, causada pela liberacdo de substancias
vasoativas, como histamina e bradicinina, associada a estase sanguinea (FERREIRA,;
BARRAVIERA, 2004).

O edema intersticial observado principalmente nos rins e figado dos animais deste
experimento, pode ser explicado pelas duas acOes, citadas acima, presentes nos venenos
botropicos.

Tambeém foi observada nesta pesquisa, a presenga de hemorragia cardiaca, esplénica,
renal e hepatica em alguns animais, sendo esta, possivelmente um reflexo da atividade do
veneno botrépico sobre os vasos, plaguetas e fatores de coagulagdo (CASTRO, 2006). A
evidéncia de hemorragia intersticial no coracdo, baco, rins e figado indica extravasamento de

sangue em virtude de ruptura vascular decorrente da congestao vista nestes 6rgaos.
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Raposo et al. (2000/2001) descreveram um caso de acidente ofidico em um equino de
um més, associado a picada por serpente do género Bothrops. Estes autores observaram
congestdo e hemorragia severa no baco, rins, figado, musculatura, timo, intestino e no
cérebro, além de areas de necrose na musculatura proxima a area da picada e no baco.

Koscinczuk, et al. (2007) utilizando dose de 1400ug do veneno da serpente B.
neuwiedi diporus, por via intramuscular, em ratos Wistar, verificaram apds 3 horas do
envenenamento, edema e infiltrado inflamatdrio intersticial nos rins destes animais.

Nos bacos dos animais envenenados, também foi visto hiperplasia da polpa branca e
da polpa vermelha e pigmentacdo por hemossiderina.

A presenca de hiperplasia ndo tem uma explicacdo conhecida, pois pode ocorrer
espontaneamente nos roedores. Tal alteracdo foi relatada em bacos de ratos Fischer idosos
(CESTA, 2006; SUTTIE, 2006).

A hemossiderina € um pigmento que contém ferro, resultante da degradacdo da
hemoglobina. A presenga de hemossiderina no baco dos camundongos pode ser resultado da
ruptura dos capilares neste 6rgdo que pode causar pequenos focos de hemorragia; a
degradacdo e fagocitose dos restos dos eritrocitos podem gerar pequenos grupos de
macrofagos cheios de hemossiderina (FREITAS et al., 2009).

Contudo, Zeni et al. (2007) estudando a atividade do veneno da serpente B.
jararacussu, nas doses 25ug e 50ug, em camundongos Swiss, ndo observaram alteragdes
histoldgicas no baco e no muasculo esquelético desses animais. Essa divergéncia com a nossa
pesquisa, provavelmente reflitam diferencas na espécie de serpente e nas doses de veneno
utilizadas.

Outras alteracdes histoldgicas encontradas, principalmente nos rins e no figado, foram
o infiltrado inflamatério e a degeneracéo hidrépica.

Nos tecidos hepatico e renal foram evidenciados tanto a presenga de infiltrado
inflamatério com polimorfonucleares quanto a existéncia de infiltrado inflamatério com a
presenca de linfocitos e plasmacitos. O primeiro achado é sugestivo de uma agressdo tecidual
aguda provocada pelo veneno da serpente Bothrops neuwiedi. Como se sabe nos primeiros
estagios de uma resposta aguda ha predominio numérico de neutrofilos. Essas células,
mobilizadas a partir dos compartimentos de reserva e da corrente sanguinea, marginam a
superficie dos vasos da microcirculacdo da area afetada e migram para o exterior do vaso,
através de juncdes interendoteliais (diapedese). Uma vez no sitio extravascular, locomovem-

se em resposta a um gradiente de concentracdo de mediadores inflamatdrios quimiotaticos
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(quimiotaxia) e acumulam-se no local de lesdo, para destruirem o agente lesivo
(KAPLANSKI et al., 2003; WINKLER; LEVESQUE, 2006; FURZE; RANKIN, 2008).

Por outro lado, o achado de infiltracdo inflamatéria mononuclear, descrito neste
trabalho, provavelmente é incidental, ja que essa lesdo apesar de comum nos rins e figado de
camundongos envenenados, em principio, demanda mais tempo para sua instalagdo (GRACA
etal., 2008).

Quanto ao processo inflamatorio, Burigo; Calixto; Medeiros (1996) demonstraram que
0 veneno da serpente B. jararaca induz reacdo inflamatdria de longa duracdo quando injetado
na cavidade pleural de ratos. Estes autores verificaram que o veneno induz um aumento de
fluido e de migracdo celular para esta cavidade, e que varios mediadores tais como histamina,
serotonina e produtos do acido araquiddnico, participam desse efeito.

A presenca de degeneracdo hidrdpica vista neste trabalho, pode ter ocorrido por agao
direta do veneno, de efeitos aditivos ou sinérgicos das diferentes toxinas e enzimas presentes
nos venenos que podem alterar o funcionamento da membrana celular, levando a um
desequilibrio eletrolitico e hemodindmico. E uma lesdo que reflete a fase inicial da agressdo
toxica do veneno e caracteriza-se pelo acimulo de agua e eletrdlitos no interior da ceélula,
tornando-a tumefeita, aumentada de volume. Quase sempre, ndo acarreta conseqiéncias
funcionais muito sérias, a ndo ser que seja muito intensa. Esse processo no seu inicio é
reversivel, porém, se houver manutencdo da agressdo a célula, o processo torna-se
irreversivel, culminando com a morte celular (BARRAVIERA et al., 1995).

Acosta de Pérez et al. (1996) inocularam no musculo gastrocnémico de ratos, 50ug de
veneno da serpente Bothrops alternatus. Apds 3 e 6 horas de exposicdo ao veneno, o tecido
hepético apresentou tumefacdo celular e degeneracdo hidropica nas areas das veias centrais.
Os rins apresentaram congestdo no cortex renal e degeneracdo hidrépica nos tdbulos
contornados proximais e distais.

Como se sabe, os rins e figado possuem importante papel na metabolizac¢do do veneno,
estando por este motivo, mais vulneraveis aos efeitos nocivos do mesmo (TANIGAWA et al.,
1994). LesGes histoldgicas, caracterizadas por congestdo e degeneracao hidropica localizadas
principalmente no rim, sdo consideradas caracteristicas do envenenamento por serpentes do
género Bothrops.

Entretanto, no exame histolégico dos rins dos camundongos usados na nossa pesquisa
ndo foram observadas as alteracdes classicas descritas por Amaral et al. (1985) como necrose
tubular aguda ou ocorréncia de alteracfes glomerulares. Porém, Aung-Khin (1978) refere que

essas alteragdes renais sdo mais evidentes em animais que sobrevivem pelo menos 16 horas
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apos o envenenamento. Mesmo apds 24 horas do envenenamento de nossos animais, nao
observamos as alteracdes citadas por Amaral et al. Este resultado diferente do nosso pode ter
ocorrido porque o referido autor usou outras espécies (B. jararaca e B. jararacussu) em seu
experimento.

A insuficiéncia renal aguda descrita por varios autores é a principal causa de morte por
acidentes com venenos ofidicos, ocorrendo secundariamente aos processos de
glomerulonefrite aguda, necrose tubular aguda e necrose cortical renal. Entretanto, a auséncia
dessas alteracdes neste trabalho, leva a crer que o veneno da serpente Bothrops neuwiedi teve

uma acdo toxica moderada sobre este 6rgéo.

5.7 Tratamento com as Cabenegrinas

Pesquisas em busca de alternativas para amenizar os sintomas desencadeados por
acidentes ofidicos véem crescendo mundialmente, principalmente através do uso de plantas
medicinais. Em muitos paises, extratos de plantas tém sido tradicionalmente usados no
tratamento de envenenamento ofidico, embora s6 uns poucos casos tenha tido validacdo
cientifica (SOARES et al., 2005). Estudos como o nosso indicam a importancia de uma
avaliacdo cientifica dos componentes das plantas que podem confirmar os efeitos bioldgicos
atribuidos popularmente.

No presente estudo, avaliamos se as cabenegrinas A-l e A-11 neutralizam a atividade
toxica do veneno da serpente B. neuwiedi em modelo experimental, este experimento baseado
na incubacdo previamente das cabenegrinas com o veneno antes da inoculacdo dos animais,
facilita a interacdo das toxinas com potenciais substancias neutralizadoras, e € melhor do que
0s procedimentos baseados na inoculacdo independente do veneno e cabenegrinas, ja que
neste caso a rapidez com que desencadeia o efeito do veneno torna-se dificil sua inibicdo por
agentes neutralizantes.

Na analise do sangue do plexo retro-orbital dos animais, foi visto que as cabenegrinas
A-l e A-ll em todas as diluigdes utilizadas (A-1 2,5:1, A-1 5:1, A-ll 2,5:1 e A-ll 5:1), foram
capazes de neutralizar o veneno total revertendo a diminuicdo do numero de plaquetas
provocada pelo veneno total.

O tratamento com as cabenegrinas mostrou que as cabenegrinas A-1 na diluicdo 2,5:1 e

as cabenegrinas A-ll nas diluicdes 2,5:1 e 5:1 neutralizaram as alteragBes na contagem
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diferencial, ou seja, as referidas cabenegrinas diminuiram o numero de neutrdfilos
segmentados, refletindo também no nimero de neutroéfilos totais.

Na medula, as cabenegrinas A-l e A-1l em todas as dilui¢des utilizadas (A-1 2,5:1, A-I
5:1, A-ll 2,5:1 e A-11 5:1), foram capazes de bloquear o aumento das células mieldides. E no
baco, as cabenegrinas ndo conseguiram reverter as alteracdes quantitativas das células.

Na andlise histologica, as cabenegrinas A-l1 2,5:1, A-l 5:1, A-ll 2,5:1 e A-ll 5:1
associada ao veneno total reverteram as alteracdes histoldgicas nos 6rgaos estudados.

O primeiro relato de pterocarpanos com atividade antiofidica foi em 1982, quando,
Nakagawa et al. isolaram as cabenegrinas A-l1 e A-lIl de um preparado conhecido por
“Especifico Pessoa” e verificaram que a injecdo por via endovenosa da cabenegrina A-l1 em
caes, 15 minutos antes da inoculacdo do veneno da serpente Bothrops atrox, restaurou a
hipotenséo e a parada cardiaca e respiratoria nos animais. Estes autores também observaram
que quando as cabenegrinas A-l e A-Il foram injetadas na preparacdo de coragédo isolado de
caes, minutos apés a inoculacdo da dose letal de veneno, os efeitos toxicos cardiovasculares
foram revertidos. Entretanto, 0 mecanismo de a¢do das cabenegrinas ndo foi proposto pelos
referidos autores.

Mors et al. (1989) e Meloet al. (1994) utilizaram o extrato das partes aéreas da
Eclipta prostrata (Asteraceae) no tratamento da picada por serpentes e verificaram que a
wedelolactona, um coumestano da classe dos isoflavondides, presente na planta, neutralizou a
letalidade do veneno de Crotalus durissus em ratos e apresentou efeito antihemorragico
contra o veneno da serpente Bothrops jararaca.

Reyes-Chilpa et al. (1994) isolaram das raizes das plantas Brongniartia podalyrioides
e Brongniartia intermedia um pterocarpano prenilado, o (-)-edunol. A administragdo de (-)-
edunol (3.1 mg/kg, i.p.) anulou totalmente a mortalidade causada pela DLsy do veneno da
serpente Bothrops atrox.

As cabenegrinas A-l e A-Il, a wedelolactona e o (-)-edunol guardam uma estreita
semelhanca do ponto de vista quimico e biologico e mostraram efeito protetor contra o
veneno ofidico. Suas estruturas quimicas apresentam varias caracteristicas que sao relevantes
para este tipo de atividade bioldgica, que sdo: um esqueleto isoflavonoide, funcionalidade
deoxigenada e natureza acida (MORS et al., 1989; REYES-CHILPA; ESTRADA, 1995).

Entretanto, Borges et al. (1996) realizaram um estudo com o medicamento popular
“Especifico Pessoa” (este preparado fitoterapico ¢ feito em Sobral-CE e a Harpalyce
brasiliana pode ser uma das possiveis espécies utilizadas nesta preparacdo) para verificar a

eficacia desta pocdo em neutralizar as agdes coagulante, hemorragica e fosfolipasica do
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veneno da serpente Bothrops atrox. Ap0s o experimento, estes autores, concluiram que o
medicamento foi ineficaz sob todos os aspectos.

Uma das melhores revisfes sobre compostos quimicos de plantas com supostas acoes
antiofidicas é a de Mors et al. em 2000. Estes autores citaram varias substancias isoladas de
plantas que neutralizam a acéo letal do veneno da serpente B. jararaca em camundongos:
triterpenos, compostos  fenodlicos, 4&cidos hidroxibenzoico, acidos clorogénicos,
curcuminoides, cumarinas, flavonodides, pterocarpanos, acidos aristoléquicos, taninos e
polissacarideos. O grupo relatou que todas estas substdncias tém em comum o fato de
pertencerem a mesma classe de metabolitos secundarios, capazes de interagirem com
receptores e enzimas dos venenos.

Recentemente, uma dissertacdo do nosso grupo de pesquisa, realizada por Ximenes
(2009), mostrou que a cabenegrina A-Il, isolada das raizes da planta Harpalyce brasiliana foi
capaz de diminuir a hemoconcentracdo, inibir a plaquetopenia, as altera¢fes pressoricas, bem
como, os efeitos bioquimicos, em ratos Wistar, envenenados experimentalmente pela serpente
Bothrops jararacussu. O referido autor sugeriu que a acdo da cabenegrina A-ll no bloqueio
calicreina-like ou, a inibicdo das miotoxinas que agem diretamente no miocardio.

Trabalho realizado com a cabenegrina A-1l mostrou que este pterocarpano tem alta
afinidade pelos sitios ativos das toxinas BthTX-1 e BthTX-Il isoladas da serpente Bothrops
jararacussu, principalmente o esterecisbmero S da cabenegrina A-ll. Este resultado revela
que a atividade antiofidica da cabenegrina A-Il pode ser pela inibicdo das enzimas presentes
no veneno e ndo por antagonismo dos eventos fisiopatoldgicos (MORS et al., 2000; DA
SILVA et al., 2004; XIMENES, 2009).

Diante do exposto, podemos sugerir que as cabenegrinas podem ter atuado, neste
trabalho, através de dois mecanismos diferentes: Primeiro através da formagdo de um
complexo entre as cabenegrinas e as proteinas ou enzimas presentes, inativando desta maneira
0 veneno. O segundo mecanismo seria a ligacdo das cabenegrinas com 0s ions metalicos
divalentes, como zinco e calcio, que sdo necessarios para a atividade enzimética das
metaloproteases e fosfolipases A, respectivamente, inativando dessa maneira essas enzimas.

Uma vez que um dos objetivos deste trabalho constituiu em avaliar a acdo das
cabenegrinas no modelo in vivo e que os resultados demonstraram uma diminuicdo parcial das
alteracBes hematoldgicas e uma reducdo total das alteracdes histoldgicas, podemos sugerir
que as cabenegrinas A-l1 e A-ll poderdo no futuro ser utilizadas como coadjuvantes no

tratamento dos acidentes ofidicos provocados pelas serpentes da espécie B. neuwiedi.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

¢ No hemograma, com o uso de fosfolipase A, as alteragdes que apresentaram diferenca
estatistica significante foram a diminuicdo do VCM e o aumento do CHCM as duas
horas; leucocitose com neutrofilia e desvio a esquerda, as duas e quatro horas e

plaquetopenia de duas até 16 horas apds o envenenamento.

e Com o uso de lectina C, as alteracdes que apresentaram significancia estatistica foram:
0 aumento do hematécrito e CHCM, as duas e quatro horas, respectivamente;
neutrofilia com desvio a esquerda, as duas, quatro e oito horas e plaguetopenia de duas

até 8 horas ap0s 0 envenenamento.

e Com o uso de veneno total, o aumento do numero de hemacias, a dosagem de
hemoglobina e a neutrofilia com desvio a esquerda as duas horas foram significantes
enquanto que a plaquetopenia apresentou diferenca estatistica significante de duas até

8 horas apds o envenenamento.

e Na medula 6ssea, com o0 uso de fosfolipase A,, as alteracdes que mostraram
significancia estatistica foram: o aumento do nimero de células eritroides (duas e
quatro horas apds o envenenamento), aumento do numero de células mieldides (2 a 16
horas apés o envenenamento) e aumento das células linfoides (2 horas apds o

envenenamento).

e Com o uso de lectina C, as alteracGes que foram estatisticamente significantes foram:
0 aumento do numero de ceélulas eritroides e linféides (2 e 4 horas apds o
envenenamento) e aumento do ndmero de células mieldides (2 a 8 horas apds o

envenenamento).

e Com o uso de veneno total, 0 aumento do nimero de células eritréides (4 a 24 horas
apos 0 envenenamento), aumento do niamero de células mieldides (2 a 24 horas apés o
envenenamento) e diminuicdo de megacariocitos (2 e 8 horas apds o envenenamento).
Entre o veneno total e as duas fracdes, 0 veneno total teve acdo mais persistente, pois

0 aumento das células eritréides e mielGides persistiu até 24 horas.
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No bago, houve um acréscimo do percentual das células mieldides e um decréscimo
no percentual de células linféides até 8 horas quando se fez uso de fosfolipase A,. A
Unica alteracdo significativa, com o uso de lectina C, foi o aumento das ceélulas
mieloides ap6s 4 horas do envenenamento. Com o0 uso de veneno total, ocorreu um
acréscimo no percentual de células miel6ides e na relagio M/E nos tempos 2 a 16
horas ap6s 0 envenenamento e um decréscimo no percentual de células linféides nos

tempos 2 a 8 horas, comparado ao grupo controle.

O veneno total e fracOes lectina C e fosfolipase A, da serpente Bothops neuwiedi
provocaram alteracdes histologicas no baco, rins, baco e figado, entretanto ndo

provocaram necrose tubular aguda nos rins.

As cabenegrinas A-l e A-ll em todas as diluigdes utilizadas (A-1 2,5:1, A-1 5:1, A-lI

2,5:1 e A-ll 5:1), foram capazes de inibir a plaguetopenia.

A cabenegrina A-l na diluicdo 2,5:1 e as cabenegrinas A-ll nas diluigdes 2,5:1 e 5:1
inibiram o0 aumento do numero neutréfilos segmentados, refletindo também no nidmero

de neutrofilos totais.

Na medula, as cabenegrinas A-l e A-11 em todas as dilui¢Ges utilizadas (A-1 2,5:1, A-I

5:1, A-11 2,5:1 e A-ll 5:1), foram capazes de inibir a hiperplasia das células mieloides.

Na analise histoldgica dos rins, baco, figado e coragdo, as cabenegrinas A-l 2,5:1, A-l
5:1, A-11 2,5:1 e A-1l 5:1 associadas ao veneno total inibiram as altera¢des histoldgicas

nestes 0rgaos.

As cabenegrinas ndo conseguiram reverter as alteracdes quantitativas das células no

baco, provocadas pelo veneno total da serpente Bothops neuwiedi.
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7 CONCLUSOES

e As cabenegrinas A-1 e A-1l em todas as dilui¢cbes utilizadas (A-1 2,5:1, A-1 5:1, A-lI
2,5:1 e A-1l 5:1), foram capazes de inibir a plaquetopenia do sangue do plexo retro-
orbital, neutralizar a hiperplasia das células mieldides da medula 6ssea e inibir as
alteracdes histoldgicas nos rins, baco, figado e coragdo dos camundongos Swiss

inoculados com o veneno total da serpente B. neuwiedi.

e A cabenegrina A-l na diluicdo 2,5:1 e as cabenegrinas A-Il nas diluigbes 2,5:1 e 5:1
inibiram o aumento dos neutrofilos segmentados, refletindo também no nimero de
neutréfilos totais em camundongos Swiss envenenados com veneno total da serpente

B. neuwiedi.

e As cabenegrinas ndo conseguiram reverter as alteragcdes quantitativas das celulas do
baco, provocadas pelo veneno total da serpente Bothops neuwiedi em camundongos

Swiss.
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APENDICES

Tabela 1 — Alteracdes histopatoldgicas provocadas pela fracéo fosfolipase A, de Bothrops
neuwiedi no coracdo de camundongos Swiss (n=4)

Tempo

Alteracoes 2 horas 4 horas 24 horas
histopatoldgicas

% de animais

afetados
Degeneracéo
Hidropica 25 25 25
Edema 25 - -
Hemorragia 50 25 25
Congestéo 75 100 50

Tabela 2 — Alteracdes histopatoldgicas provocadas pela fracdo lectina de Bothrops
neuwiedi no coracdo de camundongos Swiss (nN=4)

Tempo

Alteracoes 2 horas 4 horas 24 horas
histopatoldgicas

% de animais

afetados
Degeneracéao
Hidrdpica 25 25 25
Edema 25 - 25
Hemorragia 50 25 25

Congestao 75 75 50
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Tabela 3 — AlteracBes histopatoldgicas provocadas pelo veneno total de Bothrops
neuwiedi no coracdo de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
Alteracoes 2 horas 4 horas 24 horas
histopatoldgicas
% de animais
afetados
Degeneracao
Hidrépica 25 - 25
Edema - - 25
Hemorragia 25 25
Congestéao 75 100 100

Tabela 4 — Alteracdes histopatologicas provocadas pela fracéo fosfolipase A, de Bothrops

neuwiedi nos bacos de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Hiperplasia da Polpa
Branca 75 75 75
Hiperplasia da Polpa
Vermelha 50 75 75
Congestéo 100 50 50
Pigmentacéo 25 25 25
hemossiderina
Hemorragia 25 50 50
Edema - 25 25
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Tabela 5 — Alteracdes histopatologicas provocadas pela fracdo lectina de Bothrops

neuwiedi nos bacos de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Hiperplasia da Polpa
Branca 75 75 25
Hiperplasia da Polpa
Vermelha 50 75 75
Congestao 25 50 50
Pigmentagao 25 - 25
hemossiderina
Hemorragia 25 50 25
Edema - 25 25

Tabela 6 — Alteracbes histopatologicas provocadas pelo veneno total de Bothrops

neuwiedi nos bacos de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Hiperplasia da Polpa
Branca 25 100 50
Hiperplasia da Polpa
Vermelha 50 75 100
Congestao 50 50 50
Pigmentacéo 25 25 25
hemossiderina
Hemorragia 25 - 25
Edema - 25 25
Processo inflamatorio - 25 25
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Tabela 7 — Alteracdes histopatoldgicas provocadas pela fracéo fosfolipase A, de Bothrops
neuwiedi nos rins de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Degeneracao
Hidrépica 50 25 25
Processo inflamatorio
50 - 25
Congestéo 100 100 75
Hemorragia 25 25
Edema 25 25 -

Tabela 8- Alteragdes histopatologicas provocadas pela fragdo lectina de Bothrops
neuwiedi nos rins de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Degeneracéo
Hidrdpica 50 25 25
Processo inflamatorio
50 - 25
Congestao 100 75 75
Hemorragia 25 25

Edema - 25 25
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Tabela 9 — AlteracBes histopatoldgicas provocadas pelo veneno total de Bothrops
neuwiedi nos rins de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Degeneracao
Hidrépica 75 50 100
Processo inflamatorio 25 25 -
Congestéo 100 100 100
Hemorragia 25 25 25
Edema 25 25 25

Tabela 10 — Alteragdes histopatologicas provocadas pela fracdo fosfolipase A, de
Bothrops neuwiedi nos figados de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Degeneracéo
Hidrdpica 50 100 100
Processo inflamatorio
- 25 -
Edema 25 25 25
Hemorragia - 25 -

Congestéo 100 75 100
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Tabela 11 — Alteracbes histopatolégicas provocadas pela fracdo lectina de Bothrops
neuwiedi nos figados de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Degeneracao
Hidrépica 50 75 100
Processo inflamatorio
- 25 -
Edema 25 25 25
Hemorragia - - -
Congestéo 75 100 75

Tabela 12 — Alteracfes histopatoldgicas provocadas pelo veneno total de Bothrops
neuwiedi nos figados de camundongos Swiss (n=4)

Tempo
2 horas 4 horas 24 horas
Alteracoes
histopatoldgicas % de animais
afetados
Degeneracéo
Hidropica 50 50 75
Processo inflamatorio
25 - -
Edema 25 50 25
Hemorragia - 25 -

Congestéo 75 75 100
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Tel: (85) 3366-8331 Fax (85) 3366-8333
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experimentacao n°32/10, sobre o projeto intitulado: “EFEITOS
HEMOTOLOGICOS E HISTOLOGICOS INDUZIDOS PELO VENENO
BRUTO DA SERPENTE BOTHROPS NEUWIEDI EM
CAMUNDONGOS SWISS E ESTUDO DA ATIVIDADE DAS
CABENEGRINAS A-l E A-ll FRENTE A ESTAS ALTERACOES.” de
responsabilidade de Alcinia Braga de Lima Arruda, estd de acordo
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