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RESUMO

Os acidentes ofidicos de serpentes representam um sério problema de Satde Publica nos
paises tropicais, tanto pela freqiiéncia com que ocorrem e/ou pela morbi-mortalidade
que ocasionam. As serpentes do género Crotalus estdo representadas no Brasil pela
espécie Crotalus durissus, a qual se divide em seis subespécies. Nosso trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos dos venenos das serpentes Crotalus durissus cascavella
originadas do estado do Ceard (Cdcc) e Maranhdo (Cdcm); Crotalus durissus
collilineatus (Cdcol); Crotalus durissus ruruima (Cdru) e suas fragdes, Crotoxina
(CTXru) e Fosfolipase A, (PLA,ru), nos processos bioldgicos de espraiamento celular,
fagocitose, atividade fungicida e alteracdes hematoldgicas. Camundongos Swiss,
machos, foram inoculados por via intraperitonial com os venenos descritos acima, nas
doses de 120, 50, 27, 20 (venenos) e 10ug/Kg (fracdes), respectivamente. Duas horas
ap6s inoculacdo foram coletadas amostras de sangue do plexo orbital e o exsudato
peritonial. A andlise estatistica utilizada foi o teste t de Student com significincia de
95%. Os animais tratados foram comparados com o grupo controle (inoculados com
salina 0,9%). Cdcm e a CTXru causaram as maiores alteracdes no eritrograma. 37,5%
dos eritrécitos apresentaram morfologia macrocitica e microcitica; 25,5% hipocromia;
25% com anisocitose e presenga de policromasia. Foram observados 16,8% de
corptisculos de Howell Jolly. A contagem global de leucécitos foi reduzida
significantemente ap6s administragcdo do Cdcc (82,9%), Cdcm (70,1%) e Cdru (83,8%).
A celularidade foi alterada depois da inoculagdo de Cdcc, Cdru e CTXru, em todos os
tipos de células. A contagem global de células do peritdnio aumentou apds inoculacio
de Cdcce, Cdcol, Cdru e a CTXru. Em adicdo, o macréfago foi a célula predominante na
contagem diferencial de células peritoniais, contudo, somente a Cdcol apresentou
significancia estatistica para macréfago (62,3%). Foi encontrada reducdo significativa
do espraiamento celular depois da administragdo de todos os venenos variando de 52,7 a
65,7%. A fagocitose foi estatisticamente reduzida pela Cdcc nos periodos de 30, 60, 90
e 120 minutos. Cdru reduziu a fagocitose apenas em 30, 60 e 120 minutos, Cdcm em 30
e 90 minutos e CTXru nos tempos de 60 e 120 minutos. A Cdcol, e a CTXru mostraram
significancia na atividade fungicida contra C. albicans nos periodos de 30, 60, 90 e 120
minutos, mas a Cdcc mostrou resultado similar em 60, 90 e 120 minutos. Conclui-se
que o veneno interfere diferentemente na resposta hematoldgica e funcional. Em adig¢éo
pode-se postular que os macréfagos foram responsdveis por estas alteragdes. Estudos
futuros deverdo ser realizados na perspectiva da identificacdo de provavel acgdo
fungicida de venenos ofidicos e suas fragdes.

Palavras Chaves: Espraiamento celular, Fagocitose, Atividade fungicida, Crotalus
durissus.



ABSTRACT

Venomous snake accidents represent a serious public health problem in tropical
countries, as much as for their frequency of occurrence and/or morbidity and mortality
that they caused. In Brazil, the genus Crotalus comprise only one species, termed
Crotalus durissus, which is divided into six subspecies. The aim of our study was to
evaluate the effects promoted by venoms of Crotalus durissus cascavella, originated
from the States of Ceara (Cdcc) and Maranhdo (Cdem); C. durissus collilineatus
(Cdcol); C. durissus ruruima (Cdru) and its isolated components, such as crotoxin
(CTXru) and phospholipase A, (PLAjru), in the biological processes of cellular
spreading, phagocytosis, hematological alterations and antifungal activity. Male Swiss
mice were inoculated intraperitoneally with the venom doses of 120, 50, 27, 20, 10 and
10 ng/Kg, respectively to the snakes described above. After two hours of inoculation
blood samples and exudate were collected from orbital plex and peritoneum,
respectively. Statistical evaluation was performed using Student-T test with significance
level set at 95%. We compared the treated animals with a control group, where animals
were inoculated with saline 0.9%. Cdcm and CTXru caused the most severe alterations
in the erythrogram. We noticed that 37.5% of the erythrocytes showed macrocytic and
microcytic morphology; 25.5% were hipocromic; 25% showed anisocytosis and the
presence of polycromasia. We also found Howell Jolly bodies in 16.8% of the examined
erythocytes. The total counting of leukocytes was reduced statistically after
administration of Cdcc (82.9%), Cdem (70.1%) and Cdru (83.8%). Cellularity was
altered after the inoculation of Cdcc, Cdru and CTXru for all evaluated cells. We
noticed a statistic increase of peritoneum total cells caused by Cdcc, Cdcol, Cdru and
CTXru. In addition, macrophage was the most predominant cell after peritoneum
differential cell counting. However, only Cdcol showed a statistic increase of
macrophages (62.3%). We found significant reduction of cellular spreading after
administration of all venoms ranging from 52.7 to 65.7%. Phagocytosis was statistically
reduced by Cdcc in the periods of 30, 60, 90 and 120 minutes. However, Cdru reduced
phagocytosis only at 30, 60 and 90 minutes, Cdcm decreased phagocytosis at 30 and 90
minutes and CTXru in the periods of 60 and 120 minutes. Cdcol and CTXru showed
significant fungicide activity against C. albicans in the periods of 30, 60, 90 and 120
minutes, but Cdcc showed similar results at 60, 90 and 120 minutes. We conclude that
distinct venoms interfered differently in the intensity of each functional and
hematological response. In addition, we postulate that macrophages maybe partially
responsible for these alterations. Further studies should be evaluated for the use of
venoms as fungicides.

Keywords: Cellular spreading, Phagocytosis, Antifungal activity, Crotalus durissus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Venenos Ofidicos

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de satde ptblica nos
paises tropicais, tanto pela freqii€éncia com que ocorrem como pela morbi-mortalidade
que ocasionam. Existem no mundo aproximadamente trés mil espécies de serpentes,
sendo que apenas 410 sdo consideradas venenosas. No Brasil estdo catalogadas, até o
momento, 256 espécies sendo 69 venenosas e (ou) peconhentas e 187 ndo-venenosas e
(ou) ndo-pegconhentas (BARRAVIERA, 1993; FEITOSA et al., 1997; PINHO et al,,
2000).

Das 69 espécies venenosas, 32 pertencem ao género Bothrops, seis ao
género Crotalus, duas ao género Lachesis e 29 ao género Micrurus (BARRAVIERA,
1993).

A Organiza¢do Mundial de Satde estima que, anualmente, ocorra no mundo
1.250.000 a 1.665.000 acidentes por serpentes pegonhentas, resultando em 30.000 a
40.000 mortes (PINHO et al., 2000). De acordo com os dados publicados pelo
Ministério da Saidde (BRASIL, 1998), ocorrem no Brasil aproximadamente 20.000
casos de acidentes ofidicos por ano (Figura 1). No Ceara existem poucos trabalhos
sobre ofidismo (FEITOSA et al., 1997). GUIMARAES et al. (1989) fizeram
levantamento estatistico na Divisdo de Epidemiologia da Secretaria de Saidde do Estado,
no periodo de 1986 a 1988, onde verificaram a ocorréncia de 1079 casos de acidentes
por serpentes peconhentas, com 17 6bitos e letalidade de 1,6%. Segundo dados da
Secretaria de Sauide do Estado, de 1987 a 1990 ocorreram 1.256 casos, com 18 &bitos e
letalidade de 1,4% (FEITOSA et al., 1997). No ano de 2002, foram registrados 1003
casos de acidentes por serpentes peconhentas, sendo, portanto um problema de satde
publica (SESA-CE, 2003).

Dentre as serpentes peconhentas encontradas no Brasil e de interesse
clinico, existem as pertencentes a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, com os
géneros Bothrops (conhecida popularmente como jararaca ou urutu), Crotalus
(vulgarmente chamada de cascdvel ou maracambdia) e Lachesis (também conhecida
como surucucu); e as pertencentes a familia Elapidae com subfamilia Elapinae
representada pela espécie Micrurus - conhecida como coral verdadeira ou boicord

(NOGUEIRA; SAKATE, 2004; DU et al., 2006).
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As serpentes do género Crotalus estdo representadas no Brasil por apenas
uma espécie, a Crotalus durissus e classificadas nas subespécies Crotalus durissus
terrificus (Cdt), encontrada nas zonas altas e secas do Brasil sul oriental e meridional,
desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais. Sua denominagdo popular € cascavel ou
boiquira; Crotalus durissus collilineatus (Cdcol), distribuidas nas regides secas do
Centro-Oeste do Brasil, desde o Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids, Minas Gerais
e no norte de Sao Paulo. Suas denominacdes populares sdo cascavel ou maracabéia;
Crotalus durissus cascavella (Cdc) onde podemos encontrar a espécie caracteristica do
Ceard (Cdcc) e a do Maranhdo (Cdcm), encontrada nas dreas de caatinga da regido
Nordeste do Brasil, desde o Maranhao até o norte do Estado de Minas Gerais. As
denominacdes populares sdo cascdavel de quatro ventas; Crotalus durissus ruruima
(Cdru), observada em algumas regides do territério de Roraima e estados do Amapa,
Pard, Amazonas e Ronddnia, denominando-se popularmente boicininga, boicununga e
maracd; e a Crotalus durissus marajoensis (Cdm), encontrada na Ilha de Marajd, onde
recebe as denominacdes populares de boicininga, boicununga e maracd; Crotalus
durissus trigonicus (Cdtg), encontrada no territério de Roraima (BARRAVIERA, 1993;
PINHO; PEREIRA, 2001; MARTINS et al., 2003).

7,70%  1,40%

0,40 %

O Bothrops
M Micrurus
M Crotalus
O Lachesis

90,05 %

Fonte: Brasil,1998.

Figura 1 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos segundo o gé€nero da serpente
peconhenta no Brasil no periodo de 1990 a 1993.

Por afetar as células sanguineas, proteinas plasmadticas e componentes da
parede vascular, os venenos das familias Viperidae, Crotalinae e Elapinae apresentam

diversos efeitos toxicos sobre o sistema cardiovascular (DU et al., 2006).
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O sistema cardiovascular e o sistema da coagulagdo sdo regulados por
constante integracdo de sinais e atividades da parede vascular, onde circulam as células
sanguineas e proteinas plasmdticas. A deficiéncia dessas proteinas pode levar ao
rompimento da hemostasia. Como exemplo, podemos citar, pacientes portadores de
hemofilia A, que apresentam deficiéncia do fator VIII da coagulacio e pacientes com a
sindrome de Bernard-Soulier, tem deficiéncia da glicoproteina Ib da plaqueta. Estas
patologias contribuem para a didtese sanguinea. Fendmeno similar ocorre com as
toxinas de serpentes que causam ruptura do sistema cardiovascular e produzem efeitos
nocivos para os pacientes ao interferir com as func¢des das proteinas plasmaticas ou
células do sangue (DU et al., 2006).

A composi¢do do veneno crotdlico € complexa e constituida de enzimas,
toxinas e peptideos (BERCOVICH et al., 1987). As toxinas de serpentes podem causar
inibi¢do no rearranjo dos fatores da coagulagdo, incluindo fibrinogénio, protrombina,
fator V, fator IX, fator X e trombina (DU et al., 2006).

Existe uma grande variedade em relagdo aos venenos de serpentes que
depende de suas propriedades bioldgicas, composicdo quimica, toxicidade, agdes
bioldgicas e caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas. O veneno da Crotalus
¢ considerado um dos mais perigosos para a espécie humana, pois possui uma variedade
de proteinas toxicas incluindo a crotoxina, crotamina, giroxina, convulxina, enzima
trombina-simile, além de induzir atividades toxicas causando neurotoxicidade, paralisia
respiratéria, hipotensdo, insuficiéncia renal aguda, miotoxicidade, hepatotoxicidade,
alteracdes hemorragicas, e choque (JIMENEZ—PORRAS, 1964; MAKLAND, 1998;
TOYAMA et al., 2000; FRANCISCHETTI et al., 2000; CRUZ et al., 2005; AMORA,
2005).

Na literatura ja esta bem estabelecida a letalidade e a toxicidade do veneno
das serpentes do género crotalus que pode variar de acordo com a idade, sexo e estado
nutricional, o qual depende da regido geogrifica onde o animal foi capturado
(THOMAS; POUGH, 1979; CHIPPAUX et al., 1991; DALTRY et al., 1996; CRUZ et
al., 2005).

Na incidéncia da picada de serpentes existe uma marcada variagdo sazonal,
onde o pico ocorre geralmente nos periodos chuvosos. H4 uma alta incidéncia na
América do Sul, fndia, Paquistao, Bangladesh, Oeste da Africa e Sudeste da Asia
(GREGORY-DWYER et al., 1986; JAYANTHI; GOWDA, 1988; ACOSTA et al.,
2000).
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Estudos experimentais mostraram que os venenos de certas espécies de
serpentes podem levar a uma sindrome da resposta inflamatdria sistémica (CRUZ et al.,
2005).

A crotoxina, principal fragdo do veneno crotilico, tem como principais
componentes a fosfolipase A, (PLA;) e o polipeptideo crotapotina, com fungdo de inibir
a resposta imune humoral por interferir com a sintese da imunoglobulina G (IgG)
(Sampaio et al., 2001). A atividade antiinflamatéria descrita pela crotapotina esta
baseada na observacdo da atividade inibitéria de fosfolipidios sobre a resposta
edematogénica induzida por carragenina (LANDUCCI et al., 1995).

Os ecosanoides, prostaglandina E, (PGE,) e tromboxano A, (TXA;), estdo
envolvidos nos eventos inflamatdrios. TXA, tem potencialidade nas acgdes
proinflamatérias e as PGE, tem acdes as quais podem ser consideradas ambas pro- e
antiinflamatérias (JAMES et al., 2001).

O resultado positivo da reposta inflamatdria é a eliminacdo dos fatores
quimicos, fisicos ou infecciosos os quais podem desencadear um quadro inflamatério e
evitar que ele impega a reparacdo e/ou regeneragdo do tecido afetado. Os macréfagos
ativados sdo reconhecidos como células que exercem um importante papel nos
processos infecciosos, pois sdo elas que iniciam, mantém e controlam a resposta imune
especifica. Em resposta ao veneno, o macréfago secreta o 6xido nitrico (NO) e citocinas
proinflamatérias tais como, o fator de necrose tumoral (TNFa), interleucina-1 (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6) e citocinas anti-inflamatérias como a interleucina-10 (IL-10)
(CRUZ et al., 2005).

A producdo de citocinas pr6 e anti-inflamatérias s@o estritamente
controladas pelo complexo mecanismo de feedback (VAN DISSEL et al., 1998). As
citocinas proinflamatérias sdo responsaveis por iniciar o combate contra o patdogeno
endogeno. Embora, excessivos produtos destes mediadores podem contribuir
significantemente para o choque, faléncia de 6rgdos e até a morte. Em contraste as
citocinas antiinflamatdrias sdo cruciais para a baixa regulagdo no processo inflamatério
e mantém a hemostasia para o correto funcionamento dos orgios considerados vitais

(CRUZ et al., 2005; DINARELLO 1996).

O termo macrdfago ativado foi introduzido extensivamente na literatura por
Mackaness em 1960 para descrever o aumento da atividade microbicida de macréfagos

em animais com infeccdo imune adquirida por bactéria intracelular. O mecanismo da
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imunidade celular € baseado na capacidade do macréfago para adquirir e expressar
aumento no mecanismo microbicida. Essas células exibem um aumento pronunciado da
membrana plasmdtica aumentando assim, sua capacidade de aderir, espraiar sobre
superficies, sua capacidade de fagocitar conseqiientemente aumentando o nimero de
fagolissomos e vesiculas endociticas (MACKANESS, 1962/1968; KARNOVSKY;
LAZDINS, 1978; NORTH, 1978).

O macrofago ativado apresenta alta capacidade em secretar espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e importante atividade microbicida e tumoricida
(KARNOVSKY; LAZDINS, 1978; SAMPAIO et al., 2001), além disso, importante
acdo funcional, especialmente a atividade metabdlica com alta capacidade para
utilizacdo de glicose e glutamina (ARDAWI; NEWSHOLME, 1983; SAMPAIO et al.,
2001). Esses matabdlitos provém do ATP e sdo precursores para sintese de DNA, RNA,
proteina e lipideos que sdo importantes para atividade secretora dessas células e para a
sintese de nova membrana celular depois da atividade fagocitica (YASSAD et al., 1997;
SAMPAIO et al., 2001).

Ainda que a patofisiologia do envenenamento seja complexa e ainda nao
esteja bem esclarecida, o veneno € conhecido por iniciar a liberagdo de citocinas. No
modelo do processo inflamatério sist€mico produzido por injeg¢@o intravenosa de alta
dose de veneno ou produtos derivados do veneno, o aumento na producdo de citocinas
proinflamatéria contribui significativamente para a faléncia de 6érgdos podendo levar até
a morte. Essas citocinas iniciam a cascata de eventos decorrentes do envenenamento,
tais como: febre, anorexia e também eventos fisiolégicos no hospedeiro como, ativacio
da vasodilatacdo, hipotensdo, e aumento da permeabilidade vascular (CRUZ et al.,,
2005).

Cardoso e Mota (1997) demonstraram que o veneno da Crotalus durissus
terrificus inibe a resposta imune humoral em camundongos ao utilizarem ratos BALB/c
imunizados com o soro albumina humana (HSA) mais AI (OH), produto como a
resposta do anticorpo principalmente do isotipo de IgGI e que o veneno do Cdt suprime
a resposta do anticorpo, mas ndo a reacdo da sensibilidade do contato a 2-4-
dinitrofluorbenzeno (DNFB) sugerindo que o veneno da cdt modula as células TH,
negativamente sem afetar as células TH;, e que o veneno tem um efeito inibitério em
algumas atividades do macréfago, tais como, fagocitose, espraiamento e atividade

fungicida (MOSMANN; MOORE, 1991; SAMPAIO et al., 2001/2003). Desde entdo o
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macréfago tem sido considerado de fundamental importancia para a resposta imune em
casos de envenenamento, pressupondo que o resultado final de muitos eventos
inibitérios pode ser alterado pela funcdo de macréfagos (SAMPAIO et al., 2001/2003).
Embora a descri¢gdo detalhada dos eventos provocados pelo envenenamento que sdo
inibidas pela ativacdo dos macréfagos, ainda ndo estejam bem esclarecidos (CRUZ et

al., 2005).

A maioria dos venenos ofidicos exerce seus efeitos em quase todas as
células e tecidos; e suas propriedades farmacoldgicas sdo determinadas pela quantidade
de um constituinte especifico e biologicamente ativo que se acumula num sitio de
reconhecimento onde é capaz de produzir injiria (RUSSEL et al., 1996; CUMMINGS
et al., 2000). Além disso, em acidentes ofidicos ocorrem reacdes inflamatdrias intensas
com a liberagdo de muitos mediadores inflamatérios como as prostaglandinas, as
citocinas, a bradicinina, as fracdes do complemento e o fator de agregacdo plaquetéria

(PETRICEVICH, 2004; TEIXEIRA ET AL., 2003).

Os venenos de serpentes apresentam uma infinidade de substincias com
estruturas simples e complexas, cuja propor¢ao e caracteristicas especificas variam entre
as espécies (VARANDA; GIANNINI, 1994). Entre 90 e 95% do peso seco dos venenos
ofidicos tém propriedade protéica, e s@o estas proteinas as responsdveis por quase a
totalidade dos efeitos bioldgicos encontrados. A natureza proteinicea desses venenos foi
estabelecida em 1843 por Lucien Bonaparte (BON, 1997; MAKLAND, 1998; PONCE-
SOTO et al., 2002).

Entre as intmeras atividades exercidas pelos componentes protéicos,
destacam-se a a¢do enzimdtica e a presenga de toxinas protéicas especificas, crotamina,
crotapotina, fosfolipase A, giroxina, convulxina e as enzimas trombina-simile
(KAMIGUTI; CARDOSO, 1989; BARRAVIERA, 1993; PINHO; PEREIRA, 2001;
CRUZ et al., 2005).

A peconha crotdlica apresenta-se como um complexo toxico-enzimético,
onde sdo encontradas as enzimas fosfodiesterase, 5-nucleotidase e toxinas como a
crotoxina, convulxina, crotamina e giroxina (DU; CLEMETSON, 2002; RANGEL-
SANTOS et al., 2004).

As serpentes do género Crotalus possuem venenos com ag¢des miotdxica,

atividades toxicas causando neurotoxicidade, nefrotdxica, hematolégica e hepatotdxica
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(JORGE; RIBEIRO, 1990; BARRAVIERA, 1991; BARRAVIERA, 1993; SANO-
MARTINS, et al., 2001; CRUZ et al., 2005).

O veneno das serpentes do gé€nero crotdlico apresenta efeitos importantes
sobre os musculos esqueléticos (AZEVEDO et al., 1985; AZEVEDO et al., 1987,
AZEVEDO et al., 1990; BARRAVIERA, 1993), sistema nervoso (BARRAVIERA,
1993), rins (SILVA et al, 1979; AMARAL et al.,, 1986; BARRAVIERA, 1993) e
sangue (AMARAL et al.,, 1980; COSTA et al., 1989; THOMAZINI et al., 1991;
BARRAVIERA, 1993;). Outros 6rgaos, tais como o figado (SALIBA et al. 1983;
BARRAVIERA; PEREIRA, 1991; BARRAVIERA, 1993), também podem ser
acometidos.

Recentemente foi demonstrado que as subunidades da crotoxina, isolada do
veneno de Crotalus durissus collilineatus, induziam aumento na secre¢do de insulina
(BOWTON et al., 1997, NOGUEIRA et al., 2005). Os autores sugerem que este
aumento na secrecdo de insulina pode estar relacionado a liberagdo de Aacido
araquidonico pela fosfolipase A; dentro das células B do pancreas.

Apesar da crotoxina apresentar um perfil eletroforético semelhante nas
subespécies Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus collilineatus e Crotalus
durissus terrificus, existem diferencas em suas atividades, talvez relacionadas a
existéncia de isoformas desta proteina (KINI; EVANS, 1989; RANGEL-SANTOS et
al., 2004). Além de serem encontradas em venenos de serpentes, as PLA, secretérias
ocorrem em uma grande variedade de fluidos biolégicos como secregdes pancredticas,

exsudatos inflamatérios e venenos de artrépodes e de moluscos (CHACUR et al., 2003).

O veneno da cascavel Crotalus durissus terrificus (Cdt) da América do Sul
possui uma mistura de muitas proteinas incluindo a crotoxina (CTX), a qual representa a
maior neurotoxicidade presente no veneno. A molécula da crotoxina € composta de duas
subunidades, uma dcida e ndo téxica chamada componente A (CA) e uma bdsica
fracamente toéxica fosfolipase A, chamada componente B (CB) (FAURE et al., 1994;
CARDOSO; MOTA, 1997; BERCHOVICI et al., 2004; SAMPAIO et al., 2006)

Indmeras atividades inflamatdrias t€m sido descritas para as fosfolipases A,
de venenos como inducdo de edema, recrutamento de células inflamatdrias,
degranulacdo de mastécitos entre outras (FRANSON et al., 1974; VADAS;
PRUZANSKI, 1986; CHACUR et al., 2003).
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Alguns autores (DEMPSTER et al.,1980; GOPALAKRISHNAKORE et
al., 1984; BARRAVIERA, 1993) tém estudado o efeito da crotoxina, da crotapotina e da
fosfolopase A, sobre o musculo esquelético de animais. As alteragdes andtomo-
patolégicas ocorrem quatro a seis horas apds a inoculagdo da crotoxina e sdo lesdes
subsarcolémicas, com edema intramitocondrial. Apds 24 a 48 horas as mitocondrias
apresentam depdsitos densos, com elevada concentracio de cdlcio.

A inoculagdo de diferentes quantidades de crotapotina no misculo nao
evidencia lesdes histologicas. J4 quando se inoculam diferentes quantidades de
fosfolopase A, ocorre aumento do peso muscular, além de se verificar necrose frente a
quaisquer doses utilizadas. Dessa maneira, a associacdo entre fosfolopase A; e
crotapotina, leva a uma potencializa¢do dos efeitos miotéxicos. Além disso, foi possivel
observar que o local primério da agdo da crotoxina no musculo sdo as membranas
plasmaticas, estando relacionada a hidrdlise de fosfolipidios (BARRAVIERA, 1993).

A atividade miotéxica sistémica (AZEVEDO et al., 1985; MAGALHAES;
RIBEIRO, 1986; AZEVEDO et al.,1987; CUPO et al. 1988; AZEVEDO et al.,1990;
AZEVEDQ; CUPO, 1990; CUPO et al.,1990; CHAVES et al., 1992; BARRAVIERA,
1993), caracterizada pela liberacdo de mioglobina para o sangue e a urina, estd bem
estabelecida com base em observacdes clinicas, dados laboratoriais e comprovagio
através de bidpsia muscular. O diagnéstico de rabdomidlise pode ser comprovado pela
elevacdo dos niveis séricos de creatina-quinase (CK), desidrogenase lactica (DLH) e
aspartato aminotransferase (AST).

A crotamina (CHANG; TSENG, 1978), miotoxina de peso molecular entre
4.000 a 5.000 daltons, é capaz de induzir a despolarizacdo do potencial de membrana
das células musculares. E possivel que esta miotoxina atue nos canais de sédio da
membrana plasmadtica das células musculares, induzindo um influxo deste cation
(VITAL BRAZIL, 1993; LOMONTE et al., 2003).

As fragdes neurotdxicas do veneno crotdlico sdo aquelas que produzem
efeitos tanto no sistema nervoso central quanto no sistema nervoso periférico. A
principal fragdo neurotéxica do veneno da Crotalus durissus terrificus € a crotoxina,
que causa paralisia em todas as espécies animais estudadas, semelhantes ao efeito
causado pelos curares. Estudos em animais mostram também a presenca de vOmitos,
salivacdo intensa, diarréia e albumindria, além de convulsdes. Um dos importantes
efeitos da crotoxina € o bloqueio da transmissdo neuromuscular. Estes achados sugerem

que as paralisias motoras e respiratorias no acidente crotilico sejam decorrentes do

32



bloqueio da juncdo neuromuscular, permitindo concluir que esta neurotoxina atue na
pré-sinapse, inibindo a liberacdo de acetilcolina (VITAL BRAZIL, 1972;
BARRAVIERA, 1993).

Outras toxinas, tais como convulxina e giroxina, contribuem sobremaneira
para produzir convulsdes, perturbacdes circulatérias e respiratdrias em animais de
experimentacdo (BARRAVIERA, 1993).

Acao hepatotoxica — as alteracdes hepdticas foram propostas pela primeira
vez em 1989 por Barraviera et al. Naquela oportunidade os autores observaram um
doente que evoluiu para 6bito e que apresentou, no exame anitomo-patolégico do
figado, extensas areas de necroses. Posteriormente, Barraviera (1991) avaliou a funcédo
hepética de 15 doentes, por meio da prova da retengdo de bromossulfaleina (BSP) e
dosagens séricas de aspartato (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Verificou um
aumento da retengdo da BSP em 53,34% dos doentes e aumento de AST e ALT em 86%
e 66%, rspectivamente. Em estudo experimental o mesmo autor (BARRAVIERA, 1991)
inoculou veneno total de Crotalus durissus terrificus em ratos Wistar e verificou
aumento nas concentracdes séricas de AST e ALT em todos os animais estudados. A
analise do figado pela microscopia eletrdnica de transmiss@o demonstrou lesdes
mitocondriais caracterizadas por edema importante, desaparecimento completo das
cristas, rarefacdo da matriz e em alguns casos perda do conteido mitocondrial. Muitas
das lesoes observadas foram consideradas irreversiveis (BARRAVIERA, 1993).

As alteracdes renais nos acidentes crotalicos sdo verificadas desde 1952 por
Amorim e Mello (AMARAL, 1985; BARRAVIERA, 1993;) que autopsiaram doentes
picados por cascavel que foram a Obito, encontrando nefrose do néfron
intermedidrio.Estudos realizados por esses autores em animais confirmaram tais
achados, tendo-se concluido que, além do veneno agir indiretamente sobre os rins, ainda
apresenta uma possivel ag¢do direta na produgao das lesdes.

A acfo indireta sobre células renais seria causada pela mioglobindria,
decorrente da rabdomidlise, atualmente bem comprovada no acidente crotialico (WHO,
1981; BARRAVIERA, 1993). A associagdo entre rabdomidlise e insuficiéncia renal
aguda estd bem estabelecida, embora a patogenia dessa combinac¢do ndo se encontre
totalmente elucidada. Entre os mecanismos propostos para explicd-la encontramos a
obstrucdo tubular por cilindros de mioglobina e a lesdo toxica direta dos tibulos pelo
miopigmento. Outros fatores, tais como desidratacdo, hipotensdo arterial, acidose

metabdlica e choque, podem estar associados a rabdomidlise e contribuem para a
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instalacdo da lesdo renal (WHO, 1981; REID; THEAKSYON, 1883; BARRAVIERA,
1993).

AcoOes hematoldgicas — as alteracdes hematoldgicas encontradas estdo
relacionadas aos eritrocitos (KELEN, 1960/62; SALIBA et al,1983), leucdcitos
(WAJCHENBERG et al., 1954/55; COSTA et al.,1989;), plaquetas (THOMAZINI et
al., 1991) e fatores de coagulacdo (RAW et al., 1986; JORGE; RIBEIRO, 1988; JORGE,;
RIBEIRO, 1989). O veneno crotédlico causa hemolise in vitro, porém este fendmeno nio
foi observado in vivo. A velocidade de hemossedimentacdo varia inversamente com o
tempo de coagulacdo. Em geral é baixa, tendo-se verificado casos em que §é
praticamente zero, aumentando com a normalizacio do tempo de coagulacdo
(BARRAVIERA, 1993). O nimero de leucécitos encontra-se aumentado, com valores
em geral acima de 15.0000/mm’ e desvio 2 esquerda escalonado, com predominio de
neutréfilos segmentados (BARRAVIERA, 1993). Em relacdo as plaquetas, as alteragcdes
encontradas estdo relacionadas ao nimero e a agregacdo. Em geral, o nimero pode estar
normal ou diminuido, além de diminui¢do ou auséncia de agregacdo plaquetdria nos
primeiros dois dias ap6s o acidente (BARRAVIERA, 1993; SANTOS et al., 2000).

As alteracdes observadas nos fatores de coagulagcdo estdo relacionadas a
presenca de enzima tipo trombina, sendo esta uma das fragdes do veneno que tem
capacidade de transformar fibrinogénio em fibrina in vitro, levando a um consumo de
fatores da coagulacdo e, por fim incoagulabilidade sangiiinea (MARSH, 1974;
BARRAVIERA, 1993). A contagem das plaquetas pode se apresentar normal ou
diminuida e os fatores da coagulacdo estdo diminuidos. Como conseqiiéncia, teremos
alteracdes nas diferentes vias da coagulacdo, ou seja, a via extrinseca (tempo de
protrombina - TP) ou via intrinseca (tempo de tromboplastina parcial ativada - TTPA)
encontram-se aumentados. Independente do mecanismo de ativagdo da cascata da
coagulacdo, o efeito resultante serd principalmente o consumo de fibrinogénio
(BARRAVIERA, 1990).

As enzimas trombina-simile ou tipo trombina estdo presentes em um
numero variado de espécies das subfamilias Crotalinae e Viperinae. Apresentam acio
pré-coagulante por atuarem no fibrinogénio, transformando-o em fibrina.
Diferentemente, essas enzimas liberam preferencialmente o fibrinopeptideo A ou B,
enquanto a trombina sérica libera ambos. Isso caracteriza a formacdo de um complexo

de fibrina facilmente degradada por plasmina, gerando, assim, um quadro de
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incoagulabilidade sanguinea por consumo de fibrinogénio (RUSSEL, 1983; SANO-
MARTINS, et al., 2001).

A fosfolipase A, (PLA,) tem efeito hemolitico sobre os eritrécitos. Essa
atividade hemolitica torna-se dependente das cargas da PLA, e do substrato
fosfolipidico. Algumas PLA; de serpentes sdo enriquecidas com fosfatidilserina (PS) ou
4cido fosfatidico (PA). Quanto aos resultados, algumas PLA; bdsicas tende a ter altas
atividades hemoliticas, propriedade confirmada pela andlise estrutural da PLA, basica
do veneno da Agkistrondon halys pallas. As PLA, apresentam dois grupos de residuos
basicos localizados perto do sitio da interfase de reconhecimento e tem como assimetria
a distribuicdo de carga positiva. Essas estruturas conferem a enzima uma atividade
esterdsica forte para PS mais néo para fosfatidilcolina (PC). Ao contririo a PLA; 4cida
de alguns venenos prefere o substrato PC, mas ndo o PS. A caréncia da carga positiva da
PLA,; 4cida na superficie de sua estrutura diminui a atividade hemolitica. Além disso, a
carga do fosfolipidio, substrato especifico da PLA; pode também ser dependente da
saturagdo da cadeia de 4cido graxo em fosfolipidios como demonstrado por alguns
pesquisadores (SIX; DENNIS, 2000; DOLEY et al., 2004; DU et al., 2006).

As lectinas do veneno de serpentes podem também ter como células alvo os
eritrécitos. Essas lectinas contém carbohidratos ligados aos dominios e sdo dependentes
de célcio. Os dominios existem essencialmente como hemodimeros e sdo também
habeis para aglutinar eritrdcitos, causando interagdo as quais podem ser inibidas pela
galactose e etileno diaminotetraético (EDTA) (DU et al., 2006).

A fungdo dos leucécitos tem sido reportada por atenuar a via das
metaloproteinas rompendo a ligacdo glicoproteina P-selectina 1 (PSGL-1) ou pelas
desentegrinas e PLA, através de outros mecanismos, fazendo com que o veneno
modifique sua fung@o. Vdrias proteinas dos venenos de serpentes tém sido também
reportadas por afetar a micro circulacdo por modulacio da vasculogénese ou induzindo
apoptose (SUHR; KIM, 1996; PLATT et al., 1998; DU et al., 2006).

Grandes avangcos nas pesquisas com toxinas e enzimas ofidicas
desenvolveram-se nos ultimos trinta anos com o advento das andlises da estrutura
bioquimica, principalmente dos venenos elapidicos, em conseqiiéncia de sua maior
letalidade. Contudo, novas descobertas como das toxinas das cascavéis americanas €
hipotensinas dos venenos botropicos geraram grande interesse para os estudos com a

familia Viperidae (BARRAVIERA, 1993).
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1.2 Hematopoese e Alteracoes Funcionais dos Macréfagos

O tecido hematopoético deve ser visto ndo s6 como um tecido de
autoduplicacdo, mas também de diferenciacdo celular, e assim, faz-se necessario
considerar a existéncia de compartimentos neste tecido, bem como a estrutura de cada
um (METCALF, 1984, WILLIAMS et al., 1991).

Funcionalmente a medula 6ssea pode ser entendida como tendo trés
compartimentos, o de proliferacio, o de diferenciacdo e o de maturagdo celular
(WILLIAMS et al., 1991).

O compartimento de proliferacdo constitui-se de células primitivas (ou
pluripotentes ou unidades formadoras de colonias - CFU) com grande capacidade
proliferativa e pouca diferenciacio (METCALF, 1984/1986; NILSSON et al., 1997;
WILLIAMS et al., 1991; SZILVASSY et al., 1999).

O compartimento de diferenciagdo envolve células primitivas ja
comprometidas com determinada(s) linhagem (ns) celular (es), as unidades formadoras
de coldnias granulo-monociticas (GM-CFU), onde predominam os mieloblastos e
monoblastos, respectivamente; a unidade formadora de coldnia eritréide-
megacariocitica, originando proeritroblastos e megacarioblastos, respectivamente, e as
células primitivas linféides produzindo os progenitores linféides. As células destes
compartimentos sdo sensiveis a acdo de fatores de crescimento especificos como GM-
CSF (fator estimulador de colonia para granulécitos e mondcitos), e as interleucinas
(ILs), IL-1, IL3, IL4, ILS e IL6, produzidos por células maduras e do estroma da medula
6ssea, que funcionam como fatores de crescimento para multilinhagens, induzindo “in
vitro” a formacao de colonias para as linhagens eritréides (BFU-E - unidade formadora
de “burst” eritréide); eosindfilos (CFU-Eo - unidade formadora de colonia para
eosindfilos e multipotencial (CFU-GEMM - unidade formadora de colonia). As células
respondem a a¢do dos fatores de crescimento especifico como, CFU-GM (granuldcitos e
macréfagos), CFU-G (granulécitos) e CFU-M (mondcitos) (Figura 2) (BOT et al.,
1989; WILLIAMS et al., 1991; MCCLURE et al., 2001; OOSTENDORP et al., 2002;
CARVALHO; BUZATO, 2005).

Os eventos hematopoéticos em camundongos tém inicio no saco vitelino no
7° dia de gestagdo, transferindo-se para o figado e baco no meio da gestagdo e para

medula 6ssea antes do nascimento (DZIERZAK et al., 1998).
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Virios tecidos e/ou 6rgios dentro do embrido humano serve de reservatdrio
ou formadores de atividade hematopoiética. Em camundongos temos principalmente, o
saco vitelino, figado, baco e timo. No embrido de camundongos, o timo e o bago
exercem sua fung¢do no final da gestacdo e estdo envolvidas na proliferacdo e
diferenciagdo de células (DZIERZAK et al., 1998).

Os mondcitos circulam pela corrente sangiiinea por cerca de trés dias no
homem e de um dia no camundongo. O ndmero total de mondcitos € de
aproximadamente 1,7 x 10° em um homem adulto e corresponde a 1-6% do total de
células brancas do sangue. Os mondcitos deixam a circulacio sangiiinea e se distribuem
pelos tecidos. De acordo com a sua localizagdo e do microambiente, os macréfagos
recebem diferentes nomes e podem diferir quali e quantitativamente em suas
caracteristicas bioquimicas, estruturais e funcionais (Tabela 1) (PAPADIMITRIOU;
ASHMAN, 1989; EPSTEIN et al, 1991; ROBBINS et al., 1991; CARVALHO;
BUZATO, 2005). Entretanto, os macréfagos, independentemente de sua localizagao,
compartilham de algumas das propriedades gerais que os tornam semelhantes entre si, ou
seja, propriedades de espraiamento, de fagocitose e atividades fungicida, bactericida e
tumoricida (VAN FURTH et al.,1969; JOHNSTON lJr., 1988; RAPAPORT, 1990;
ROBBINS et al., 1991). Contudo, Auger e Ross (1992) afirmam que a heterogeneidade
fenotipica, funcional, e morfoldgica possa estar refletida na dependéncia do local onde se
encontre o macréfago, podendo dai advir uma modulagdo de varios processos
fisiol6gicos e patoldgicos.

O termo macréfago foi dado em 1892 por Elie Metchnikoff, a uma grande
célula mononuclear que apresentava a capacidade de aderir ao endotélio, migrar através
dos mesmos, ingerir e destruir microrganismos (PAPADIMITRIOU; ASHMAN, 1989;
KELLY etal., 1994).

O macréfago é uma célula terminalmente diferenciada caracterizada por sua
motilidade, alto poder secretdrio e grande atividade fagocitica. Essas células t€m como
papel central as respostas inflamatéria e imunoldgica. Elas s@o encontradas em varios
orgdos e cavidades serosas. Nos tecidos ou 6rgios essas células podem ficar em estado
quiescente, ou seja, células residentes com atividade funcional (CALDER, 1995;
SAMPAIO et al., 2001).

A vida média dos macréfagos ndo é precisamente conhecida, mas ha
evidéncias de que permanecam vivos e ativos durante virios meses (CARVALHO;

BUZATO, 2005).
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Uma vez nos tecidos, os macréfagos provavelmente ndo retornam a
circulacdo, podendo sobreviver extravascularmente por varios meses. Sdo os chamados
macréfagos residentes (SLAUSON; COOPER, 1990).

A capacidade migratéria dos macréfagos dos tecidos também é pouco
conhecida. Entretanto, sabe-se que células de Kiipffer e macrdéfagos alveolares, por
exemplo, sdo capazes de migrar para ganglios linfaticos préximos, respectivamente do
figado e dos pulmdes. Apesar da funcio fagocitica ser comum a todos os macréfagos,
célula isolada de diferentes sitios anatdmicos apresentam heterogeneidade fenotipica.
Isso se deve, em parte, aos diferentes microambientes a que os macréfagos estio
expostos. Os estimulos a que os macrofagos estdo expostos em ambientes estéril e
relativamente anaerdbico do baco e da cavidade peritonial, por exemplo, sdo muito
diferentes daqueles encontrados nos pulmdes, um tecido aerébico e em contato com
fatores externos (CARVALHO; BUZATO, 2005).

A fagocitose € um dos principais mecanismos in nato, contribuindo para a
resisténcia de Cdndida albicans em individuos saudéveis, mas a habilidade dos fagdcitos
mononucleares de destruir a C. albicans em hospedeiros ndo comprometidos é um pouco
controverso (LEHRER; CLINE, 1969; LEVITZ, 1992) e, apenas os leucdcitos
polimorfonucleares sdo bem conhecidos pelo seu grande poder como agente candidicida.
O mecanismo fungicida de macréfagos peritonial murina ndo tem sido bem estabelecido.
Alguns autores atribuem a atividade fungicida dessas células a substincias proteiniceas,
outros que sdo dependentes da mieloperoxidase e outros que o mecanismo € responsavel
pelo burst oxidativo (REMENTERIA et al., 1995).

O mecanismo pelo qual o neutréfilo polimorfonuclear destréi o
microorganismo inclui a conversdo do oxigénio da célula pelo anion superéxido (Oy),
peréxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxil ("OH), e possivelmente oxigénio
singleto. Embora o mecanismo microbicida de macréfagos peritoniais de camundongos
para responder a fagocitose ou as perturba¢des da membrana plasmatica tenha mostrado
a liberacdo de H,O; e Oy, sugerindo que o mecanismo microbicida possa ser similar ao
apresentado pelos neutréfilos (SASADA; JOHNSTON Jr, 1980; BOKOCH, 1995; GIL-
LAMAIGNERE, 2003).

A produgdo de 6xido nitrico pelos macréfagos foi reportada pela primeira
vez em 1985 por Stuehr e Marletta. Posteriormente foi revelado que 6xido nitrico (NO) é
um intermedidrio ativo também responsdvel pela atividade funcional microbicida de

macrofagos (REMENTERIA et al., 1995).
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Cenci et al. (1993) e Vazquez-Torres et al. (1994) reportaram a morte de C.
Albicans por macréfagos peritoniais murinos ativados por interferon-y (IFN-y), e a
correlacdo desse evento com a produg@o de NO por macréfagos.

A fagocitose pode ser dividida em varias fases, quimiotaxia, adesio,
fagocitose ou ingestdo de particulas e pds-fagocitose - eventos estes que incluem a
formacdo de vactolos fagociticos, degranulacdo e mudancas metabdlicas especificas -
conduzindo a morte intracelular ou degradacio de substincias inertes (particulas de latex
e zymosan, por exemplo) (GROSS; NEWBERNE, 1980; SLAUSON; COOPER, 1990),
sendo que o processo pode ocorrer por vias dependentes ou independentes do oxigénio.

Para que ocorra a fagocitose, as fases de reconhecimento e aderéncia ao
elemento estranho sdo importantes. Na aderéncia, apds a ativagdo de receptores para
moléculas de adesdo (fibronectina, vitronectina e laminina, entre outras) e presentes na
superficie celular, ocorre rearranjo do citoesqueleto (LEWIS, 1986; LEWIS; MCGEE,
1992).

O antigeno tem papel central na resposta imune especifica. Os antigenos das
células T ndo interagem com o antigeno intacto inteiro, mas sim com um pequeno
segmento de aminodcidos (antigeno peptidico) derivado do antigeno inteiro por
protedlise, os quais se ligam a moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) para geracdo do complexo peptideo-MHC. As moléculas do MHC mantém o
antigeno peptidico preso dentro de uma fenda. O que é reconhecido pelo receptor da
célula T, entretanto, € a combinacdo das estruturas formadas pelo antigeno peptidico e
as paredes da fenda das moléculas do MHC (PEAKMAN; VERGANI, 1999). O
reconhecimento desse complexo peptideo-MHC é mediado por células T e/ou regulado
por vérias reagdes imune celular, eles também regulam a fun¢do das células B para
produzirem antigenos protéicos responsdveis pela imunidade humoral que ocorre dentro

do fagossomo e fagolissosomo. (HARDING, 1995; PEAKMAN; VERGANI, 1999).
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Figura 2: Representacdo esquemadtica da diferencial de macréfagos durante a vida
adulta. Na medula éssea a célula-tronco hematopoética (CTH), apds varios ciclos de
divisdo, originam células CFU que ddo origem a precursores das células do sangue, entre
elas a CFU-GM. Mais alguns ciclos de diferenciacdo dardo origem a CFU-M,
monoblastos e promondcitos. O resultado desse processo € a producdo de mondcitos que

circulam pelo sangue e se estabelecem nos tecidos como macréfagos.
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Tabela 1: Distribuicdo e nomenclatura de fagdcitos mononucleares.

Localizacao Denominacao

Medula 6ssea Precursores (monoblastos e promondcitos), mondcito
Sangue periférico Mondcitos

Pulmao Macréfagos alveolares

Tecido conjuntivo e pele Histiécitos

Baco, ganglios linfaticos e timo Macréfagos

Figado Células de kiipfer

Tecido 6sseo Osteoclastos

Rim Células fagociticas mesangiais
Sistema nervoso Microglia

Cavidades serosas (pleura e peritonio) | Macréfagos

Fonte: Carvalho; Buzato, 2005.

As células do antigeno T sdo mediadas por duas classes de moléculas —
MHC-classe I (MHC-I) e o MHC-classe II (MHC-II) — os quais utilizam distintos
mecanismos de processamento de antigenos. A molécula MHC-II esta associada a uma
cadeia invaridvel, a qual se liga o peptideo a molécula de MHC-II dentro do reticulo
endoplasmadtico (ER) e contem sinais dentro do citoplasmadtico causando a formacdo da
complexa cadeia invaridvel-MHC-II para o compartimento endocitico. A molécula do
MHC-II tem sido também observada dentro do fagossomo e fagolisossomo
(HARDING, 1995).

Os macréfagos, células dendriticas e células T sdo todos células
“profissionais” apresentadoras de antigenos (APCs), sendo os macréfagos responsaveis
pela fagocitose primaria da APCs (células dentriticas pode apresentar funcdo
fagocitica). Esses peptideos antigénicos sdo derivados de antigenos “exdgenos” que sdo
internalizados para o espago extracelular ou “endégeno” sintetizado dentro da célula
que tem como alvo o compartimento vacuolar (HARDING, 1995).

Desde que as moléculas de MHC-I ndo estdo associadas com a cadeia

invaridvel, estdo livres para se ligar a peptideos no ER e ndo se movem geralmente para
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compartimentos endociticos. Os antigenos que estdo presentes no citosol (por exemplo:
nucleo-proteina viral) parecem ser clivados por proteasomas para produzir os peptideos
que sdo transportados através de um transportador para a apresentagdo do antigeno
(TAP) no limen do ER, onde ligam as moléculas de MHC-I. Depois que esses
peptideos estejam ligados, as moléculas de MIC-1 e de MIC-II sdo transportadas a
superficie da célula onde serdo reconhecidas por células T (HARDING, 1995) (Figura
3).

Os macréfagos sdo células especializadas que tem o poder de internalizar
grande numero de materiais particulado, como bactérias, protozodrios ou particulas
inertes ndo-degradadas. Durante esse processo essas particulas sdo seqiiestradas pela
membrana para o interior da célula unindo-se as organelas presentes no citoplasma para
formar o fagossomo os quais exibe uma composicdo bioquimica semelhante a
membrana plasmatica. O fagossomo € extensivamente modificado através de reagdes
quimicas para que ocorra a degradacdo e morte do microorganismo internalizado
(DESJARDINS et al., 1994).

Trés processos podem estar envolvidos na transformacgdo bioquimica do
fagossomo: Primeiro - moléculas s3o removidas do fagossomo por eventos via
reciclagem; Segundo — novas proteinas sdo adicionada ao fagossomo através do
caminho biosintético ou via recrutamento para o citoplasma. Neste processo o
fagossomo envolve a microbactéria e recruta do citoplasma o préton ATPase para a
acidificagc@o da organela e para que ocorra o processo final para atividade da hidrolase;
Terceiro — o fagossomo recebe proteinas durante esse processo de fusio com as
organelas endociticas. Nesta rede de eventos e processo de transformagdo ocorrem
novas propriedades funcionais pelo fagossomo que provavelmente estd incluso a
habilidade de fusdo das organelas endociticas, ocorrendo a degradacdo e morte do
microorganismo (DESJARDINS et al., 1994).

Na década de 1920, os estudos de FENN mostraram que a fagocitose requer
o espraiamento do citoplasma da célula sobre a superficie da particula (SOUSA-E-
SILVA et al., 1996; SAMPAIO et al., 2001). Posteriormente, North (1978) demonstrou
a ocorréncia do fendmeno de espraiamento de macréfagos peritoniais de cobaias, em
meio contendo soro, quando colocadas em superficies recobertas com complexo

antigeno-anticorpo.
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Rabinovitch e Destefano (1973), Bumol e Douglas (1977) demonstraram
que o espraiamento pode ser induzido pelo tratamento de macréfagos peritoniais de
ratos com enzimas proteoliticas, sendo o processo dependente de magnésio.

O espraiamento de macréfagos requer a presenga de alguns fons sendo o
principal, o magnésio (Mg>*) ou zinco (Zn**) (FRIEDERICH; TU, 1971) enquanto o
cdlcio (Ca™) é considerado o menos efetivo. Esse processo é dependente da
temperatura, sendo favorecido pelo pH 4cido do meio e a diminui¢do do citocromo B ou
pelo soro (RABINOVITCH; DESTEFANO, 1973). Trés mecanismos sdo essenciais
para que ocorra o espraiamento de macréfagos: a) alteracdo estrutural e funcional em
sua membrana; b) efeitos sobre o substrato; c) efeitos intracelulares. Essas alteragdes
resultam no aumento de adesividade da membrana e/ou deformacdo da célula
(RABINOVITCH; DESTEFANO, 1973).

Os macréfagos sdo conhecidos como as células de limpeza do organismo,
Esta atividade conhecida desde o tempo de Metchnikoff, ¢ uma das fun¢des mais
importante (CARVALHO; BUZATO, 2005).

Os macréfagos também fagocitam células senescentes do organismo.
Estima-se que sejam eles os responsaveis pela retirada didria da circulagdo de cerca de
10" hemécias envelhecidas (CARVALHO; BUZATO, 2005).

Uma outra importante funcdo dos macréfagos relaciona-se com sua
capacidade de produzir e secretar mais de cinqiienta substancias biologicamente ativas.
Algumas sdo enzimas hidroliticas que degradam componentes do tecido conjuntivo,
outras sdo citocinas que afetam vérios tipos celulares e algumas sdo mediadoras da
inflamacdo, tais como proteinas do complemento e prostaglandinas (NATHAN, 1987;
CARVALHO; BUZATO, 2005).

Para compreender a complexidade e os diversos efeitos dos mediadores
biolégicos produzidos pelos macréfagos € necessario lembrar que a maioria dessas
substancias tem efeitos pleiotropicos, isto é: i) um unico produto biolégico pode ter
mais de uma fungdo; ii) uma atividade bioldgica pode refletir a agdo de varios produtos
agindo simultaneamente; iii) fatores sdo produzidos exclusivamente pelos macréfagos; e
iv) algumas substancias sdo produzidas e secretadas continuamente, enquanto outras sao
apenas liberadas apds estimulos extensos (isto €, os macréfagos devem estar
estimulados ou ativados) (NATHAN, 1987; CARVALHO; BUZATO, 2005).

A Tabela 2 lista alguns dos principais fatores e sua importincia em

processos fisiologicos e patoldgicos.
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Figura 3 - Este esquema demonstra o processo da fagocitose (resposta imune
inespecifica) contra o antigeno vermelho, e os processos da digestdo intracelular.

A fagocitose é opsonizada (facilitada) pelo C3b(complemento) e IgG. Da digestdo do
fagolisossoma sai uma vesicula contendo peptideos (epitopos) que é levada a superficie
do macréfago e apresentada ao linfécito T helper-1. Cada epitopo se liga a um
LThelper, no receptor TCR, que vai ativar o linf6cito (unido ao CD3). O MHC-II se liga
ao CD4. O macrdfago ativado vai liberar IL-1 (co-estimulador) que vai ativar os LT
helpers, que vao produzir e liberar a IL-2, que estimula a expansio clonal (proliferacao)
dos linfécitos juntamente com o interferon gama (IFN-gama) que vai estimular a
fagocitose e também é capaz de ativar o mecanismo de transcricao do gene HLA-D que
¢ o gene do MHC-classse II. Os linfécitos T citotoxicos intensamente estimulados pelo
IFN-gama e IL.-2 fardo a RIC (resposta imune celular) especifica. Os LTc ativos e vao
reconhecer o MHC-1 estranho presente em células rejeitadas, tumorais ou infectadas por
virus e causar a morte (lise celular) destes.
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A lista de substancias produzidas pelos macréfagos serd ainda mais extensa
com o desenvolvimento de novos métodos de cultura e as andlises gendmica e

protedmica (CARVALHO; BUZATO, 2005).

Tabela 2: Substancias biologicamente ativas produzidas pelos macrdéfagos.

Produtos Funcoes

Interleucinas 1 e 6 e TNF-a (fator de necrose tumoral o) | Inflamacgio e febre

Elastase, colagenase e FGF (fator de crescimento de| Reorganizacdo tecidual

fibroblastos)

Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (H,O,, -| Toxicidade para microrganismos e

0,, NO) tumores

VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), FGF,| Angiogénese

PDGEF (fator de crescimento derivado de plaquetas)

Fatores de coagulacdo II, VII, IX, X e XIII, apoproteina| Coagulagao

I11, ativadores de protrombina e plasminogénio

Interferon o Atividade antiviral
M-CSF, GM-CSF e G-CSF Diferenciag¢do de macréfagos
TGF-p (fator transformador de crescimento) Antimitético de linfécitos

Fonte: NATHAN, 1987; CARVALHO; BUZATO, 2005.

45



1.3 Justificativa

Nosso grupo de pesquisa, desde 1993, vem se dedicando ao estudo de
toxinas (microcystina-LR) (NOBRE et al., 1999) e venenos de serpentes brasileiras,
Bothrops jararacaca (MONTEIRO; FONTELES, 1999), Bothrops jararacussu (HAVT
et al., 2001), Bothrops moojeni (BARBOSA et al., 2002), Crotalus durissus terrificus
(MONTEIRO et al., 2001), Crotalus durissus cascavella (MARTINS et al., 1998,
MARTINS et al., 2002), veneno do peixe Thalassophrryne nattereri e estudo dos
venenos crotdlicos e suas fracdes, bem como as lectinas, em relacio aos efeitos renais,
cardiovasculares e intestinais (AMORA et al., 2006).

Estudos demonstram que grande parte das PLA, purificadas de veneno de
serpentes afetam a agregacdo plaquetdria (VALENTIM; LAMBEAU, 2000), mas foi
baseado nos efeitos que as fosfolipases exercem na proliferacdo celular e na atividade
antibacteriana que nosso grupo resolveu estudar e caracterizar aspectos funcionais de
macréfagos peritoniais de ratos, bem como as alteragdes hematoldgicas causadas pelo
veneno e fracoes.

Em estudos com o veneno da B. jaracussu (HAVT et al.,, 1999) foi
observado alteracdes renais e hematoldgicas com eritrocitopenia, trombocitopenia,
reducdo de proteinas plasmadticas, neutrofilia e monocitose sem desvio a esquerda no
leucograma.

O interesse deste projeto reside em estudar o efeito sobre as alteracdes do
hemograma, tragcando o perfil hematoldgico e alteragdes funcionais em macrofagos,
espraiamento, atividades fagocitica e fungicida, causadas pelos venenos de Crotalus
durissus cascavella — Ce (Cdcc); Crotalus durissus cascavella — Ma (Cdcm); Crotalus
durissus collilineatus (Cdcol) e Crotalus durissus ruruima (Cdru), A C.d.ruruima foi o
veneno bruto que apresentou maiores alteracdes durante nossa padronizacio, sendo
incluido duas de suas fragdes: a crotoxina (CTXru) e a fosfolipase A, (PLA,ru).

Este trabalho, portanto, propde continuar o estudo dos venenos crotilicos e
suas fracdes, na regulagdo das alteragdes do hemograma e da atividade funcional de

macroéfagos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais:

Avaliar os efeitos dos venenos das serpentes Crotalus durissus cascavella —

Ce; Crotalus durissus cascavella — Ma; Crotalus durissus collilineatus e Crotalus

durissus ruruima e as fragles, crotoxina e fosfolipase A;, nos processos de

espraiamento, fagocitose e atividade fungicida de macréfagos em camundongos.

2.2 Especificos:

a)

b)

c)

Estudar as alteracdes hematoldgicas dos venenos brutos das serpentes Crotalus
durissus cascavella — Ce; Crotalus durissus cascavella — Ma; Crotalus durissus

collilineatus e Crotalus durissus ruruima e as fragdes; crotoxina e fosfolipase Ay;

Avaliar atividade fagocitica e o espraiamento dos venenos brutos das serpentes
Crotalus durissus cascavella — Ce; Crotalus durissus cascavella — Ma; Crotalus
durissus collilineatus e Crotalus durissus ruruima e as fracdes; crotoxina e

fosfolipase Ay;

Estudar atividade fungicida dos venenos brutos das serpentes Crotalus durissus
cascavella — Ce; Crotalus durissus cascavella — Ma; Crotalus durissus collilineatus
e Crotalus durissus ruruima e as fracdes; crotoxina e fosfolipase A,, em relagdo ao

grupo controle;

48



MATERIAL E METODOS

49



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, pesando 25 a
30 gramas (Figura 4), mantidos desde o inicio do experimento sob as mesmas
condicdes ambientais e com ciclo de luz de 12 horas, com 4gua e ragdo ad libitium. Os
animais foram provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia

da Universidade Federal do Ceara.

Figura 4 — Camundongos sendo pesados.

3.2 Veneno

Os venenos liofilizados foram gentilmente cedidos por: da serpente Crotalus
durissus collilineatus (Cdcol) pela Dr". Marta R. Magalhdes da Universidade Catdlica
de Goids; o veneno da Crotalus durissus cascavella — Ce (Cdcc) pela Prof®’. Dr*. Diva
Verdosa Nojosa, diretora do NUROF (Ntcleo Regional de Ofiologia) da UFC, os
venenos da Crotalus durissus ruruima (Cdru) e as fragdes; Crotoxina (CTXru) e
Fosfolipase A; (PLAsru) e Crotalus durissus cascavella — Ma (Cdcm) pelo Prof. Dr.
Marcos H. Toyama da UNESP/UNICAMP. Todos os venenos foram armazenados a -

20°C. Os venenos foram dissolvidos em solucao salina (0,9% v/v) no momento do uso e
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administrados por via peritonial nas seguintes doses: Cdcc-120ug/Kg; Cdcm-50ug/Kg;
Cdcol-27ug/Kg; Cdru-20pg/Kg; CTXru-10ug/Kg; PLA,ru-10ug/Kg. Os venenos foram

administrados 2:00h antes de serem coletadas as células peritoniais.

3.3 Sangue

Os animais foram anestesiados em camara anestésica saturada com éter
etilico (Figura 5) duas horas apds a administracdo do veneno sendo, a seguir colhidas
amostras sanguineas através de punc¢do do plexo orbital (Figura 6) e acondicionados em
tubos plasticos de hemdlise, utilizando-se como anticoagulantes a heparina
(Liquemine® Roche) na concentragdo de 50 UI/mL. O sangue foi mantido em banho de

gelo pelo periodo maximo de 2 horas.

Figura 6: Coleta de amostra sanguinea através de pungdo do plexo orbital.
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3.4 Obtencao de Macroéfagos Peritoniais

3.4.1 Obtencao de Macrofagos Residentes

Os animais foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por
deslocamento cervical. A cavidade peritonial foi lavada com 3 mL de tampao salina
fosfato gelado (PBS) Dubelcco, pH 7.4, estéril, contendo 20 UI heparina/mL
(Liquemine® Roche). Apds leve massagem abdominal, aspirou-se o liquido peritonial
com pipeta tipo Pasteur, o qual foram acondicionados em tubos plasticos (Figura 7),
estéreis e mantidos em banho de gelo até a realizacdo das provas, no prazo maximo de 2

horas.

e
Figura 7: Coleta de macréfagos na cavidade peritonial.

3.4.2 Obtencao de Macréfagos Estimulados

Os animais foram inoculados intra- peritonialmente com os venenos: Cdcc -
120pg/Kg; Cdem - 50pug/Kg; Cdcol - 20ug/Kg e Cdru - 20ug/Kg e as fragdes; CTXru -
10ng/Kg e PLAsru - 10ug/Kg, apds 2 horas foram anestesiados com éter etilico e
sacrificados por deslocamento cervical. A cavidade peritonial foi lavada com 3 mL de
tampao salina fosfato gelado (PBS) Dubelcco, pH 7.4, estéril, contendo 20 Ul
heparina/mL (Liquemine® Roche). Apdés leve massagem abdominal, aspirou-se o

liquido peritonial com pipeta tipo Pauster, o qual foi acondicionado em tubos plésticos,
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estéreis e mantido em banho de gelo até a realizacdo das provas, no prazo maximo de 2

horas.

3.5 Contagem do Niimero de Células Presentes na Cavidade peritonial

A contagem total das células foi realizada em camara de Neubauer (Figura
8) e a viabilidade celular determinada através da solucdo de Azul de Tripan a 0,1%
(KING et al., 1959; FALLON et al., 1962; CZARNETZKY et al., 1975;) sendo
consideradas vidveis as amostras contendo viabilidade maior que 95%. Foram contadas
200 células e consideradas vidveis aquelas que ndo permitiam a penetracdo do corante
em seu interior. A andlise morfoldgica e a contagem diferencial das células foram
realizadas em laminas obtidas apds a citocentrifugacdo (Figura 9) das suspensdes
celulares (900 rpm, por 5 minutos) e submetidas a coloracdo de May-Grunwald-Giemsa
(Figura 10), modificada (ROSENFELD, 1947). Todas as amostras foram analisadas em
duplicata.

Figura 8: Contagem total das células Figura 9: Laminas sendo confeccionada na

na cimara de Neubauer. citocentrifuga.
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Figura 10: Laminas coradas pelo May-Grunwald-Giemsa, modificada (ROSENFELD,
1947).
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3.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Camundongos
Cdec - 120ug/Kg
| Cdem - S0ug/Kg
Cdeol -20ug/Kg
3L PBS Clru -20ug/Kg
CTX-10ug/Kg
| FLAZ - 10ug/Kg
Macréfagos Macrofagos
Residentes Estimulados
Apos 2:00h
Lavado
Peritonial
- Contagem Atividade Atividade
Viabihidad :
Hiaare (ohal Espraiamento Fagocitica Fungicida

Figura 11: Protocolo Experimental

Legenda:

Cdcc- Crotalus durissus cascavella - Ceara

Cdcm - Crotalus durissus cascavella - Maranhao

Cdcol - Crotalus durissus collilineatus

Cdru - Crotalus durissus ruruima

CTX ru — Crotoxina

PLA,ru— Fosfolipase A,
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3.7 ESQUEMA EXPERIMENTAL

3 mL Salina

LAVADO
PERITONIAL

\

G —— R
VILEILIDADE /
___F-_—--A C .
-
FLR-FLA

Figura 12: A cavidade peritonial foi lavada com 3 mL de tampao salina fosfato gelado

(PBS) - Coleta de Macréfagos Residentes.

Legenda:
FLR - Forma leucocitaria relativa.

FLA — Forma leucocitaria absoluta.
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i *YVeneno

!

Venenma 1l h
LAVADO
FPERITOMNAL
L —_—
AR ([MADE
=
FLI.FLa

Figura 13: A cavidade peritonial foi lavada com 3 mL de tampao salina fosfato gelado
(PBS)
* Coleta de Macrofagos Estimulados (Cdcc-120ug/Kg; Cdem-50ug/Kg; Cdcol-
27ng/Kg; Cdru-20pg/Kg; CTXru-10ug/Kg; PLA,ru-10pg/Kg )

Legenda:
FLR — Forma leucocitaria relativa.

FLA — Forma leucocitaria absoluta.
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3.8 Teste de Espraiamento de Macroéfagos Peritoniais

A capacidade de espraiamento de macréfagos (Figura 14) foi estimada de
acordo com o método descrito por Rabinovitch e Destefano, 1973. Em laminulas de
vidro de 18 x 18mm, previamente lavadas e esterilizadas, colocou-se sobre as mesmas
200 pL da suspensdo de macrdfagos peritoniais, sendo as laminulas mantidas por 10
minutos a temperatura ambiente. A seguir, as mesmas foram lavadas com solucio
tampdao PBS Dubelcco, pH 7.4, estéril, e recobertas com 4 mL do meio de cultura
RPMI 1640 estéril, INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1967) e incubadas durante 1:00h
em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5% de CO,. Apds a incubagio, as laminulas
foram novamente lavadas com solug¢do tampao PBS Dubelcco, pH 7.4, estéril, e a seguir
fixadas, durante 20 minutos, com glutaraldeido a 2,5% (SIGMA®). As laminulas foram
submetidas a coloracdo de May-Grunwald-Giemsa, modificada (ROSENFELD, 1947),
sendo contadas 200 células em objetiva de imersdo, diferenciando-se as células aderidas
daquelas espraiadas, sendo o resultado expresso percentualmente. Considera-se como
sendo células espraiadas aquelas que aderirem a superficie de vidro emitindo
pseudopodes, e quando observadas ao microscépio Optico lembrar a imagem de um

"ovo frito" (RABINOVITCH; DESTEFANO, 1973).
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ESPRAIAMENTO

Suspensao MO
e
l 10 min
| —

l 37°C, 5%C0,, 60 min

l Gluta 2,5% - 20 min
— —-

Figura 14: Espraiamento de macréfagos.

3.9 Determinaciao do Teste de Fagocitose e da Atividade Fungicida, "In Vivo'',

(Killing) de Macrofagos Peritoniais

3.9.1 Obtencao de Soro Homélogo Normal (NHS)

A coleta de sangue foi realizada em 6 camundongos normais da linhagem
Swiss, machos, adultos, por puncdo do plexo orbital. Apds retracdo do codgulo, o
sangue foi centrifugado 4" C, 3000 rpm, por 15 minutos). O soro foi separado,
constituindo-se um "pool", o qual foi aliquotado em volumes de 2 mL e congelado a -
70° C. Este "pool" foi utilizado para posterior opsonizag¢do de Candida albicans. Todo o
processamento foi realizado em condigdes assépticas e o material utilizado, previamente

esterilizado.
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3.9.2 Preparo e Opsonizaciao da Suspensao de Cdandida albicans

As leveduras foram obtidas apds cultura de 12 horas em meio de agar-
Sabouroud (Figura 15). Preparou-se uma suspensio (Figura 16) de leveduras em 1 mL
de tampdo PBS Dubelcco, pH 7.4, estéril, (suspensdo A) e a seguir uma suspensio (B)
contendo: 1 mL da suspensdo A, 5 mL de PBS Dubelcco, pH 7,4, estéril e 1 mL de
NHS (item 4.9.1). As leveduras foram contadas em cdmara de Neubauer e sua
viabilidade avaliada através da solucdo aquosa de azul de metileno 0,1% (somente
utilizadas suspensdes de leveduras que apresentaram viabilidade acima de 95%). A
suspensdo B foi incubada a 37° C, 30 minutos, sob agita¢do continua a 10 rpm e

ajustada para 4 X 10’ Candida albicans / mL.

Figura 15: Candida albicans em meio Figura 16: Preparacdo da suspensio de

dgar-Sabouroud . C. albicans.
3.9.3 Obtencao da Suspensao de Macrofagos Peritoniais

Os macrdfagos peritoniais foram obtidos segundo os itens 3.4.1 e 3.4.2. A
suspensdo de macrdfagos teve sua concentracio ajustada para 4 X 10° células / mL com

solugdo tampdo PBS Dubelcco, pH 7.4, estéril e mantida em banho de gelo (suspensdo

Q).
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3.9.4 Ensaios

Em tubos plasticos, estéreis, adicionamos 500 pL da suspensdo de
macréfagos (suspensdo C) e 500 puL. da suspensdo opsonizada de Candida albicans
(suspensdo B), mantendo-se uma proporcdo de 1 célula/10 leveduras (item 3.5),
constituindo-se assim a suspensdo D. Os tubos foram incubados a 37°C, em sistema
rotatério, a velocidade de 10 rpm, durante 30, 60, 90 e 120 minutos. O controle da
reacdo constou de tubos contendo 500 UL de PBS Dubelcco, pH 7.4, estéril (Suspensio
A), e de 500 pL da suspensdo de macréfagos (Suspensdo C).

Apbs os tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos, as laminas foram
preparadas pela citocentrifugacio de aliquotas de 50 UL da suspensdo D, imediatamente

fixadas e coradas com May-Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947).

3.9.4.1 Avaliacao da Fagocitose

Para avaliag¢do da fagocitose foram contadas, no minimo, 200 células, sendo
considerados contendo atividade fagocitica os macréfagos que apresentaram mais de

tr€s Candida albicans internalizadas. Os valores foram expressos em percentagem.

3.9.4.2 Avaliacao da Atividade Fungicida ("' Killing'")

A atividade fungicida foi avaliada através da técnica de coloracio proposta
por Herscowitz et al. (1981), modificada por Corazzini (1993). Nesta técnica, as
leveduras vivas, intracelulares, coram-se em azul pelo corante de May-Grunwald-
Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947), enquanto que as leveduras mortas ndo se
coram. A atividade fungicida foi avaliada contando-se, ao menos, 200 macréfagos que
fagocitam Candida albicans e foram expressas através de "score" conforme critério

estabelecido por Corazzini (1993) e abaixo descrito (Tabela 03)

3.10 Estatistica

Utilizou-se um computador PC Pentium (333 Hz) e o programa GraphPad

Prisma 3.0 para andlise estatistica dos dados, e elaboracdo de gréficos e tabelas. Os
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dados foram expressos por média £ E.P.M. e comparados com o grupo controle

utilizando a teste t de Student e significancia de *p < 0,05.

Tabela 03: Critérios estabelecidos por Corazzini (1993) para expressar o “score” de

Candida albicans fagocitadas.

RESULTADO "SCORE "
N° de Macrofagos sem Candida albicans mortas x 0
N° de Macrofagos com 1 a 2 Candida albicans mortas x 1
N° de Macroéfagos com 3 a 4 Candida albicans mortas x 2
N° de Macrofagos com + 4 Candida albicans mortas x 3
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ATIVIDADE
FAGOCITICA E FUNGICIDA

- Suspensao
Maer ofagos
"’ Suspensao macrofagos
/ \‘ + C, albicans opsonizadas
i i i
30 60’ 0 120’
— —

Figura 17: Atividade fagocitica e fungicida com Candida albicans.

LEGENDA:

- 30" - 30 minutos
- 60’ - 60 minutos
-90’ - 90 minutos
- 120’ — 120 minutos
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Foram realizados o Hemograma (Eritrograma e Leucograma) no sangue
periférico, a contagem total e diferencial das células presentes no liquido colhido na
cavidade peritonial, bem como os testes de espraiamento e a atividade fagocitica e
fungicida frente a Cdndida albicans. Os exames acima citados foram realizados no
grupo Controle (sem estimulo) e nos grupos ativados com venenos da Crotalus durissus
cascavella — Ce (120ug/Kg), Crotalus durissus cascavella — Ma (50ug/Kg), Crotalus
durissus collilineatus (271g/Kg) e Crotalus durissus ruruima (20ug/Kg) e as fragdes;
Crotapotina (10ng/Kg) e Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram avaliados pelo
programa Gramph Prism. Para a elabora¢do das Tabelas e Figuras optamos para utilizar
a média + erro padrao das médias (E.P.M.). Os dados foram submetidos a andlises
estatisticas do teste t-Studart e feito a comparacdo entre o Controle e os diferentes

grupos com significancia de 5%. As tabelas encontram-se reunidas em ANEXO.

4.1 Eritrograma

Com relacdo a contagem de Hemadcias (Figura 18, Tabela 10), praticamente
nio houve diferenga entre os grupos e todas as contagens se apresentaram dentro da
faixa de normalidade. Com relacdo a dosagem de hemoglobina (Figura 19, Tabela 10)
os grupos tratados com a Cdru e CTXru apresentaram resultados com significancia
estatistica. O valor do volume hematdcrito apresentou valores mais elevados e com
significancia estatisticas para os grupos tratados com Cdecmm (Figura 20, Tabela 10).

Nos valores dos indices hematimétricos, o Volume Corpuscular Médio
(VCM) (Figura 21, Tabela 10) apresentou resultados com significincia estatistica
apenas nos animais inoculados com o veneno da Cascavella do Maranhdo e do Ceara
(aumentados) e nos inoculados com CTXru e PLAjru (reduzidos). O valor de
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) (Figura 22, Tabela 10) apresentou
significancia estatistica apenas nos animais inoculados com o veneno da Cascavella do
Ceard (aumentado) e os valores da Concentracio de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM) (Figura 23, Tabela 10) foram reduzidos apenas para os grupos inoculados

com os venenos da Cascavella Maranhao e Ceara. Vale salientar que apenas 16,6% dos
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animais estudados apresentaram hemdlise apds coleta do sangue, embora sem

significancia estatistica.
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FIGURA 18: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero de Hemacias.

Legenda: C=Controle; cd (120ug/Kg); cdo (50ug/Kg); c(27ug/Kg), car (20ug/Kg);
CTXru=Crotoxina (10ug/Kg); PLAjru=Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram
expressos em média = E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca

significante em relagcdo ao Controle.
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FIGURA 19: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a concentracdo de Hemoglobina.
Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdecm = C.d.cascavella-
Maranhdo (50pg/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima
(20pug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10pg/Kg). Os
resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p <

0,05, diferencga significante em relacdo ao Controle.
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FIGURA 20: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o valor do volume hematdcrito.
Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdecm = C.d.cascavella-
Maranhdo (50pg/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima
(20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10pg/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg) Os
resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p <

0,05, diferenga significante em relacdo ao Controle.
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FIGURA 21: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o Volume Corpuscular Médio
(VCM). Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceara (120ug/Kg); Cdcm
C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru =

Cdruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLAru = Fosfolipase A, (10ug/Kg).
Os resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6.

*p £ 0,05, diferenca significante em relacdo ao Controle.
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FIGURA 22: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM). Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavela-Ceard (120ug/Kg); Cdecm =
C.d.cascavella-Maranhao (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru =
C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A;
(10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média £ E.P.M., Controle n=12, os demais

grupos n=6. *p £ 0,05, diferenca significante em relacao ao Controle.
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FIGURA 23: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Concentragdo da Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM). Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceara
(120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhédo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg);, Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =
Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle

n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacdo ao Controle
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Foram encontradas alteragcdes morfolégicas das hemadcias, microcitose,
macrocitose, presencga de policromasia em 100% e Howell Jolly (Figura 24).

A B

Figura 24: Fotomicrografia das figuras A - Policromasia e B - Howell-Jolly,
coloracdo de May-Grunwald-Giemsa, aumento de 1000x.

4.2 Contagem Global de Leucocitos no Sangue

Na andlise do leucograma (Figura 25, Tabela 11), observamos na
contagem global de leucdcitos uma significativa redu¢do do nimero de leucécitos nos

animais inoculados com venenos da Cascavella do Ceara e Maranhio e na C.d.ruruima.
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FIGURA 25: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de Leucécitos no
Sangue. Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120pg/Kg); Cdem =
C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru =
C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLAru = Fosfolipase A,
(10pg/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle n=12, os demais

grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relagdo ao Controle.
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4.2.1 Contagem de Leucdcitos no Sangue Expressa em Percentagem

Ao observarmos a Tabela 12 verificamos aumento significativo de
neutréfilos na forma em anel (Figuras 26) apenas nos animais inoculados com o veneno
da Cascavella do Maranhdo; todos os estimulos induziram aumento na fase de
neutréfilos segmentados, porém sem significancia estatistica (Figuras 27). Nos animais
inoculados com veneno da C.d.collilineatus o mnimero de eosindfilos foi
significativamente reduzido (Figuras 28).

Os linfécitos foram as células predominantes no sangue periférico dos
camundongos estudados e, independente do estimulo, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos quer no numero de linf6citos quer no de mondcitos (Figuras 29 e 30,

respectivamente). Na Figura 31 estdo representados a celularidade no sangue.
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FIGURA 26: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero de neutrdfilos em
forma de anel (valores expressos em porcentagem). Legenda: C = Controle; Cdcc =

C.d.cascavella-Ceara (120ug/Kg); Cdcm = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol

C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10pg/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10pug/Kg). Os resultados foram expressos em média £

E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relagio

ao Controle.
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FIGURA 27: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero de neutréfilos

segmentados (valores expressos em porcentagem. Legenda: C = Controle; Cdcc =

C.d.cascavella-Ceara (120pug/Kg); Cdcm = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média

E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacao

ao Controle.
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FIGURA 28: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o niimero de eosindfilos (valores
expressos em porcentagem). Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceara
(120ug/Kg); Cdecm = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg);, Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =
Fosfolipase A; (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média £ E.P.M., Controle

n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relagdao ao Controle.
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FIGURA 29: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o niimero de linfécitos (valores
expressos em porcentagem). Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceara
(120ug/Kg); Cdecm = C.d.cascavella-Maranhdao (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg);, Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =
Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média £ E.P.M., Controle

n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacio ao Controle.
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FIGURA 30: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero de mondcitos (valores
expressos em porcentagem. Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard
(120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg);, Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =
Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle

n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacdo ao Controle
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Figura 31: Fotomicrografia da Celularidade no sangue: Forma em Anel (1), Linfécito (2) e
Segmentado (3), coloragdo de May-Grunwald-Giemsa, aumento de 1000x.

4.2.2 Contagem de Leucdécitos no Sangue Expressa em Milimetros Ciibicos

Na Figura 32 ¢ Tabela 13 verificamos aumento significativo apenas na
forma em anel nos animais inoculados com o veneno da Crotoxina, contudo os venenos
da Cascavella do Ceara e da C.d.ruruima induziram redugdo significativa. O grupo de
animais inoculados com Crotoxina apresentou valores signifcativamente maiores de
segmentados em relacdo ao grupo controle nos segmentados (Figura 33). Nos animais
inoculados com o veneno da Cascavella do Ceara e Maranhdo e a C.d.ruruima
apresentaram valores de eosindfilos e linfécitos significativamente reduzidos (Figuras
34 e 35 respectivamente) o mesmo ocorrendo com os mondcitos, exceto para

Cascavella do Maranhio (Figuras 36).
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FIGURA 32: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de neutréfilos em
forma de anel (valores expressos em milimetros cibicos). Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceard (120png/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50pg/Kg); Cdcol
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina

(10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média
E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relagao

ao Controle.
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FIGURA 33: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de neutréfilos
segmentados (valores expressos em milimetros ctibicos). Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceara (120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol =
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média +
E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacao

ao Controle.
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FIGURA 34: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de eosindfilos
(valores expressos em milimetros cuibicos). Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-
Ceard (120pg/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg);, Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =
Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., para 6

animais por grupo. *p < 0,05, diferenga significante em relacio ao Controle.

4000

w

o

o

o
|

2000+

Linfécito (/mm®)

1000+ *

*
*

C Cdcc Cdem Cdcol Cdru CTXruPLAzrU
Tipos de Estimulos

FIGURA 35: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de linfécitos
(valores expressos em milimetros ctibicos). Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-
Ceard (120pg/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg);, Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =
Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle

n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacio ao Controle.
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FIGURA 36: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de mondcitos
(valores expressos em milimetros cuibicos). Legenda: C = Controle; Cdcc = Cascavella-
Ceard (120pg/Kg); Cdem = C.d.cascavela-Maranhéo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg), Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =
Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle

n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacio ao Controle.

4.3 Contagem Global dos Leucécitos na Cavidade Peritonial

Verificamos na Figura 37, Tabela 14 que todos os estimulos induziram
aumento no nimero total de células presentes na cavidade peritonial, sendo que este
aumento foi significativo estatisticamente nos grupos de animais que receberam,
intaperitonialmente, veneno da Cascavela-Ceard, C.d.collilineatus, C.d.ruruima e a

fracdo da Crotoxina.

4.3.1 Contagem dos Leucécitos na Cavidade Peritonial Expressa em Percentual

Ao observarmos a Tabela 15 verificamos duas horas ap6s a inoculagio dos
diferentes venenos, houve aumento significativo tanto nos segmentado (Figuras 38)
quanto nos eosindfilos (Figuras 39) para a Cascavella-Ceard, C.d.collilineatus e para a
fracdo da Crotoxina. O nimero de linfdcitos (Figuras 40) foi menor em todos os grupos
em relacdo ao controle, porém ndo houve diferenca estatistica.

Os macrofagos (Figuras 41) foram as células predominantes na cavidade

peritonias (em média 62,27% da celularidade total). Apds a administracdo do veneno de
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C.d.collilineatus houve significativa reducdo do nimero de macréfagos da cavidade
peritonial. Na Figuras 42 estdo representados os macréfagos normais e ativados,

respectivamente, na cavidade peritonial.
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FIGURA 37: Efeito dos diferentes tipos de veneno sobre o nimero total de células
presentes na cavidade peritonial. Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceara
(120pug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus
(27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLAoru =
Fosfolipase A, (10pug/Kg). Os resultados foram expressos em média + E.P.M., Controle

n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacdo ao Controle.
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FIGURA 38: Efeito dos diferentes tipos de veneno sobre o nimero total neutréfilos
segmentados (valores expressos em percentagem) presentes na cavidade peritonial.
Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-
Maranhdo (50pg/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima
(20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg) Os
resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p <

0,05, diferencga significante em relacdo ao Controle.
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FIGURA 39: Efeito dos diferentes tipos de veneno sobre o nimero total eosinéfilos
(valores expressos em percentagem) presentes na cavidade peritonial. Legenda: C =
Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdecm = C.d.cascavella-Maranhdo
(50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru =
Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos
em média + E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante

em relacdo ao Controle.
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FIGURA 40: Efeito dos diferentes tipos de veneno sobre o nimero total de linfocitos
(valores expressos em percentagem) presentes na cavidade peritonial. Legenda: C =
Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceara (120pug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo
(50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru =
Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos
em média + E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante

em relacdo ao Controle.
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FIGURA 41: Efeito dos diferentes tipos de veneno sobre o nimero total de macréfagos
(valores expressos em percentagem) presentes na cavidade peritonial. Legenda: C =
Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo
(50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru =
Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A; (10ug/Kg). Os resultados foram expressos
em média + E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante

em relacdo ao Controle.
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Figuras 42: Fotomicrografia: A - Macréfago Normal e B - Macréfago ativado,
coloracdo de May-Grunwald-Giemsa, aumento de 1000x.

4.3.2 Contagem das Células Presentes na Cavidade Peritonial Expressa em

Milimetros Cabicos

Ao observarmos a Tabela 16 verificamos que duas horas ap6s a inoculacéo
dos diferentes venenos houve aumento tanto no nimero de neutréfilos segmentados
(Figuras 43) quanto no de eosindfilos (Figuras 44), entretanto, a diferenca foi
significativa apenas para a C.d. collilineatus e a fracdo da Crotoxina. Com relacdo aos
linfécitos (Figuras 45) apenas o grupo que recebeu o veneno de Cascavella do Ceard
apresentou diminuicao significativo estatisticamente.

Todos os venenos induziram aumento no nimero de macréfagos peritoniais,

no entanto, apenas com a fracdo de Crotoxina, houve diferenca (Figuras 46).
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FIGURA 43: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o niimero total de neutréfilos
segmentados presentes na cavidade peritonial (valores expressos em milimetros cibicos).
Legenda: C = Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdecm = C.d.cascavella-
Maranhdao (50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima
(20ug/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg) Os
resultados foram expressos em média = E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p <

0,05, diferenca significante em relacdo ao Controle.

(&) ~
o ()]
1 1

Eosindfilo (/mm3)
N
T

C Cdc Cdm Cdcol Cdru CTXruPLAzru
Tipos de Estimulos

FIGURA 44: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de eosinéfilos
presentes na cavidade peritonial (valores expressos em milimetros cubicos). Legenda: C =
Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Cearda (120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhio
(50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru =
Crotoxina (10ug/Kg); PLAru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos
em média + E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante

em relacdo ao Controle.
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FIGURA 45: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de linfocitos
presentes na cavidade peritonial (valores expressos em milimetros ctibicos). Legenda: C =
Controle; Cdcc = C.d.cascavella-Ceard (120pg/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo
(50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima 20ug/Kg); CTXru =
Crotoxina (10pg/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos
em média + E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante

em relacdo ao Controle.
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FIGURA 46: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o nimero total de macr6fagos
presentes na cavidade peritonial (valores expressos em milimetros cibicos). Legenda: C =
Controle; Cdec = C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdecm = C.d.cascavella-Maranhao
(50ug/Kg); Cdcol = C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru =
Crotoxina (10pg/Kg); PLAsru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos

em média + E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante

em relacdo ao Controle.
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4.4 Teste de Espraiamento

O espraiamento (Tabela 17, Figuras 47) de macréfagos apresentou
resultados significativamente menores em relacdo ao grupo controle em todos os tipos
de estimulos estudados, ou seja, Cascavella do Ceara e do Maranhio, C.d.collilineatus,
Cdruruima e as fragdes da Crotoxina e Fosfolipase A,. Na Figura 48 estdo

representadas as células espraiadas.

Espraiamento
(%)

Tipos de Estimulos

FIGURA 47: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre o Espraiamento e macr6fagos
peritoniais (valores expressos em percentagem). Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceard (120pg/Kg); Cdem = Cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina

(10pg/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A; (10pug/Kg). Os resultados foram expressos em média *

E.P.M. para 6 animais por grupo. *p < 0,05, diferenca significante em relagdo ao Controle.

Figura 48: Fotomicrografia evidenciando o Espraiamento: 1- célula espraiada; 2- célula
ndo espraiada, coloracdo de May-Grunwald-Giemsa, aumento de 1000x.
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4.5 Atividade Fagocitica, “In Vitro” de Macroéfagos Peritoniais

Analisando-se a Tabela 18 verificamos reducido da atividade fagocitica de
macréfagos peritoniais frente a Candida albicans com todos os estimulos estudados,
sendo que houve significancia estatistica apenas para os grupos inoculados com a
Cascavella-Ceara, Cascavella-Maranhdo e a fragao Crotoxina no periodo de 30 minutos
(Figura 49), e para os grupos inoculados com a Cascavella-Ceard, C.d.ruruima e a
fracdo Crotoxina no periodo de 60 minutos (Figura 50), para os grupos inoculados com
o veneno de Cascavella-Ceard, Cascavella-Maranhao e C.d.ruruima no periodo de 90
minutos (Figura 51) e para os grupos inoculados com o veneno de Cascavella-Cears,
no periodo de 120 minutos (Figura 52). Na Figura 53 estd representada o macréfago

fagocitando C. albicans.
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FIGURA 49: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fagocitica de
macréfagos peritoniais apés 30 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceard (120pg/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol =
C.d.collilineatus (271g/Kg); Cdru = Cdruruima (20ng/Kg); CTXru = Crotoxina (10ug/Kg);
PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média + E.P.M.,
Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacdo ao

Controle.
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FIGURA 50: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fagocitica de

macréfagos peritoniais apds 60 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =

C.d.cascavella-Ceard (120png/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50pg/Kg); Cdcol
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10ug/Kg); PLAru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média *

E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacao

ao Controle.
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FIGURA 51: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fagocitica de

macréfagos peritoniais apds 90 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =

C.d.cascavella-Ceard (120pg/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10pg/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A; (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média *

E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacao

ao Controle.
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FIGURA 52: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fagocitica de
macréfagos peritoniais apds 120 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceard (120pug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol =
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10pg/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A; (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média +
E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacio

ao Controle.

Figura 53: Fotomicrografia evidenciando Macré6fago fagocitando C. albicans,
coloracdo de May-Grunwald-Giemsa, aumento de 1000x.
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4.6 Atividade Fungicida, “In Vitro” de Macréfagos Peritoniais

Analisando-se a Tabela 19 verificamos reducdo da atividade fungicida de
macréfagos peritoniais frente a Candida albicans com os estimulos estudados com,
exceto nos animais inoculados com a C.d.ruruima, embora tenha havido significancia
estatistica apenas para o veneno de C.d.collilineatu, e com a fracdo Crotoxina no periodo
de 30 minutos (Figura 54); no periodo de 60 minutos houve diferenca estatistica para
os grupos inoculados com Cascavella-Ceard, C.d.collilineatus e a fragdo Crotoxina
(Figura 55). Nos periodos de 90 e 120 minutos os grupos inoculados com o veneno de
Cascavella-Ceard, C.d.collilineatus ¢ com a fracdo Crotoxina apresentaram redugdo
significativa da atividade fungicida (Figuras 56 ¢ 57, respectivamente).

Os resultados em scores entdo representados nas Tabela de 20 a 23 em

Anexo e na Figura 58.
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FIGURA 54: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida de
macréfagos peritoniais apés 30 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceard (120png/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50pg/Kg); Cdcol
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina

(10ug/Kg); PLAsru = Fosfolipase A (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média
E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relagio

ao Controle.
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FIGURA 55: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida de
macréfagos peritoniais apés 60 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceard (120pg/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina

(10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média
E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacao

ao Controle.
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FIGURA 56: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida de
macréfagos peritoniais apés 90 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavelSla-Ceard (120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50ug/Kg); Cdcol =
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média
E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacao

ao Controle.
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FIGURA 57: Efeito dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida de
macréfagos peritoniais apds 120 minutos de teste. Legenda: C = Controle; Cdcc =
C.d.cascavella-Ceard (120ug/Kg); Cdem = C.d.cascavella-Maranhdo (50pug/Kg); Cdcol =
C.d.collilineatus (27ug/Kg); Cdru = C.d.ruruima (20ug/Kg); CTXru = Crotoxina
(10ug/Kg); PLA,ru = Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média
E.P.M., Controle n=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca significante em relacao

ao Controle.

&9



Figura 58: Fotomicrografia das figuras A, B e C evidenciando a Atividade Fungicida
em Score (A-score 0; B-scorel; C-score 2), coloragdo de May-Grunwald-Giemsa,
aumento de 1000x.
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Tabela 04: Resumo do eritrograma no sangue periférico.

Parametros

Analisados Cdcc Cdem Cdcol Cdru CTXru | PFA;ru
Hemacias N N N N N N
Hemoglobina N N N T T N
Hematocrito ) T l d l l
VCM T T \A T e e
HCM T T \A l l l
CHCM Lx L T T T T
Policromasia P - P - P P
Howell-Jolly P P P P P P

Legenda: N — normal; P - presente; T* - aumentado com significancia estatistica; T-
aumentado sem significAncia estatistica; {* - diminuido com significAncia estatistica; 4
- diminuido sem significancia estatistica.

Tabela 05: Resumo da contagem total no sangue periférico e sua celularidade em

porcentagem.

Leucograma Cdecc | Cdem | Cdeol | Cdru | CTXru | PFA;ru
Leucécitos b L T b T T

(/mm’)

Forma em Anel (%) l T l l 2 T
Segmentado (%) T T T T ) )
Eosindfilo (%) l l b 2 T T
Linfécito (%) ! l l ! 2 2
Monécito (%) ! l l ! 2 2

Legenda: T# _ aumentado com significancia estatistica; T - aumentado sem
significancia estatistica; d* _ diminuido com significancia estatistica; d - diminuido sem

significancia estati

stica.
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Tabela 06: Resumo da contagem total no sangue periférico e sua celularidade em

milimetros cubicos.

Leucograma Cdcc | Cdem | Cdeol | Cdru | CTXru | PFAoru
ch;l:l(;):;gt)os e (e T e T T
Forma em Anel s l l & T T
(mm°)

Segmentado (mm®) l l T l T T
Eosindéfilo (mm*) e L= l ks T T
Linfécito (mm®) s L T 5 T 2
Monécito (mm?) b i) T b 0 )

Legenda: T* - aumentado com significAncia estatistica; T - aumentado sem
significancia estatistica; d* - diminuido com significancia estatistica; d - diminuido sem

significancia estatistica.

Tabela 07: Resumo da contagem total no peritonio e sua celularidade em porcentagem.

Leucograma Cdecc | Cdem | Cdeol | Cdru | CTXru | PFA;ru
Leucécitos T T T T T T
(/mm’)

Segmentado (%) T T T T T# T
Eosinéfilo (%) T T T T T T
Linfécito (%) l l ! 2 2 2

Macréfago (%) l l L l d l

Legenda: T* - aumentado com significAncia estatistica; T - aumentado sem
significancia estatistica; d* _ diminuido com significancia estatistica; d - diminuido sem

significancia estatistica.
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Tabela 08: Resumo da contagem total dos leucdécitos no peritdnio e sua celularidade em

milimetros cubicos.

Leucograma Cdcc | Cdem | Cdeol | Cdru | CTXru | PFAoru
Leucdcitos T T T T+ T T
(/mm’)

Segmentado (mm?) T T T T T T
Eosinéfilo (mm®) T T T T T T
Linfécito (mm®) e l T l 2 2

Macréfago (mm”) T T T T T T

Legenda: T* - aumentado com significAncia estatistica; T - aumentado sem
significancia estatistica; d* - diminuido com significancia estatistica; d - diminuido sem

significancia estatistica.

Tabela 09: Resumo da atividade funcional de macréfagos.

Cdcc | Cdem | Cdeol | Cdru | CTXru | PFAru
Espraiamento L e L L d# L
Fagocitose 30 L = l L d d
Fagocitose 60’ L l l L L T
Fagocitose 90’ L L= l L d l
Fagocitose 120’ L l l l d# l
AF 30’ 2 \2 i T l# 2
AF 60’ 2 \2 i T l# 2
AF 90’ K 2 i T Lx {
AF 120° K 2 i T Lx {

Legenda: T* - aumentado com significAncia estatistica; T - aumentado sem
significancia estatistica; d* _ diminuido com significancia estatistica; d - diminuido sem
significancia estatistica; AF - atividade fungicida.
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5 DISCUSSAO

Em nosso estudo foi observado presenca discreta de anemia, principalmente
nos animais que foram inoculados com veneno da Crotallus durissus ruruima e sua
fracdo Crotoxina, com presenca acentuada de anisocitose. Foi observada também
presenca de inclusdo citoplasmdtica de hemadcia, corpusculo de Howeel Jolly, nos
animais inoculados com o veneno da Crotalus durissus cascavella - Ceard Crotalus
durissus Collilineatus e nas fragcdes Crotoxina e Fosfolipase A,. A policromasia esteve
presente em todos os grupos estudados. Vale salientar que 16,6% dos animais
apresentaram sinais de hemolise.

As alteragcdes hematoldgicas encontradas estdo relacionadas aos eritrdcitos
(KELEN et al.,, 1960/62; ROSENFELD et al., 1960/62), leucécitos (COSTA et al.,
1989; WAJCHENBERG et al., 1954/55), plaquetas e fatores de coagulagdo (JORGE;
RIBEIRO, 1988/89; RAW et al., 1986; ROSENFELD et al., 1959). O veneno crotalico,
segundo vérios autores, causava hemolise in vitro, porém este fendmeno ndo foi
observado in vivo (BARRAVIERA, 1993; BRASIL, 2001).

Sano-Martins et al. (1999), observaram redugdo da contagem de hemécias,
concentracdo de hemoglobina e determinagdo do hematdcrito e que esta reducdo era
tempo dependente. A literatura preconiza uma queda dessas trés varidveis geralmente
vinte e quatro horas apds a inoculagdo do veneno, devido a perda sanguinea e lesdes
hemorragicas observadas geralmente por conta de colheitas sucessivas, sinal de
hemorragias no local da colheita de sangue, havendo grande formacido de hematomas
(SANTOS et al., 2003).

Contudo, Sano-Martins e colaboradores observaram que em algumas
amostras de sangue ap6s uma a trés horas de coletadas apresentaram hemolise, discreto
aumento do VCM e redugdo do CHCM, sendo encontradas hemadcias crenadas no
esfregaco (SANO-MARTINS et al., 1995).

Os animais inoculados com os venenos da Crotalus durissus cascavella —
Ceard e do Maranhdo e a Crotalus durissus ruruima apresentaram leucopenia

Apenas os animais inoculados com o veneno da Crotallus durissus
cascavella — Maranhdo apresentaram um discreto desvio a esquerda como ¢é
preconizado na literatura, embora esse fendmeno ocorra apds seis horas de inoculagio e

em nosso estudo foram duas horas.
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Os leucdcitos sdo fatores relevantes na inflamagdo. Em todos os estdgios da
reacdo inflamatéria hd a progressiva infiltracdo do tecido perivascular por diferentes
tipos de leucdcitos. Os granuldcitos migram para os tecidos afetados ja no estigio
precoce da resposta. O recrutamento dos neutrdfilos € dependente da geracdo de fatores
quimiotaticos bem como da expressdo de moléculas de adesdo. No local da injuria,
células fagociticas liberam mediadores pré-inflamatdrios e espécies reativas de oxigénio
0s quais contribuem para a elimina¢do do agente causador da injuria e para levar a
resolucdo da reagdo inflamatdria (FARSKY et al., 1997; MURRAY; NATHAN, 1999).

A migragdo de leucdcitos no tecido através do sitio da lesdo € alcancado
pela orientacdo de locomogdo via gradiente de concentragdo, processo chamado de
quimiotaxia. A realizacdo da fagocitose ocorre através da liberacdo de produtos
microbicidas dentro do fagossomo, e a morte e degradacio do material ingerido
(RABINOVICH; DESTEFANO, 1973). Depois da fagocitose, os neutr6filos sofrem
rapidamente morte celular ou apoptose e sdo ingeridos por macréfagos ou desviados
para os 6rgaos linfaticos (ADEREN; UNDERHILL, 1999).

Santos et al. (2003) estudando o hemograma de caes envenenados com B.
alternatus demonstraram uma queda significativa (p<0,05) nos valores médios de
hemdcias, concentracdo de hemoglobina e na determinacdo do hematdcrito em relagéo
ao controle.

A andlise de hemogramas de alguns pacientes picados por venenos de
serpentes e tratados com soro anticrotélico revelou leucocitose com desvio a esquerda
em presenca de eosindfilos em nimero normal ou diminuido, em uma fase inicial, e
intensa eosinofilia nos dias subseqiientes (JORGE; RIBEIRO, 1990).

Tanto os neutrdfilos quanto os mondcitos tem um papel vital na defesa do
hospedeiro. Eles sdo as primeiras células a alcancar o local da injiria e numericamente
sdo predominantes em lesdes recentes. Eles sdo atraidos por sinais quimicos
(quimiotaxia) desenvolvendo no local da injuria. O evento inicial nesse processo € sua
aderéncia ao endotélio celular formando uma camada endotelial. No entanto eles
migram através das jungdes interendoteliais e emitem pseuddpodes. A interagdo de
substincias quimiotactantes-receptores faz com que ocorra um alongamento e
polarizacdo da célula, ocorrendo a reorganizacio topografica das organelas do plasma,
controlando as estrutura do citoesqueleto (FARSKY et al., 1997).

Sano-Martins et al. (1995), estudando alteracdes hematoldgicas induzidas

pelo veneno da B. jararaca em cachorros, demonstraram aumento significativo de
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leucécitos nos tempos de seis e quarenta e oito horas apds inoculagdo, neutrofilia foi
observada nos tempos de seis, quarenta e oito e setenta e duas horas, linfopenia as trés e
setenta e duas horas, e monocitose em seis e vinte e quatro horas.

A composicao do exsudato peritonial varia em funcido do tempo e do agente
estimulatério (DAEMS; KOERTEN, 1978; SOUZA, 1995). As substincias injetadas
intraperitonialmente induzem principalmente, uma resposta do tipo celular, isto é,
induzem intensa migragdo tanto de granulécitos como também de células do sistema
mononuclear fagocitrio para a cavidade peritonial, induzindo ainda a uma estimulacio
no metabolismo celular, varios autores revisando a literatura acerca da mobilizacdo
celular e de sua importincia na resisténcia do organismo a agentes infecciosos,
concluiram que diferencas na mobiliza¢do dos diferentes tipos celulares poderia estar
relacionadas com a susceptibilidade as infeccoes (DAEMS; KOERTEN, 1978;
GOODMAN, 1964; SOUZA, 1995).

No nosso trabalho a avaliacdo funcional dos macréfagos foi realizada “in
vitro” em células do exsudato peritonial. No exsudato, foi avaliada a contagem global
do nimero de células e a distribui¢do da celularidade.

A contagem global de células da cavidade peritonial apresentou-se elevada
em todos os estimulos estudados. Ao verificar a distribuicdo da celularidade foi
observado que 62,3% das células presentes no exsudato peritonial eram constituidas de
macrdéfagos, com raros segmentados, eosindfilos e linfécitos. Este achado estd conforme
dados da literatura (DAEMS; KOERTEN, 1978), a composicdo do exsudato peritonial
varia em funcdo da natureza do estimulo usado e do tempo decorrido apds estimulag@o.

Souza (1995) ap6s a inoculagdo intraperitonial do caseinato de sédio por
cinco dias observou que 96% das células presentes no exsudato peritonial eram
constituidos de macréfagos, com raros eosinéfilos e mastocitos.

Nossos resultados demonstraram o efeito inibitério dos diferentes estimulos
estudados sobre o espraiamento de macréfagos. Essa inibicao foi observada em todos os
tipos de venenos estudados. Esse efeito ndo causou dano a integridade da membrana,
visto que, a viabilidade do macréfago pelo teste de exclusdo do azul de Trypan foi
maior do que 95%.

Rabinovitch e Destefano (1973) demonstraram que o espraiamento pode ser
induzido pelo tratamento de macréfagos peritoniais de camundongos com enzimas
proteoliticas, pela indug¢do por complexo antigeno-anticorpo, sendo dependente de

cations divalentes, especialmente célcio e magnésio. Contudo, outros cations t€m sido
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utilizados experimentalmente, destacando-se o manganés, cobalto, niquel, zinco, cadmo,
e ferro, sendo o mais efetivo o manganés, por induzir o espraiamento em pequenas
concentragdes (1-10uM) (BUMOL; DOUGLAS, 1977, DOUGLAS, 1976;
RABINOVITCH; DESTEFANO, 1973).

Os macroéfagos exibem diferentes fendtipos os quais estdo presentes em sua
morfologia, expressas em sua superficie antigénica e fung@o. Essa heterogeneidade
fenotipica é conseqii€ncia de uma série de baixa regulagcdo de certos processos celulares
e de baixa regulagao (CRUZ et al., 2005).

Particulas internalizadas por macréfagos e outras células fagociticas
resultam em geracdo de vacuolos fagociticos. A caracteristica tipica desses vactolos é
sua maturagio progressiva ao longo do caminho endocitico levando a fusdo tardia com
endossomo e finalmente ao lissosomo, onde o material ingerido ird sofrer degradacdo
(DESJARDINS et al., 1994; CRUZ et al., 2005). Vérios autores t€m mostrado o nimero
aumentado de vacuolos, provavelmente causados pela exocitose das proteinas
inflamatérias, os quais podem ser detectados no sobrenadante de culturas (CRUZ et al.,
2005).

Virias particulas que sdo ingeridas por células fagocitarias através de
mecanismo mediador-receptor, envolvem extensivo rearranjo do citoesqueleto e
remodelacdo da membrana (ADEREM; UNDERHILL, 1999; SAMPAIO et al., 2003;
CRUZ et al., 2005).

O espraiamento é um importante mecanismo na interagdo entre a fagocitose
e as particulas a serem englobadas, nenhuma substancia com inibi¢do do espraiamento
de macréfago, interfere com o processo de fagocitose (CRUZ et al., 2005).

A fagocitose, segundo Robbins (1991) envolve fixacdo de particulas
opsonizadas a receptores Fc e Ci, sobre a superficie de leucdcitos, ingestdo por
pseuddpodes que circulam a particula fagocitica, formagdo do fagossoma e, apds fusio
de granulos, do fagolissosoma com posterior degranulacdo e, ou morte do material
englobado. Existem poucos trabalhos em relacdo a identificacdo dos componentes de
superficie que permanecem associados com a superficie da célula ou sdo interiorizadas
durante o processo de fagocitose. A interagdo da particula opsonizada com macréfagos,
via receptor Fc, desencadeia diversos processos metabdlicos como a ativacdo da
NADPH-oxidase e estimulacdo do “burst” respiratdrio, rearranjo do citoesqueleto e

liberag@o de enzimas lisossomais (BUCHI; SOUZA, 1993).
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A Candida albicans é vista como um fungo oportunista e em decorréncia do
rompimento do equilibrio entre a Candida albicans e o hospedeiro, pode causar uma
variedade de infec¢des. Os fagdcitos sdo as primeiras células responsdveis pela
resisténcia a infec¢do por Candida albicans em humanos, parecendo que também seja
verdade em modelo animal (LEHRER; CLINE, 1969; VAZQUEZ-TORRES et al.,
1994; SOUZA, 1995).

A atividade fagocitica e fungicida foi estudada com a Cdndida albicans,
sendo utilizado os testes até 120 minutos, em funcio da resposta obtida, pois apds este
tempo foi observado que durante a padronizagdo ndo havia modificacdo na intensidade
da resposta dos macréfagos, e que em alguns casos, houve até mesmo reducdo na
intensidade da resposta, resultados estes concordantes com os de Cottingham e Mills,
1943; Souza, 1995.

Silva et al. (1996) estudando o efeito do veneno sobre macréfagos
peritoniais, de varias espécies da Crotalus durissus terrificus em diferentes doses e
durante 32 dias observaram, que nas doses de 0,5 ou 1,0ug houve uma reducio
significativa do espraiamento e da atividade fagocitica quando comparado ao grupo
controle. Esse efeito inibitdrio ndo foi observado quando os animais foram inoculados
com tioglicolato. As concentra¢des usadas ndo induziram alteracdes na viabilidade
celular, o oposto do efeito de alguma citotoxina sobre outras espécies de serpentes, as
quais afetam a membrana plasmatica podendo causar lise celular. Essas observacdes
sugerem a propriedade de baixa regulacdo do veneno sobre a fun¢do de macréfago.

Sampaio et al. (2001) em seus experimentos encontraram efeito inibitério do
espraiamento e da fagocitose e estimulacdo da producdo de per6xido de hidrogénio e
oxido nitrico, atividade fungicida, metabolismo da glicose e glutamina dessas células.
Esse efeito sobre a funcdo dos macréfagos ndo depende do estado de ativacdo das
células, desde que sejam observados em células residentes e ativados. O efeito inibitério
do veneno também ocorre sobre macréfagos aderidos, independente do tipo de receptor
envolvido, desde que observado em fagocitose mediada por receptores do tipo Fc, C3b e
manose.

Sampaio et al. (2003) observou reducdo de 53% do espraiamento e 59% na
atividade fagocitica com C. albicans em macréfagos peritoniais incubados com veneno
da Crotalus durissus terrificus.

Em nosso estudo foi observada reducdo do espraiamento de 53% na

Crotalus durissus cascavella — Ceara e até 66% na Crotalus durissus collilineatus e na
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atividade fagocitica com C. albicans. Os animais inoculados com veneno da Crotalus
durissus cascavella — Ceard e Crotalus durissus ruruima foram os que melhor
responderam em todos os tempos estudados.

Quanto a reducdo da atividade fungicida, o veneno que apresentou melhor
resultado foi o da Crotalus durissus collilineatus e a fracdo Crotoxina, em todos os
tempos estudados.

A neutralizacdo do veneno interfere no efeito inibitério sobre a funcio de
macréfagos, indicando que a presenca da toxina no veneno contribui para essa acio
inibitoria.

Sampaio et al. (2005) estudando a crotapotina observaram que ela ndo
causava modificacdo no espraiamento e na atividade fagocitica, por outro lado, a PLA,
independente da concentracdo usada causava significativa reducio do espraiamento em
macréfagos, comparados com o grupo controle e a reducdo da fogocitose com C.
albicans. Esses resultados indicam que o efeito inibitério da PLA, sobre os macréfagos
na atividade fagocitica ocorreu independente do tipo de receptor envolvido Csp,, Fc e
manose. Esse achado os levou a sugerir que a subunidade da PLA; e néo a crotapotina,
foi o principal fator responsavel pelo efeito inibitério da crotoxina sobre a fungdo do
macréfago. Por outro lado, evidéncias indicam que a PLA; secretada do veneno da
espécie crotdlica causam resposta inflamatéria, afetando ambos os componentes,
vasculares e celulares (TEIXEIRA et al., 2003; SAMPAIO et al., 2006).

Rangel-Santos et al. (2004) analisou varias concentragdes das fracdes de
CTX, CB e CA sobre trés espécies de serpentes Cdt, Cdcas, Cdcol. A CTX da Cdt
apresentou mais alta atividade para PLA, que as outras espécies sendo significativa em
todas as concentracdes. A andlise eletroforética da CTX apresentou o pico em 1 hora,
desaparecendo apds 24 horas.

Rangel-Santos et al. (2004), demonstraram também que o veneno da C. d.
terrificus bem como a crotoxina tem efeito inibitério sobre a proliferacdo celular no
baco, para tanto a crotoxina tem que estd completa para que ocorra este fendmeno, pois
ja foi demonstrado que a fragcdo basica (CB) quando induzida com a concanavalina A
nio inibe a proliferacdo celular.

A administracdo da crotoxina induziu inibicdo significante de 62% no
espraiamento de macréfagos peritoniais quando comparado ao grupo controle. A toxina

também inibiu a fagocitose com C. albicans em 53% (RANGEL-SANTOS et al. 2004).
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A crotoxina € o principal componente neurotéxico do veneno (VITAL-
BRASIL, 1972; CARDOSO; MOTA, 1997), também causa inibicdo direta na atividade
de espraiamento e fagocitose, sugerindo que essa toxina interfere no efeito inibitério do
veneno bruto sobre a fungdo de macréfagos e pode contribuir para a atividade
antiinflamatéria do veneno crotalico (SAMPAIO et al., 2003/2005).

O espraiamento e a fagocitose de macr6fagos sdo mecanismos que requerem
o rearranjo das proteinas do citoesqueleto (RABINOVITCH, 1975; SWANSON;
BAER, 1995; SAMPAIO et al., 2003), embora o caminho intracelular durante a
fagocitose e o rearranjo do citoesqueleto de proteinas sobre a superficie do fagossomo
depende do receptor envolvido durante o mecanismo de ingestio da particula por IgG- e
opsonizada por complemento (SAMPAIO et al., 2003).

O fato do veneno da Crotalus durissus terrificus inibir diretamente o
espraiamento de macréfagos e a atividade fagocitica ndo é dependente do receptor
sugere um mecanismo comum, provavelmente alterando a ativacdo do citoesqueleto,
que pode estar envolvida nesse processo (SAMPAIO et al., 2003).

Tam e Hinsdill (1984) estudando o efeito do tratamento da carragenina
sobre macréfagos peritoniais quando inoculado com Saccharomyces cerevisiae
observaram a redugdo da capacidade fagocitica e o aumento do indice da atividade
fungicida. Esses efeitos observados foram dose dependente embora sem significancia
estatistica quando comparado com o grupo controle. Quando foi tratado com
indometacina houve uma reducio da habilidade dos macréfagos peritoniais de ingerir os
fungos em concentracdes abaixo de 0,3pug/mL. A atividade fungicida foi também
reduzida em macréfagos peritoniais tratados com doses de 25 a 50pg/mL, mais em altas
doses houve pouca ingestdo do fungo. Quando foi utilizado o dextran-sulfato houve
uma redugdo da porcentagem dos macréfagos peritoniais residentes de ingerir C.
albicans nao opsonizadas (GINSBURG et al., 1981).

Souza-e-Silva et al. (1996) demonstraram o efeito inibitério do
espraiamento e da atividade fagocitica causado pelo veneno da Crotalus durissus
terrificus sobre macréfagos ativados com crotoxina. Essas observagdes sugeriram que o
veneno da Cdt tem um efeito supressor sobre a resposta imune humoral. Nesse trabalho
foi demonstrado que tanto o veneno da Cdt como o principal componente téxico, a
crotoxina, tem efeito inibitério sobre a resposta imune humoral mais ndo sobre a

resposta imune celular.
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Bishayi (2000) estudando a fagocitose em macréfagos peritoniais de camundongos com
S. aureus e tratados com ars€nico encontrou significativa redu¢io ao comparé-lo com o
grupo controle, houve também reducdo com relagdo a atividade bactericida, a
percentagem de bactérias vidveis aos 10 minutos foi menor em células tratadas com
arsé€nico.

Rementeria et al. (1995), estudando a atividade fagocitica utilizando a C.
albicans no periodo de tempo de 20 dias, observaram a redug@o no primeiro dia de
infestacdo, ocorrendo aumento partir do segundo dia e permanecendo até o oitavo dia,
com relagdo a atividade fungicida houve aumento significante entre os dias quatro e dez,
tendo registrado o maior aumento aos dez dias. A infeccdo por C. albicans induziu
aumento na atividade de macrofagos peritoniais, foi revelado pela atividade fagocitica,
atividade fungicida, e a sintese de 6xido nitrico pelas células. O periodo de aumento ndo
foi exatamente para todos os parametros, mais todos coincidiram entre os dias quatro e
seis de infeccao.

Cruz et al. (2005), estudando as propriedades funcionais de macréfagos
expostos por 24 horas ao veneno da Crotalus durissus terrificus nas dosagens de 2-
20ug/mL, observaram inibicdo significante da fagocitose e espraiamento (44%) quando
comparados com o grupo controle em todas as dosagens estudadas.

Este trabalho foi pioneiro e abre uma nova linha de pesquisa para o nosso
grupo, estudando os efeitos hematoldgicos e funcionais causados pelos venenos das
serpentes do género Crotalus. Muitos questionamentos ainda necessitam investigagdes
cientificas, destacando o “burst” oxidativo (peréxido de hidrogénio e oxido nitrico),
bem como a acdo de citocinas que interferem diretamente na produgdo de células na

medula dssea.
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6 CONCLUSAO

Em decorréncia dos dados obtidos concluimos que:

» Foi encontrada uma discreta anemia do tipo microcitica e hipocromica, nos animais
inoculados com os venenos da Crotalus durissus ruruima e suas fragdes Crotoxina e

Fosfolipase A,.

» Os tipos de células predominantes no sangue periférico foram os linfécitos em todos

os grupos estudados, contribuindo para a atividade imunoldgica.

» A contagem global de células no peritonio apresentou aumento para os venenos da
Crotalus durissus cascavella — Ceara, Crotalus durissus collilineatus, Crotalus

durissus ruruima e a fracao da Crotoxina.

» O tipo de célula predominante no peritdnio foi o macréfago, embora apenas o veneno

da Crotalus durissus collilineatus apresentou significancia estatistica.

» Apds a inoculacdo com os venenos das diferentes subespécies crotdlicas, houve

reducdo significativa do espraiamento frente a C. albicans.

» A atividade fagocitica apresentou significAncia estatistica para os venenos da
Crotalus durissus cascavella - Ceara, Crotalus durissus cascavella - Maranhio,

Crotalus durissus ruruima e a fragdo Crotoxina em todos os tempos estudados.

» A Atividade Fungicida de macréfagos frente a C. albicans apresentou-se reduzida
nos venenos da Crotalus durissus cascavella - Ceara, Crotalus durissus collilineatus,

e a fracdo Crotoxina em todos os tempos estudados.
» O veneno de serpentes do género Crotalus interfere na intensidade e no tipo de

resposta funcional de macréfagos. Entretanto ndo se pode ainda afirmar que esta

resposta seja uniforme e extensiva a todas as fungdes dos macréfagos.
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» Conclui-se que o veneno interfere diferentemente na resposta hematoldgica e
funcional. Em adi¢c@o pode-se postular que os macréfagos foram responsdveis por
estas alteragdes. Estudos futuros deverdo ser realizados na perspectiva da

identificagdo de provavel acdo fungicida de venenos ofidicos e suas fracoes.
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Anexo 01 - TABELA 10: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre o Eritrograma (Hemacias, Hemoglobina, Hematdcrito e os Indices Hematimétricos).

ERITROGRAMA
PARAMETROS C Cdcc Cdem Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
ANALISADOS (salina) (120pg/Kg) (50pg/Kg) (27ug/Kg) (20pg/Kg) (10ug/Kg) (10ug/Kg)
Hemacias 7,38+ 0,16 7,12+ 0,92 7,73 £0,36 7,55+£0,26 6,90+ 0,10 7,62 £0,36 7,73 £ 0,37
(x10%mm>)
Hemoglobina 12,79+ 0,32 11,95 + 0,89 12,85 + 0,55 11,87 +0,33 |13,17+£0,11* 12,34 + 0,36% 12,10 £ 0,57
(g/dL)
Hematocrito 4722+ 375 69,64 + 0,88 71,72 £ 4,10%* 4242 +2774 46,47 + 1,03 41,63 +2,53 42 47 + 231
(%)
\Ef('le\)/[ 63,30+ 1,03 98,05 + 1,01%* 94,45 +2,07* 56,34 + 3,08 68,09 + 1,17 53,50 + 6,30* 55,84 +1,22%
I%CI;/I 47,22+ 1,53 69,80 + 0,88 71,70 + 3,94 * 42,43 +2775 46,47 + 1,04 41,63+253 42,30+ 2,31
pg
C?WC)M 27,26 £ 0,37 17,19 £ 1,03* 17,99 + 0,38* 27,70 £ 0,32 28,62 +£0,44 29,74 + 1,18 28,571+ 0,33
(4

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);

CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLA,ru =Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em rela¢do ao Controle.
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Anexo 02 - TABELA 11: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Contagem Global de Células no Sangue.

TIPOS DE ESTIMULOS CONTAGEM GLOBAL DE CELULAS DO SANGUE
(x103/mm3)
C (salina) 2,6410,13
Cdcc (120pug/Kg) 0,45 = 0,90*
Cdcem (50pg/Kg) 0,79 £0,11%*
Cdcol (27ug/Kg) 4,59+ 0,43
Cdru (20pg/Kg) 0,17 £1,15%
CTXru (10pg/Kg) 4,47+ 0,03
PLAru (10ng/Kg) 3,00 % 0,60

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);
CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLA,ru =Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.



Anexo 03 - TABELA 12: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Contagem Diferencial de Células do Sangue em procentagem.

CONTAGEM DIFERENCIAL DAS CELULAS DO SANGUE

(%)

PARAMETROS C Cdcc Cdem Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
ANALISADOS (salina) (120pg/Kg) (50pg/Kg) (27ug/Kg) (20pg/Kg) (10ug/Kg) (10ug/Kg)
Forma em Anel 1,91 +0,42 1,33+ 1,50 3,00 £ 0,62 0,83 +0,58 1,50+ 0,33 1,67 £0,76 2,16 £ 0,60
Segmentados 16,50 £ 2,73 32,00 £2,22 17,00 = 7,70 26,66 + 6,61 35,50 £9,91 28,50+ 11,39 37,00 £ 6,43
Eosinofilos 1,83+ 0,57 1,66 + 0,66 1,50+ 0,66 0,67 +0,33* 1,16 £ 0,33 2,33+ 0,44 2,00+ 0,33
Linfocitos 77,16 + 3,33 34,16 £ 0,80 77,16 + 8,53 69,83 + 7,39 60,50 + 10,29 65,50+ 12,10 58,00+ 5,91
Mongcitos 2,58 £ 0,58 1,66 £ 3,00 1,33+ 0,45 2,00+0,73 1,00+ 0,58 1,83 £ 0,60 2,00+ 0,33

Legenda. C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);

CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLA,ru =Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M., C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.
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Anexo 04 - TABELA 13: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Contagem Diferencial de Células do Sangue em milimetros ctibicos.

CONTAGEM DIFERENCIAL DAS CELULAS DO SANGUE

(/mm3)

PARAMETROS C Cdcc Cdem Cdcol Cdru CTXru PLA2ru

ANALISADOS (salina) (120pg/Kg) (50pg/Kg) (27ug/Kg) (20pg/Kg) (10ug/Kg) (10ug/Kg)
Forma em Anel | 4958 + 11,12 6,13+ 1,31* 27,35 + 3,33 45,00+ 18,75 | 3,65 +20,73* 79,50 £+ 1,84 66,16 £ 27,34
Segmentados |438,83+94,16 | 150,31+ 1,95 183,86 £ 61,53 |1443,50+159,82 | 49,55 £920,44 |1234,50+£17,86* | 1078,50+268,71
Eosinofilos 49,17 + 16,97 6,40+ 2,14 * 12,67 +£1,95% 30,33 + 8,10 1,67 £ 17,74%* 103,50 £ 0,48 63,66 + 14,73
Linfocitos 2038,33+151,66 | 269,75+ 0,72* | 547,22+ 51,38*% |2967,67+253,36 | 112,46+788,20* |2971,16 + 31,14 | 1727,66+558,93
Mongcitos 65,75 £ 13,90 7,56 +2,75% 16,90 + 2,47 96,83 + 12,65 1,22 + 36,02 78,00 £ 0,58 64,00 £ 20,01

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);

CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLA,ru=Fosfolipase A, (10ug/Kg) Os resultados foram expressos em média + E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.
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Anexo 05 - TABELA 14: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Contagem Global de Células do Peritonio.

TIPOS DE ESTIMULOS CONTAGEM GLOBAL DE CELULAS DO PERITONIO
(x103/mm3)
C 0,46 + 0,06
Cdcc (120pg/Kg) 1,40 + 0,40%*
Cdem (50ug/Kg) 1,19+0,23
Cdcol (27pg/Kg) 1,67 +£0,13*
Cdru (20pg/Kg) 1,65 +0,14*
CTXru (10pg/Kg) 1,37+0,17 *
PLA;ru (10ug/Kg) 1,12 +0,37

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);
CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLA,ru=Fosfolipase A, (10ug/Kg) Os resultados foram expressos em média + E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.



Anexo 06 - TABELA 15: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Contagem Diferencial de Células do Periténio em porcentagem.

CONTAGEM DIFERENCIAL DAS CELULAS DO PERITONIO

(%)
PARAMETROS C Cdcce Cdcem Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
ANALISADOS (120pg/Kg) (S0ug/Kg) (27pg/Kg) (20pg/Kg) (10pg/Kg) (10pg/Kg)
Segmentados 1,33+ 0,90 28,00 * 3,62%* 28,50+ 3,62 [33,50+3,33 * 33,66 + 3,12 15,83 + 3,55%* 20,00 + 3,62%
Eosinofilos 0,08 0,08 2,16 £0,62%* 2,33 +0,62 3,50 £ 0,62% 2,83 +£0,45 2,50 £0,33%* 1,00 £ 0,33
Linfdcitos 27,66 4,11 6,67 £ 1,53 8,50+ 5,69 15,16 £ 3,45 5,00 £ 3,45 8,33 +3,19 6,16 1,10
Macrofagos 7091+422 163,16 4,92 60,16 £5,77 46,16 £ 1,60* 58,50+ 3,23 72,83 + 8,07 72,83 £ 3,35

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);

CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLAru=Fosfolipase A; (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.
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Anexo 07 - TABELA 16: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Contagem Diferencial de Células do Periténio em milimetros cdbicos.

CONTAGEM DIFERENCIAL DAss CELULAS DO PERITONIO
(/mm”)

PARAMETROS C Cdcc Cdcem Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
ANALISADOS (120pg/Kg) (S0pg/Kg) (27pg/Kg) (20pg/Kg) (10pg/Kg) (10pg/Kg)

Segmentados 7,08 + 4,45 385,58 £ 54,28 | 353,16 £19,44 | 537,33 £42,83* | 570,66 £97,07 |233,50£119,27* | 232,00 £ 54,34
Eosindfilos 0,41 £0,41 29,17 £ 8,35 2791+5,73 | 60,50 28,31 * | 46,75+496 | 32,83+6,51* 10,66 + 4,02
Linfécitos 122,04 + 28,55 | 45,85£23,02* | 101,66 £97,73 | 267,17 +71,98 | 106,41 £53,97 | 130,33 +68,17 | 70,66 £ 11,46

Macrofagos 328,79 + 45,34 | 887,50 £195,82 | 708,91 + 135,16 | 772,33 £86,43 | 946,25 + 50,45 |960,83+230,21* | 803,33 £+ 78,35

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120png/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(271g/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);
CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLAru=Fosfolipase A; (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.



Anexo 08 - TABELA 17: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre o Espraiamento em porcentagem.

TIPOS DE ESTIMULOS ESPRAIAMENTO
(%)

C 39,83 + 1,89

Cdcc (120pg/Kg) 13,67 + 0,94*
Cdem (50pg/Kg) 18,83 + 1,32%
Cdcol (27pg/Kg) 17,83 £ 0,62%
Cdru (20pg/Kg) 15,00 + 0,62*
CTXru (10ng/Kg) 16,00 % 1,04*
PLA,ru (10pg/Kg) 16.67 + 0,93*

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120png/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(271g/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);
CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLA,ru=Fosfolipase A, (10ug/Kg) Os resultados foram expressos em média = E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.
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Anexo 09 - TABELA 18: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fagocitica em porcentagem. significante em relagdo ao Controle.

ATIVIDADE FAGOCITICA

TEMPO C Cdcc Cdem Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
(min.) (120pg/Kg) (S0ug/Kg) (27pg/Kg) (20pg/Kg) (10pg/Kg) (10pg/Kg)
30 39,25+ 1,30 58,67 £1,01* 32,16 £ 1,22%* 33,66 1,46 29,67 £ 1,48* 27,16+ 3,72 23,22 + 1,43
60 36,83 + 7,67 30,16 £ 0,98* 32,67 £ 1,88 31,67 £ 0,88 20,84 +1,41*% | 28134 £2,17* 35,50 £ 1,87
90 38,84 £ 1,76 30,84 +£0,44* 32,67 £ 1,60* 32,84 £ 1,50 31,50 £1,97* 26,67 £ 1,26 34,17 £ 2,28
120 38,42+ 1,04 2950 £ 0,9*%9 31,67 £ 1,11 32,67 1,41 32,84 +2,21 25,84 +0,73* 33,50+2,43

Legenda: C C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),
Cdru=ruruima(20ng/Kg); CTXru=Crotoxina(10ng/Kg); PLA,ru =Fosfolipase A, (10ug/Kg). Os resultados foram expressos em média = E.P.M, C=12, os

demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca
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Anexo 10 - TABELA 19: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida em porcentagem.

ATIVIDADE FUNGICIDA

(%)
TEMPO C Cdcc Cdcem Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
(min.) (120pg/Kg) (S0ug/Kg) (27pg/Kg) (20pg/Kg) (10pg/Kg) (10pg/Kg)
30 34,75+ 1,58 31,67 0,84 33,67 + 1,55 21,67 £2,00% 36,00 + 2,96 16,00 + 2,13* 23,34+ 1,83
60 35,25+ 1,99 32,00 £0,93* 33,84 £ 1,58 21,67 £0,84* 37,50 £ 1,93* 15,17 £ 1,80* 22,17+ 1,24
90 34,67 £ 2,01 29,67 £0,93* 32,50+ 1,34 22,34 +1,32%* 35,67 £ 2,60 16,67 £ 1,93* 20,83 + 1,70
120 34,50+ 2,00 31,50 +£0,79* 33,17 £ 1,50 22,00 =+ 1,10%* 34,17 £ 2,00 17,34 + 1,49* 20,83 + 1,38

Legenda: C=Controle; Cdcc=cascavella-Ceard(120ug/Kg); Cdcm-cascavella-Maranhdo(50ug/Kg); Cdcol=collilineatus(27ug/Kg),; Cdru=ruruima(20ug/Kg);

CTXru=Crotoxina(10ug/Kg); PLA,ru =Fosfolipase A, (10ug/Kg) Os resultados foram expressos em média + E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05,

diferenca significante em relagdo ao Controle.
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Anexo 11 - TABELA 20: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida em Score no tempo de 30 minutos.

ATIVIDADE FUNGICIDA (30MIN)

SCORE C Cdc Cdm Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
00 66,50 = 1,43 69,67 £ 1,17 66,67 £ 1,33 78,83 £2,07 64,00 £ 1,88 84,00 + 1,55 77,17 £2,26
01 29,42 £ 2,22 29,00 £ 1,34 32,83 +£1,42 20,67 £2,22 36,00 £ 1,88 16,00 + 1,55 17,00 £2,02
02 2,33 £0,67 1,33+ 0,33 0,50+ 0,34 0,50 £ 0,34 0,00 = 0,00 0,17+ 0,17 1,67 £1,12
03 0,17+ 0,17 0,00 = 0,00 0,17+ 0,17 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 6,00 £ 3,50
Legenda:  C=Controle;  Cdcc=Cdcascavella-Ceard(120ug/Kg);  Cdem=Cdcascavella-Maranhdo  (50ug/Kg);  Cdcol=Cdcollilineatus(27ug/Kg),

Cdru=Cdruruima (20ug/Kg); CTXru=Crotoxina (10ug/Kg); PLAsru=Fosfolipase A, (10ug/Kg). Score: 0= C. albicans vivas; 1=1 a 2 C. albicans mortas; 2=3
a 4 C. albicans mortas; 3=+4 C. albicans mortas. Os resultados foram expressos em média + E.P.M, C=12, os demais grupos n=06. *p < 0,05, diferenca

significante em relacéo ao Controle.
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Anexo 12 - TABELA 21: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida em Score no tempo de 60 minutos

ATIVIDADE FUNGICIDA (60MIN)

SCORE C Cdc Cdm Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
00 64,17+ 1,34 69,33 £ 1,12 67,00 £ 0,84 79,17 £0,94 65,00 = 1,62 84,83 £1,75 79,83 £0,95
01 31,42 £ 1,64 29,33 £2,74 32,17+1,33 20,50 £ 1,73 34,67 £2,06 15,17 £0,95 20,00 £2,71
02 2,25£0,68 1,33£0,42 0,83 £0,40 8,67 £3,60 0,33 £0,33 0,00 £ 0,00 0,50 £ 0,34
03 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £0,0
Legenda: C=Controle; Cdcc=Cdcascavella-Ceard(120ng/Kg); Cdcm=Cdcascavella-Maranhdo (50ug/Kg);  Cdcol=Cdcollilineatus(27ug/Kg),

Cdru=Cdruruima (20ug/Kg); CTXru=Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru =Fosfolipase A, (10ug/Kg). Score: 0= C. albicans vivas; 1=1 a 2 C. albicans mortas;
2=3 a 4 C. albicans mortas; 3=+4 C. albicans mortas. Os resultados foram expressos em média + E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca

significante em relacéo ao Controle.
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Anexo 13 - TABELA 22: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida em Score no tempo de 90 minutos.

ATIVIDADE FUNGICIDA (90min)

SCORE C Cdc Cdm Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
00 67,08 £ 1,56 71,33 £0,88 68,17 +0,91 78,67 1,38 64,00 = 1,61 85,00 £2,34 79,67 2,01
01 31,17 £ 1,15 27,67 £0,95 31,17 £ 0,98 20,33 £ 1,09 36,00 = 1,69 16,67 = 1,50 19,83 £2,14
02 1,75+ 0,48 1,00 £ 0,37 0,67 £0,42 1,00 £0,52 0,0+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,50 £2,45
03 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Legenda:  C=Controle; = Cdcc=Cdcascavella-Ceard(120ug/Kg);  Cdem=Cdcascavella-Maranhdo  (50ug/Kg);  Cdcol=Cdcollilineatus(27ug/Kg),

Cdru=Cdruruima (20ug/Kg); CTXru=Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru=Fosfolipase A, (10ug/Kg) Score: 0= C. albicans vivas; 1=1 a 2 C. albicans mortas; 2=3
a 4 C. albicans mortas; 3=+4 C. albicans mortas. Os resultados foram expressos em média = E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca

significante em relacéo ao Controle.
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Anexo 14 - TABELA 23: Efeitos dos diferentes tipos de venenos sobre a Atividade Fungicida em Score no tempo de 120 minutos..

ATIVIDADE FUNGICIDA (120min)

SCORE C Cdc Cdm Cdcol Cdru CTXru PLA,ru
00 65,50 £ 1,47 70,50 £0,72 67,33 £ 0,67 78,33 £1,43 65,83 + 1,68 82,67£1,15 78,33 £1,98
01 32,00£2,79 27,50 £0,81 32,17 +£0,75 21,00 £ 1,41 34,17 £ 1,68 17,33 £ 1,15 19,50 £2,45
02 1,00 £0,39 2,00 £2,00 0,17£0,52 0,67+ 0,17 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,55 £0,22
03 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £0,0
Legenda:  C=Controle; = Cdcc=Cdcascavella-Ceard(120ug/Kg);  Cdem=Cdcascavella-Maranhdo  (50ug/Kg);  Cdcol=Cdcollilineatus(27ug/Kg),

Cdru=Cdruruima (20ug/Kg); CTXru=Crotoxina (10ug/Kg); PLA,ru=Fosfolipase A, (10ug/Kg) Score: 0= C. albicans vivas; 1=1 a 2 C. albicans mortas; 2=3
a 4 C. albicans mortas; 3=+4 C. albicans mortas. Os resultados foram expressos em média = E.P.M, C=12, os demais grupos n=6. *p < 0,05, diferenca

significante em relacéo ao Controle

i



Anexo 15:

NOTIFICAGAO DE ACEITE DE RESUMO

A Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia comunica

a IEDA PEREIRA DE SOUZA que o Resumo enviado, intitulado: “FUNCTIONAL

ALTERATIONS CAUSED BY THE OF C.d.cascavella VENOMS OF CEARA AND MARANHAO”
(SOUZA, I.P.: BARROS, A.E.C.; SANTOS, F.M.; MENEZES, E.A.; SOUSA, D.F.; COSTA

. P
E SILVA, 1.M.S.; MARTINS, R.D.; STUDART NETO, A.; PESSOA, C.0.; AMORA, D.N.;
NOJOSA, D.V.; MARTINS, A.M.C.; BORELLI, P.; MONTEIRO, H.S.A.) foi aprovado, e
sera apresentado neste evento no periodo de 28 de novembro a 02 de dezembro do
corrente ano.

Nos casos de tema livre, esta notificacdo devera ser apresentada ao
Coordenador da Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia
ou ao seu substituto, na area de tema-livre, no dia e hora que serdo disponibilizados
em breve.

Fortaleza, 02 de outubro de 2006

Pr runo Andrade Cardi

ecretario SBTx
P/ Prof. Dr. Krishnamurti de Moraes Carvalho

Presidente da SBTx

Sociedade Brasileira de Toxinologia
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Anexo 16:

NOTIFICAGAO DE ACEITE DE RESUMO

A Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia comunica

a IEDA PEREIRA DE SOUZA que o Resumo enviado, intitulado: “FUNCTIONAL
ALTERATIONS CAUSED BY THE VENOM OF Crotallus durissus ruruima AND ITS FRACTION,
CROTOXIN AND PHOSPHOLIPASE A2” (SOUZA, I.P.; BARROS, A.E.C.; SANTOS, F.M.;
MENEZES, E.A.; SOUSA, D.F.; COSTA E SILVA, I.M.S.; MARTINS, R.D.; SANTOS,
J.V.A.; PESSOA, C.0.; AMORA, D.N.; MARTINS, A.M.C.; BORELLI, P.; MONTEIRO,
H.S.A.) foi aprovado, e sera apresentado neste evento no periodo de 28 de novembro
a 02 de dezembro do corrente ano.

Nos casos de tema livre, esta notificacdo devera ser apresentada ao
Coordenador da Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia
ou ao seu substituto, na area de tema-livre, no dia e hora que serdo disponibilizados
em breve.

Fortaleza, 02 de outubro de 2006

Pr runo Andrade Cardi

ecretario SBTx

P/ Prof. Dr. Krishnamurti de Moraes Carvalho
Presidente da SBTX

SBTX

Sociedade Brasileira de Toxinologia FEEL
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Anexo 17:

A Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia comunica

a RENE DUARTE MARTINS que o Resumo enviado, intitulado: “INDOMETACIN

BLOCKAGE THE Bunodosoma caissarum VENOM EFFECTS ON KIDNEY RENAL PERFUSION”
(MARTINS, R. D; ALVES, R. S; SILVA NETO, A.G.; DOMINGUES, I.A.; SOUSA, I.P.; TOYAMA,
M. H.; MARTINS, A M.C.; BARBOSA, P.S.F.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H.S.A.) foi
aprovado, e serd apresentado neste evento no periodo de 28 de novembro a 02 de
dezembro do corrente ano.

Nos casos de tema livre, esta notificacdo devera ser apresentada ao
Coordenador da Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia
ou ao seu substituto, na area de tema-livre, no dia e hora que serdo disponibilizados
em breve.

Fortaleza, 28 de setembro de 2006

Pr runo Andrade Cardi

ecretario SBTx

P/ Prof. Dr. Krishnamurti de Moraes Carvalho
Presidente da SBTx

Sociedade Brasileira de Toxinologia ‘ Yy é* ’h
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Anexo 18:
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NOTIFICAGAO DE ACEITE DE RESUMO

A Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia comunica
a RENE DUARTE MARTINS que o Resumo enviado, intitulado: “DOSE-RESPONSE

CURVE OF THE SEA ANEMONE Bunodosoma caissarum VENOM ON KIDNEY RENAL
PERFUSION” (MARTINS, R. D; ALVES, R. S; SILVA NETO, A.G.; LOPEZ, D.C.S.; MENEZES,
D.B.; SOUSA, I. P.; TOYAMA, M. H.; MARTINS, A M.C.; BARBOSA, P.S.F.1; FONTELES, M.
C3.; MONTEIRO, H.S.A.) foi aprovado, e sera apresentado neste evento no periodo de
28 de novembro a 02 de dezembro do corrente ano.

Nos casos de tema livre, esta notificacdo devera ser apresentada ao
Coordenador da Comissdo de Tema-Livre do IX Congresso Brasileiro de Toxinologia
ou ao seu substituto, na area de tema-livre, no dia e hora que serdo disponibilizados
em breve,

Fortaleza, 28 de setembro de 2006

Pr runo Andrade Cardi

ecretario SBTx
P/ Prof. Dr. Krishnamurti de Moraes Carvalho

Presidente da SBTx
of » = &=
D1 X

Sociedade Brasileira de Toxinologia
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Anexo 19: ALVES, R.S.; COSTA E SILVA, ILM.S.; MARTINS, R.D.; BARROS,
A.E.C.; SANTOS, F.M.; MENEZES, E.A.; SOUZA, D.F.; CAPELO, P.A.O.; MOURA
FILHO, F.J.; MARTINS, A.M.C.; BORELLI, P.; MONTEIRO, H.S.A.; SOUZA, L.P.
Alteracdes hematoldgicas causadas por diferentes tipos de serpentes do genero

Crotalus. In: Federagdo de Sociedades de Biologia experimental no periodo de 23 a 26

de agosto de 2006 em Aguas de Lindéia — SP.

FeSBE 2006 > Toxicologia > 43.016

ALTERAC(SES HEMATOL()GICAAS CAUSADAS POR DIFERENTES
ESPECIES DE SERPENTES DO GENERO CROTALUS. 'Alves, R. S. “;%Costa
e Silva, I. M. S. ";3Martins, R. D. ";*Barros, A E C ;°Santos, F M ;®Menezes, E A
:’Sousa, D F ";8Capelo, P A O *;°Moura Filho, F J ";*Martins, A. M. C. ; !Borellj,
Primavera;!’Monteiro, HSA ;'3Souza, I. P. ; ' % 7" 8 9 12 Fisiologia e Farmacologia,
UFC; 3Fisiologia e Farmacologia - DFF, UFC;* > & 3Andlises Clinicas e Toxicoldgicas,
UFC;'°Andlises Clinicas e Toxicoldgicas e Farmacia, UFC;*!Analises Clinicas e
Toxicoldgicas, FCF - USP;

Objetivo:

Os acidentes ofidicos ocasionam envenenamento sistémico, podendo causar
alteragbOes graves no organismo colocando em risco a estabilidade dos sistemas
fisioldgicos. Nosso trabalho teve como objetivo avaliar as alteragdes hematoldgicas
causadas pelo veneno de diferentes espécies de serpentes do género Crotalus.

Métodos e Resultados:

Foram analisados 30 camundongos Wistar, machos, pesando de 26 a 30 gramas
provenientes do Biotério do Depto. de Fisiologia da UFC. Os animais foram
inoculados com veneno pela via intra peritonial: Crotalus durissus cascavella -
Ceara (Cdc-Ce) - 120mg/Kg; Crotalus durissus cascavella - Maranhao (Cdc-Ma) -
50mg/Kg; Crotalus durissus ruruima (Cdr) - 20mg/Kg, apos uma hora foi realizada
a coleta de sangue. Os animais foram anestesiados com éter etilico e as amostras
sanglineas coletadas através de puncdo do plexo orbital em tubos contendo
heparina na concentragdo de 50UI/mL e confeccionadas l|aminas coradas
posteriormente pelo May-Grunwald Giemsa. Os resultados foram avaliados pelo
teste Wilcoxon com *p £ 0,05. Foram observados os seguintes resultados:
Hemacias: Controle C: 7,5 x 106 /mm3, Cdc-Ce: 7,12 x 106 /mm3, Cdc-Ma: 7,73 x
106 /mm3 e Cdr: 6,9 x 106 /mm3, Hemoglobina: C: 12,8g/dL, Cdc-Ce: 11,9g/dL,
Cdc-Ma: 12,8g/dL e Cdr: 13,17g/dL, Hematocrito: C: 47,2%, Cdc-Ce: 69,8%%*,
Cdc-Ma: 71,7%*, Cdr - 46,47%.

Conclusoes:

O estudo do eritrograma apresentou elevacdo na determinagdo do hematdcrito com
os tratados com o veneno da Crotalus durissus cascavella do Ceara e do Maranhao
guando comparados ao grupo Controle enquanto que o veneno da c.d. ruruima nao
apresentou alteracdo nos parametros estudados.

Apoio Financeiro: CNPq,FUNCAP
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Anexo 20: MARTINS, R.D..; ALVES, R.S.; BARBOSA, P.S.F.; AMORA, D.N.;
SOUZA, L.P.; SOUSA, D.F.; MOURA, M.V.C.; TOYAMA, M.H.; FONTELES, M.C.;
MARTINS, A.M.C.; MONTEIRO, H.S.A. Altera¢cdes renais induzidas pelo veneno da
serpente Crotalus durissus ruruima.. In: Federacdo de Sociedades de Biologia

experimental no periodo de 23 a 26 de agosto de 2006 em Aguas de Lindéia — SP.

FeSBE 2006 > Toxicologia > 43.019

ALTERA(;()ES RENAIS INDUZIDAS PELO VENENO DA SERPENTE
CROTALUS DURISSUS RURUIMA. 'Martins, R. D. “;Alves, R. S. 7";3Barbosa,
PSF ;*Amora, D. N. *;°Souza, I. P. ;*Sousa, D F *;’Moura, MVC ";®Toyama, M.H.
;°Fontelles, MC ;'°Martins, A. M. C. ;''Monteiro, HSA ; ! Fisiologia e Farmacologia -
DFF, UFC; % > % & 7. 9 llfjsiologia e Farmacologia, UFC;°Anélises Clinicas e
Toxicoldgicas, UFC;®Biologia, UNESP - Campus Litoral Paulista - Sédo
Vicente;!%Anélises Clinicas e Toxicoldgicas e Farmacia, UFC;

Objetivo:

Acidentes por serpentes do género Crotalus representam uma importante causa de
morbimortalidade em paises tropicais como o Brasil. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos renais causados pelo veneno da Crotalus durissus ruruima (Cdr)
em rim isolado de rato.

Métodos e Resultados:

Foram utilizados ratos wistar pesando entre 250-300g (n=6) e a perfusao de rim
isolado de rato seguiu técnica descrita por Fonteles, M.C. et al, (Am. J. Physiol.,
244, p.235, 1983). Os resultados do grupo controle (C), onde os rins foram
perfundidos com a solugao de Krebs-Hanseleit modificada com 6g% de albumina,
foram comparados ao grupo tratado com Cdr (10ug/mL) adicionada 30 min apds o
inicio do experimento com duracdo de 120 min. Os resultados foram analisados por
teste t de Student com *p<0,05. O grupo em que os rins foram tratados com o
veneno de Cdr apresentou uma diminuicao do ritmo de filtragdo glomerular em
120min (C120=0,5837+0,08; Cdr120=0,307+0,063 mL.g-1.min-1*); diminuicdo
dos transportes total (C120=80,69+1,5; Cdr120=68,25+3,76*) e proximal
(C120=76,51+1,47; Cdr120=6,32+3,68 *) de sédio e diminuicdo dos transportes
total (C120=77,42+1,71; Cdr120=66,17+2,6*) e proximal (C120=73,23+1,72;
Cdr120=64,24+2,6 *) de cloreto aos 120 min.

Conclusoes:
O veneno total da serpente Crotalus durissus ruruima apresentou alteragdes

discretas na hemodinamica renal, caracterizadas por diminuicdo do ritmo de
filtracdo glomerular e diminuicdo dos transportes de sdédio e cloreto.

Apoio Financeiro: CNPq,CAPES
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Anexo 21: FERREIRA, D.P.P. (IC-CNPq); CAPELO, P.A.O. (PIBIC-CNPq);
MONTEIRO, H.S.A.; SOUZA, LP. (Co-orientadora). Estudo das alteracGes
hematolégicas causadas pelos venenos da Bothrops insulares e Crotalus durissus
cascavella. In: XXIV Encontro Universitdrio de Iniciacdo Cinetifica a Pesquisa, 2005,

Fortaleza - Ce.

XX1¥ ENCONTRO UNTYERSITARIO DE INICIACAO A PESQUISA

FORMULARIO DE APRESENTACAO DE RESUMOS

RESURO

ESTUDO DAS ALTERACOES HEMATOLOGICAS
CAUSADAS PELQOS YENENOS DA BUTHRGPS
INSTILARES E CRIYFALUS DURISSUS CASCAVELLA

1 iiry (10-CMPg_ Medisine-1TFCY; Pedro Augusic
0. Capel FINIC-CHIY), Muticinu-LRC wenaukon) Profa. Tra. [lelsoa Serra
Azl Moméira (Oricuadon) Depamemento de Fisiolpin & Farmasokpin
UIC: Prufin, Tach P, Swige, [Rperimmenty Andlise Clinica — UFC e Profa
Alice burw C, Manina, Deputumento de Faomben — UPC (Coorientadoms?.
Paluveoed heve:, Budheaps, Crofoles, hwastobogio.
{Objetivaz Os acidantes ollidici's represcatam wm sério problema
de Safide Phiblica nos paises tropiceis. tanto pola freqhiéncia com
que ocormem como pela morbi-mortalidade que ocasionam,
Nosso Trabalho teve como objetivo avaliar as  alteraglies
hemataldgicas causados pelo veneno da Crofcdus duristus
cateenvwfly (Cde) © Bothrops inwdavis (101), Métodos e
Reaultados:Foram analisedos 37 camundengos Wistar, machos,
pesando 25 & 32 gramas proveniendes do Mictdrio do Uepo de
Figiclogia da URC. (% onimais [bram mnesicsiadcs cam étor
etllico ¢ a8 amostras sanguineas coletadas através de punclo do
lage axilar em 1whos de ensaio coniende heparina na
concentagio do 30 Uanl e conidecionades 13minas coradas
prsteriormente pele May-Cnunwald Giemsa. Apds a coleta fil
acresceniado 30pg de vanano sendo os exames realidos apds |
hora. Os resuliados [oram avaliados pelo teste Wilcoxon com *p
+ 0,05. Foram observados os seguinies resulipdog:; Hemdeiag:
Controle(C);  7.5x10%mm.  Cde:  4.6x10%mm™* & Di:
4.9 10%mm’**:. Hemaglobina: C: 12.89/dL. Cde: 8,6p/dL* & Bi:
8.8 p/dL*: Homatderlto: O 472 Cder 333%™ e T 37 RY=,
Cimelusfien:Os venenos da Celc e da B, apesar de pertencerem a
géneros  diferenies. ocasipnaram alieragho signilicatva no
enirogramn, gquando comparedes & grops controle, eom
acaniunda anemia e hemiacias apresentando um grau sleyado de
policromasia. Aleragbes eslas quo  pravavelmente foram
causadas por hemolize indurida palo veneno.
Apoiv Financeiny: CHIY e FUNCAP
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Anexo 22: ARAGAO, F.O.F. (UFC); MARTINS, A.R.; SOUZA, L.P. (Co-orientadora);
MARTINS, A.M.C.; MONTEIRO, H.S.A. Estudo das alteracdes funcionais causadas

pelos venenos da Crotalus durissus cascavella e Bothrops insulares. In: XXIV

Encontro Universitario de Iniciac@o Cinetifica a Pesquisa, 2005, Fortaleza - Ce.

XX1¥ ENCONTRO UNIVERSITARIO DE INIQIACAO A PESQUISA
FORMULARIO DE APRESENTACAQ DE RESUMOS

HESUAD

CAUSADAS PELOS VENENOS Df  CROTA U

LUTASSUS GASCAVEILA & COTEROES INSIE fpxs,
Eﬁgmm!_ul“ﬂm ﬂ.:gl:i_ 3 LM.Bdnnu = LI, simasda Rodee
Acnllimrs Clindous — (IR, el Alagy Mok Lats Marias :Duqrimhm*
ricarmy Iﬂ: Farmidcin - UIR' Prof. Helers Bemw Aol Momeimo
Puhrri Chaves Beghernpa. ?ﬁiﬁtﬂi‘;m“““" ~ .
Agmds e il Apoier finming di CNPy ol UM AR
By trabalhy teve come objetive Bazar um estulc fincional, oy
i ESpraiumeat (Emp), fugocitase (Fag) a ativicae fungicida
th), toin C. alfiuem, cavssdos pHlo venenc da Crofohn
wrisme caseqmwlia (Cde} » Bwihrnpe indaris (D). Foram
analizgis 37 camundongos Wisinr, machos, pesend: 25-31g
prvanentcs do Biotki. ) do [ennrtamentn tle Fisialogin - LFC
Os macrifagn fiimem cblidce através da tavagam da oxvidade
peatonial com ImL dv grdugde suling, o, opds & oodata, Eam
:mmddd & Wug de venego, send- realiza: b, epia | hees, o
Xme: d syapensli: de maoniEagns ajustads o X107 cal il
eCTL Bolughy tampdc PES |'gbelcen, s resultstas forgm
avalind s pdn eats Wilecown com p <0.75% Ngo b urve
alteragho do nimen, gz cdlulas o mucleares 57 & mpararmos
mgup?o.ﬁmh{(‘}m-mmﬂnﬁnsﬂnnic=
0.46X10" calfml: Cte: = 047X107 caliml; 15 = Wic) S Tad
eol/ml) Firun observadis v sopuinks meutedos: Hep:
N LA T
im38, 2355, 0EIiE Ol Y
Ui-—-39.?:f!]:. (30% O=30224 Cobe=3 9, 2%- g&-ﬂ(ﬁ%}; 1?11.;%'
C=S0dew Cde=39.% Bi=30,5%) AR 604 Coalrie
Clom368%; BimIo2ty (60" C=152%  Coewds 0%
DiE37/000 (K Codrl; Cdemd8,9% Gica7.0%); (1207
C=4,556; Cdo35,5%: Li=3834). Concluiso qus, compasand:,
Frapo vondrok: 8 ce tatados, b i infhicXo (1) cepriarnent
‘enas com redapdo so ok (17,4%). Na stividade fungicicla,
Sk alisragk: Apenas no tempo de 30 minos o grupo
XU VE: iR it da B Quanio 4§ etivided; fag. citica
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Anexo 23: ALVES, R.S.; MARTINS, R.D..; BARBOSA, P.S.F.; SOUSA, D.F.;
FERREIRA, J.M.; SOUZA, L.P.; QUEIROZ, M.G.R.; BASTOS, L.Z.C.;, AMORA,

D.N.; TOYAMA, M.H.; MARTINS, A.M.C.; MONTEIRO, H.S.A. Estudo in vivo

das

alteracOes renais e hepdticas induzidas pelo veneno de Titus Serralutus.. In: Federagdo

de Sociedades de Biologia experimental no periodo de 24 a 27 de agosto de 2005
Aguas de Lindéia — SP.

ESTUDC IN VIVO DAS ALTEF‘.AQD 5 RENAIS E HEF'ATICAS INDUZIDAS F'ELO VEMNENO DE
TITYUS SERRUL ATUS ! Alves RS ;' Martins, RD E!-arbn:usa P.S. F. ; Sousa DF. -°t
Ferreira, J.M. ;“ Souza, IF Ouewcu? M. G R.; Eiastos LZC ; 1»hr*'u:ura D. N 3Tf::nj.'ar*‘la M.
H.: - Martins, A M. C_; 1r'u'1|::ur1t:a-|ro H 5 A 1FlsmloglaeFarmacnlogla UF{: ﬁ.nallses Clinicas
eToxmulcgmas UFC; * quumlca e Farmacnlagm UNICAMP

Objetivo: Os escorpifies de importdncia médica no Brasil pertencem ao género  Tityus,
destacando-se o Tifyus serrulatus, conhecido como escorpifio amarelo. Avaliar as alteragdes
sericas de parametros funcionais renais e hepaticos em camundongos induzidas pelo veneno ds
Titvus serrulatus

Métodos e Resultadc-s: Camundongos swiss, pesando entre 35-45g foram injetados com 1ma/kg
do veneno de Tityus senrulalus, via intraperitoneal (i.p.) - Grupo Tityus (n=10) ou Grupo Controle
{salina, n=10). Foram realizadas trés coletas para avaliagdo dos pardmetros de fungdo renal (uréia
- UR, creatinina -CR), hepatica (albumina -Alb & as fransaminases, ALT e AST) e eletrdlitos
{potassio - K¥, sodio - Na®), sendo uma coleta antes da administragdo do veneno e duas colstas
em 24h e 96h apds a injecdo ip. de veneno ou salina. A analise estatistica ocorreu através dos
testes ANOWVA, t de Student e Kruskal-Wallis, com os resultados expressos em média £ ermo
padrio. Os resultados ndo revelaram alteragdes nos pardmetros de fungdo renal, sodio e albumina
em 24h e 96h quando comparados com o controle (p=0,05), ocomrendo hipocalemia em 24h

{conroel 2e=3. 7340, 06mEgL vs. T.qLEKEﬂ: 2,9320,13mEg/L*; *p=0,058). Alteragfes da fungio
hepatica foram observadas no tempo de 24 horas, com elevacio de AST (pAST= 1343 £6 31U/L
V3. 2anAST= 171,267 24U0L* vs. geAST= 12812, 57U0LY; p*=0,05) e ALT {pnALT= 74,745 32U0L
V3 aanALT= 1531215, 1TWILY va. gen ALT= 82,512 8,94 LIL*; p==0,05).

Conclusdes: O modelo estudado permitiv observar o impacto da dose de 1mg/Kg do veneno de
Tityus serrulatus na elevacdo das aminotransferases AST e ALT e reducdo dos niveis séricos de
potassio.

cm
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Anexo 24: SOUZA, LP.; BARROS, AE.C.; SANTOS, F.M.; MENEZES, E.A.;
MARTINS, R.D.; COSTA E SILVA, LM.S.; PESSOA, C.’O; BORELLI, P;
MONTEIRO, H.S.A. Estudo das alteragdes hematoldgicas causadas pelos venenos da
Crotalus durissus cascavella e Bothrops insulares. In: Federacdo de Sociedades de

Biologia experimental no periodo de 24 a 27 de agosto de 2005 em Aguas de Lindéia —

SP.

ESTUDO DAS ALTERA{;E)ES HEMATOLOGICAS CAUSADAS PELOS VENENOS DA
CROTALUS DURISSUS CASCAVELLA E BOTHROPS INSULARES ' Souza, IP : Barros,
AE.CB.;?Santos, FM. ; * Menezes, EA. ; ' Martins, RD ;' Costa e Silva, IM.S. ", ' Pessoa,
C.0. ;% Martins, A M. C_: * Borelli , P_; " Monteiro, H. S. A "; " Fisiologia e Farmacologia, UFC; *
Analises Clinicas e Toxicoldgicas, UFC; ° Andlises Clinicas e Toxicologicas, USP

Objetivo:

Os acidentes ofidicos ocasionam envenenamento sistémico, podendo causar alteracdes graves no
organismo colocando em risco a estabilidade dos sistemas fisioldgicos. Mosso Trabalho teve como
objetivo avaliar as alteragfes hematolégicas causados pelo vensnoc da Crofalus durissus
cascavella (Cdc) e Bothrops inswaris (Bi).

Métodos e Resultados:

Foram analisados 37 camundongos Wistar, machos, pesando 25 a 32 gramas provenientes do
Biotério do Depto de Fisiologia da UFC. Os animais foram anestesiados com éter etilico e as
amostras sanguineas coletadas atraves de pungo do lago axilar em tubos de ensaio contendo
heparina na concentragio de 50 UlimL e confeccionadas [dminas coradas posteriormente pelo
May-Grunwald Giemsa. Apds a coleta foi acrescentado 30ug de vensno sendo oS exames
realizados apds 1 hora. Os resultados foram avaliados pelo teste Wilcoxon com *p = 0,05. Foram
observados os seguintes resultados: Hemacias: Controle(C): ?,5x1DE‘Imm3, Cdc: 4,Ex105!mm°* e
Bi: 4,9x10%mm™; Hemoglobina: C: 12,8g/dL, Cdc: 8,6g/dL* e Bi: 8,8 g/dL*; Hematdcrito: C- 47,2,
Cdc: 33,2%* e Bi: 37,8%",

Conclusdes:

Os venenos da Cdc e da Bi apesar de pertencerem a géneros diferentes, apresentaram alteragio
significativa no eritrograma, quando comparados ao grupo confrole, com presenca acentuadz de
anemia com hemacias apresentando um grau elevado de policromasia. Estas alteragfes
provavelments foram causadas por hemdlise induzida pelo veneno.
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Anexo 25: SOUZA, LP.; BARROS, AE.C.; SANTOS, F.M.; MARTINS, R.D,;
MENEZES, E.A.; COSTA E SILVA, LM.S.; EVANGELISTA, J.S.A.M.; MARTINS,
A.M.C.; BORELLI, P.; MONTEIRO, H.S.A. Estudo das alteracdes funcionais causadas
pelos venenos da Crotalus durissus cascavella e Bothrops insulares. In: Federacao de
Sociedades de Biologia experimental no periodo de 24 a 27 de agosto de 2005 em

Aguas de Lindéia — SP.

ESTUDO DAS ALTERACDES FUMCIONAIS CAUSADAS PELOS VEMNEMNOS DA CF;'DTALUS
DURISSUS CASCAVELLA E BOTHROPS ENSJLI'.RES Souza, IP ; 2 Barros, AECB.: Santos
FM. : " Marting, RD ; ® Menezes, EA. ;' Costa & Silva, ILM.S. : Evangellsta J. 5. H M.
Maﬁins, A M. C.:* Boreli, P ;! Mc:-ntewo H. 5. A ; 1F|.'-:-|1:|I|:vg|a e Farmacologia, UFC: 2 Anlises
Clinicas e Toxicologicas, UFC_: 3 Veterinria, UEC; * Anélises Clinicas e Toxioldgicas, USP
Objetivo:

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de Sadde Plublica nos paises tropicais, tanto
pela freqiiéncia com gue ocorrem como pela morbi-mortalidade qgue ocasionam. MNosso trabalho
teve como objetivo fazer um estudo funcional, ou seja, o espraiamento (Esp), fagocitose (Fag) e a
afividade fungicida (AF) com C. albicans, causados pelo veneno da Crotalus durissus cascavella
(Cdc) e Bothrops inswaris (Bi).

Métodos e Resultados: Foram analisados 37 camundongos Wistar, machos, pesando de 25 a
32g provenientes do Biotério do Depto Fisiologia da UFC. Os macréfagos foram obfidos através da
lavagem da cavidade peritonial com 3mL de solugdo salina, apos a coleta foi acrescentado 30pg
de vensno sendo 05 exames realizados apos 1 hora, 2 suspensio de macréfagos sjustada para
4¥10%el/mL com solugdo tampioc PBS Dubelcco. Os resultades foram avaliados pelo teste
Wilcoxon com p £ 0,05 Observamos que n3o houve alteragdo do ndmero de células
mononuclearss ao compararmos ao grupo controle (C) tratado com salina: (C=0 45){103‘cel fmL;
Cde=0.47¥10" cel/mL e Bi=0,53%10°cel/mL). Foram chservados os seguintes resultados: Esp:
(C=35928%; Cdc=32,9%"* e Ei:33,9%]; Fag: (30" C=39,2%; Cdc=39,6%; Bi=39,2%); (60°. C=39,0%;
Cdc=38,4%; Bi=39,0%); (90" C=302%; Cdc=392%; Bi=30,2%);, (120" C=30,5%; Cdc=392%;
Bi=30,5%) e AF: (30" C=34,7%,; Cdc=36,8%,; Bi=30,2%); (60" C=352%; Cdc=36,0%; Bi=37,0%);
{90 C=34 7% Cdc=36,9%; Bi=37,9%); 120" C=4 5%; Cdc=35,5%; Bi=38 9%.

Conclusdes:

Ao compararmos o grupo controle e os tratados houve inibigdo do espraiamento apenas com
relagdo ao Cde (17,4%). Na atividade fungicida houve alteracdo apenas no tempo de 30 minutos
no grupo que recebeu veneno in vitro da 8i Quanto 3 atividade fagocitica com C. albicans, ndo
houve alteragio nos diferentes grupos.
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Anexo 26: MARTINS, R.D.; ALVES, R.S.; FERREIRA, J.M.; QUEIROZ, M.G.R;;
SOUZA, 1.P.; EVANGELISTA, J.S.M.; CALOU, IB.F.; BASTOS, L.Z.C;
TOYAMA, M.H.; MARTINS, A.M.C.; MONTEIRO, H.S.A. Hematological alterations
induced experimentally in rats by the venom Crotalus durissus ruruima. In: VIII
Congresso da Sociedade Brasileira de Toxinologia / VIII Symposium of the Pan
American Section of the International Society on Toxinology. Rio de Janeiro. No perido

de 19 a 23 de setembro de 2004 em Angra dos reis — Rio de Janeiro.

Hematological Alterations Induced Experimentally in Rats by the Venom of Crofalus
dunssus ruruima.

Martins, R.D'.; Alves, R.S'.; Ferreira, J.M%: Queiroz, M.G.R. % Sousa, I. P. %
Evangelista, J.S.M".; Calou, L.B.F? Bastos, LZC; Toyama, M.H.*; Martins, A.M.C. %
Monteiro, H.S.A".

1.Departamento de Fisiologia e Farmacologia, 2. Departamento de Analises Clinicas da
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE, 3. Laboratdrio de Bioguimica, Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP-SP

The aim of this work was to characterize in rats the hematologic responses induced by the
administration (i.p.) of Crotalus durissus ruruima venom. Male wistar rats, weighting
between 250-300g, were injected with an i.p. single dose of 0,05mg/Kg of C.d.ruruima
venom (n=7} or saline 0,9% (control group, n=7) and after 2, 48, 96h they were lightly
anaesthetized with diethyl ether and the blood was collected by orbital puncture.
Hematological analyses were done by CC-550 equipment. The results were analyzed by
Student t Test, ANOVA and Kruskal-Wallis. Hematocrit results were compared with control
group at 2h (yoHto = 53,0640,9%; cg wwimeH® = 51,0740,79%), 48h (conmHto =
39,63*0,89%"; co wwmsH® = 46,07+1,94%, with *p<0,05) and 96h (omoHto =
45391+1,18%; oo wumaH® = 39,79*+1,59%*, with *p<0,05), occurring significative
decreased at 48h in the control group and 96h in the group of the c.d. ruruima venom.
Erythrocytes count and hemoglobin levels weren't significantly different (p=0,05) between
the groups. These results suggest that C.d:ruruima venom induce only a discreet change
in the hematological profile, like a late decrease of the hematocrit.

Support: CNPg
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