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RESUMO

CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES CARDIORENAL E NEURAL DE Bothrops
marajoensis E SUAS FRACOES

Avaliou-se a atividade de Bothrops marajoensis (Bmj) e suas fragcdes no sistema
cardiorrenal. A resposta pressora do veneno bruto demonstrou uma diminui¢do da pressao
arterial média e da freqliéncia cardiaca, sem alteragdes significativas na freqliéncia
respiratoria. Em ratos atropinizados demonstrou a permanéncia dos efeitos. Na perfusao de
coragdo isolado de ratos observou-se uma diminui¢do na for¢a de contragdo miocardica
acompanhada de um aumento da pressao de perfusdo, sem altera¢des no fluxo coronariano. A
analise eletrocardiografica em ratos apds injecdo de Bmj provocou um bloqueio atrio
ventricular gradual até um bloqueio completo indicando arritmia e dificuldade de conducao
atrial. Em leito vascular mesentério pré-contraido com fenilefrina ndo houve alteracdes
significativas. No sistema de perfusdo renal em ratos apresentou decréscimo significativo na
pressdo de perfusdo, resisténcia vascular, fluxo urinario, ritmo de filtragdo e transportes de
sodio e de cloreto. Fosfolipase miotoxica (tipo 1) demonstrou alteragdes somente no
transporte de ions. A atividade de Bmj em doses crescentes em nervo Frénico Diafragma de
rato mostrou um bloqueio na for¢a de contracdo dose dependente, com efeito significante nas
maiores doses. Em canal deferente de camundongos induziu a uma inibicdo dose dependente
da contragdo estimulada por campo elétrico. Este feito ndo foi revertido pela Ioimbina nem
por naloxone. Em outro estudo a adicdo do veneno bruto de Bmj inibiu a contracao
neurogénica,quando comparado com nenhuma queda significante pela contragdo com Cch,
NA ou ATP (em Krebs normal ou enriquecido com guanetidina e fentolamina. A auséncia de
efeito do veneno bruto de Bothrops marajoensis sobre a contragdo induzida pelos principais
agonistas purinérgicos demonstra provavel atividade a nivel pré-sindptico. Fracdes de
fosfolipases miotoxicas (tipo 1 e tipo 2) demonstraram uma inibicdo da contragdo dose

dependente.

Palavras Chave: Bothrops marajoensis, sistema cardiorrenal, sistema de perfusdo renal,

nervo Frénico Diafragma, canal deferente.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF TOTAL VENOM AND ITS FRACTION FROM THE
Bothrops marajoensis IN CARDIORENAL AND NEURAL ACTIVITIES

In this article we evaluated the activity of Bothrops marajoensis (Bmj) and its
fractions in the cardio-renal system. The results of the total venom in blood pressure
experiments showed a decrease in the mean arterial pressure and heart rate without significant
changes in respiratory rate. The same experiments performed in rats atropinized showed the
permanence of falling blood pressure and heart rate. After administration of Bmj used in
infusion of isolated rats heart of there was a decrease in myocardial force of contraction
accompanied by an increase in perfusion pressure, without changes in coronary flow. The
electrocardiographic analysis after injection of Bmj in rats causes a progressive
atrioventricular block until a complete blockage and difficulty in atrial conduction. The
assessment in the mesenteric vascular bed Bmj did not produce significant changes. The
system renal perfusion in rats caused significant decrease in perfusion pressure, renal vascular
resistance, urinary flow, filtration rate, transport of sodium and chloride. The phospholipase
(PLA2) type 1 showed only an alteration in the transport of electrolytes. The Bmj fractions
neurotoxicity in rat phrenic nerve diaphragm increasing showed a blockage dose-dependent in
the strength of contraction. In mice vas deferens we observed an induced of a dose-dependent
inhibition of contraction stimulated by electric field. This fact was not reversed by yohimbine
or by naloxone. In another study the addition of the total venom of Bmj inhibited the
neurogenic contraction, compared with no significant decrease in contraction by Cch, NA or
ATP (in normal Krebs solution or with enriched with guanethidine and phentolamine). The

fractions, PLA2 (type 1 and type 2) showed a dose-dependent inhibition of contraction.

Key Words: Bothrops marajoensis, cardio-renal system, phrenic nerve diaphragm, renal

perfusion, vas deferens.
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1 INTRODUCAO

1.1 Origem e diversidade das serpentes

As serpentes, ou ofidios, compdem a subordem Serpentes,que, atualmente com cerca
de 3.000 espécies formam a ordem Squamata,o mais numeroso grupo dos répteis viventes.
Estdo inclusos na classe Reptilia, subclasse Lepdosauria, com cerca de 410 espécies
venenosas Devido a estudos revisivos, descricdes de novas espécies e invalidacdo de outras,
0s numeros apresentam uma variagdo constante, reflexo da complexidade de formas e
auséncia de conhecimento profundo das relagdes filogenéticas nestes animais

(BARRAVIERA, 1993; MELGAREJO, 2003).

Apesar da escassez de registros fosseis, a origem desse grupo provavelmente remonta
ao periodo Cretaceo (ha cerca de 135 milhdes de anos). Umas poucas vértebras danificadas
sdo, possivelmente, o fossil de serpente mais antigo, datado de cerca de 100 milhdes de anos.
Considerando-se que os primeiros repteis surgiram a 315 milhdes de anos, a origem das

serpentes € entdo relativamente recente (RAGE, 1987; RAGE; WERNER, 1999).

Bastante consensual € o fato de que as serpentes surgiram de algum grupo de lagartos
de vida subterranea que, por adaptacdo, tiveram corpo extremamente alongado, reducdo das

patas e olhos semi-atrofiados (MELGAREJO, 2003).

As serpentes sdo encontradas em quase todo mundo, mas habitam principalmente as
regides temperadas e tropicais, em especial pela sua dependéncia do calor externo para efetuar
sua termorregulagdo por mecanismos comportamentais. Apesar de sofrerem interferéncias
morfologicas adaptativas, conservaram um padrdo bastante homogéneo. O corpo
extremamente alongado, sem apéndices locomotores e cintura escapular; perda da sinfise
mandibular (perda da sutura o6ssea das hemimandibula, substituida por um ligamento
constituido por tecido rico em elastina) e perda de palpebras méveis. Os 6rgaos internos sao
como dos demais vertebrados, porém com formato alongado e auséncia de bexiga.
Alimentam-se de presas inteiras, que cagam usando estruturas quimiossensiveis. S@o
exclusivamente carnivoras cagando tanto vertebrados como invertebrados (FERRAREZZI

1994; WONG et al., 2009).
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Sempre houve controvérsias para se estabelecer uma classificagdo apropriada para
serpentes. Nas tultimas décadas surgiram varias propostas (ASSAKURA et al., 1992;
DUARTE et al., 2000). Conforme McDowwell, 1987 podemos citar as serpentes viventes em
2 infraordens, 6 superfamilias e 19 familias (quadro 1). A infraordem Scolecophidia inclui as
cobras cegas e Alethiniphidia as demais serpentes. (RAGE; WERNER, 1999; MELGAREJO,
2003).

Quadro 1 - Classificacao das serpentes Viventes

Infraordem Superfamilia Familia

Scolecophidia Typhlopoide Anomalepididae (*)
Typhlopidae (*)
Leptotyphlopidae(*)
Alethinophidia Acrochordoidea Nigeropheidae
Palaeopheidae
Anomalopheidae
Acrochordidae
Anilioidea Loxocemidae
Xenopeltidae
Aniliidae (*)
Uropeltidae
Tropidopheoidea Tropidopheidae(*)
Bolyerioidea Bolyeriidae
Booidea Pythonidae
Boidae (*)
Colubroidea Atractaspididae
Elapidae (*)
Colubridae (*)
Viperidae (*)

(*) Familias representadas no Brasil
Fonte: adaptado de McDowell (1987) e Cardoso et al.. (2003)

A maioria das formas viventes pertence a superfamilia Colubroidea que compreende
as serpentes mais modernas e evoluidas. As familias Elapidae e Viperidae sdao as que
apresentam glandulas venenosas, produtoras de toxinas, com aparelhos apropriados para
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inoculé-las, ocasionando intoxicacdes sérias no homem e animais domésticos. (BRASIL,

2001; MELGAREIJO, 2003).

A familia Elapidae encontra-se amplamente distribuida pelo mundo, com cerca de 250
espécies. Muito bem conhecidas da Asia, Africa e em particular na Australia, onde todas as
serpentes peconhentas sao dessa familia. Possuem espécies famosas como as Najas asiaticas e
as temidas Mambas do continente Africano. Nas Américas, a familia é representada pelas
chamadas popularmente “Cobras corais”. Na fauna brasileira sdo reconhecidas cerca de 20
espécies, a maioria ao género Micrurus (CAMPBELL; LAMAR, 1989; ROZE, 1996; JORGE
DA SILVA, 1997).

A familia Viperidae com mais de 200 espécies representa o mais importante grupo de
serpentes para saude publica, pois sdo responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos
registrados nao sé no Brasil, mas em outros paises americanos. Esta familia possui 34 géneros
assim representados: Crotalus, Lachesis, Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias. Apenas os
trés primeiros adquirem importancia epidemiologica. Em nosso pais existem 5 géneros que
somam aproximadamente 30 espécies, no qual 20 espécies pertencem ao género Bothrops 19
ao género Micrurus, uma ao género Crotalus e uma ao género Lachesis. Os géneros
Bothriopsis e Bothrocophias sdo classificados como uma revisdao do género Bothrops
encontrando-se em areas restritas da America do Sul e Bacia Amazonica, com um nimero
limitado de espécies, sem registros de acidentes por estas serpentes. (CAMPBELL; LAMAR,
1989; FEITOSA; MONTEIRO, 1997; BRASIL, 2001).

1.2 O veneno das serpentes

A pegonha consiste em uma complexa mistura de proteinas, peptideos, lipidios,
polissacarideos e substidncias quimicas inorganicas. Diferencas intra-especificas na
composi¢ao do veneno sdo decorrentes de variacdes geograficas, sexuais, ontogenéticas e
sazonais (BRASIL, 2001; MOURA-DA-SILVA et al., 1990 a, 1990b; FURTADO et al.,
1991a, 1991b; CHIPPAUX et al., 1991; ABREU, 2004).

Polipeptideos e proteinas estdo presentes em maiores proporc¢des, chegando a compor
de 90-95% do seu peso seco. A acdo da peconha pode desencadear severas desordens
metabolicas. Dentre estes efeitos, podemos destacar neurotoxicidade cardiotoxicidade,
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miotoxicidade, a¢des coagulantes, hemostaticas, hemorragicas, nefrotdoxicas e hepatoxicas

(BON, 1997; QUEIROZ et al., 2008) .

Os componentes nao protéicos dos venenos podem ser organicos ou inorganicos. Os
constituintes inorganicos conhecidos sdo calcio, cobre ferro, potassio, magnésio, mangangés,
sodio, fosforo, cobalto ¢ zinco (PONCE-SOTO et al., 2006). Porém, nem todos sdo
encontrados em todos os venenos e a quantidade também varia para cada espécie. O papel
biologico de cada um desses constituintes inorganicos ndo esta claro. Alguns estudos sugerem
que o calcio, magnésio € manganés sao importantes para a estabilizagdo de certas proteinas,
enquanto que outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto possivelmente atuam nos
mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos como metaloproteases

(BJARNASON; FOX, 1994; AIRD, 2002).

Entre os componentes organicos ndo protéicos encontramos aminoacidos livres e
pequenos peptideos, carboidratos, lipidios, principalmente fosfolipidios e aminas biogénicas

(VARANDA; GIANNINI, 1994; QUEIROZ et al., 2008).

Algumas enzimas sdo encontradas em todas as espécies, como a fosfolipase A, (BON,
2000). A atividade fosfolipasica ¢ amplamente encontrada nos venenos botrdpicos. As
serpentes Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu e Bothrops atrox apresentam alta
atividade fosfolipasica (VIDAL; STOPPANI, 1971; VIDAL et al., 1972; MURAKAMI,
2008). Além da acdo hemolitica, enzimas com atividade de fosfolipase A, apresentam acgdes
neurotoxicas pré-sinapticas e miotoxicas. (RODRIGUES-SIMIONI et al. , 2004; DURIGON
et al., 2005).

A atividade proteolitica tem sido relacionada a enzimas identificadas como serinas ou
metaloproteases. Elas sdo responsaveis por intensas reagdes locais, como edema hemorragico
e necrose, agdo hemorragica, promovida pelas hemorraginas ou fatores hemorragicos, agao

coagulante e formagao de bradicinina (JURGILAS, 2000).

As enzimas trombina-simile ou tipo trombina estdo presentes em um niimero variado
de espécies das subfamilias Crotalinae e Viperinae. Apresentam acgdo coagulativa 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,
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gerando, assim, um quadro de incoagulabilidade sanguinea por consumo de fibrinogénio

(RUSSEL, 1983; FONSECA, 2006).

Neurotoxinas sdo as toxinas mais amplamente estudadas sendo os constituintes mais
toxicos dos venenos ofidicos. Sdo divididas, de acordo com o sitio de atuacdo, em poOs-
sindpticas e pré-sinapticas. As neurotoxinas pds-sindpticas mimetizam a agdo do curare. Elas
se ligam aos receptores colinérgicos sem provocar despolarizagdo, inibindo a transmissdo
neuromuscular. Ocorrem nas serpentes da familia Elapidae e Viperidae (VITAL BRAZIL,
1980; ZAMUNER et al., 2004). As toxinas pré-sinapticas agem possivelmente inibindo o
influxo de célcio, evitando assim a liberagdo de acetilcolina. Tém letalidade maior que as
toxinas pos-sindpticas sdo estruturalmente relacionadas a fosfolipase A, e podem agir como
toxinas mionecrdticas. Foram encontradas também em serpentes da familia Crotalidae como,
por exemplo, a crotoxina, isolada da serpente Sul Americana Crotalus durissus terrificus
(HAWGOOD; SANTANA DE SA, 1979; BEGHINI et al., 2008). Em estudos comparativos
entre as espécies de Bothrops, B. insulares e B. neuwiedi e a espécie Crotalus durissus
cascavella demosntraram uma agao pré-sinaptica dos venenos botrépicos com graus variados

de bloqueio neuromuscular (DA CRUZ-HOFLING, 2004).

As cardiotoxinas, assim como o fator litico direto ¢ as cobraminas sido todas
denominagdes usadas para toxinas de membrana que causam a despolarizacdo persistente das
membranas celulares, excitaveis ou ndo, acarretando distirbios celulares como hemolise e
citotoxicidade. Foram isoladas de venenos elapidicos, e sdo responsabilizadas, em associagdo
com fosfolipases, pelas lesdes locais como edema e necrose, nos acidentes com ‘“Najas”

(REID, 1964; VITAL BRASIL, 1982).

Apesar da complexa mistura de peptideos ativos e proteinas presentes nos venenos
ofidicos Kini e Evans (1992), destacaram a importincia de trés grupos de proteinas: as

proteases, as desintegrinas e as proteinas relacionadas com as lectinas tipo C (CLPs).

As proteases formam um grupo heterdlogo com massas moleculares variando de 15 a
380 kDa. Sao importantes na digestdo das presas, provocando varios efeitos farmacoldgicos
como os hemorragicos, anticoagulantes e ativagdo ou inibi¢ao da agregacao plaquetaria (JIA;

PEREZ, 2009).
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As desintegrinas possuem massa molecular variada e sdo proteinas enzimaticas que
inibem a interagao entre o fibrinogénio e o complexo glicoprotéico IIb-I1la da coagulagdo
sanguinea. Apresenta uma seqiiéncia de aminodcidos R-G-D caracteristica, a qual ¢

responsavel por sua atividade (MUSIAL et al., 1990).

As proteinas relacionadas com as lectinas tipo C constituem um grupo de proteinas
estruturalmente homologas, mas com funcdes diversas. Algumas delas exibem atividades
lectinicas, outras induzem efeitos anticoagulantes ou efeitos na aglutinacdo e agregacao

plaquetaria (KINI, 1996).

Estudo dos venenos de serpentes tem propiciado a elucidagcdo de diversos mecanismos
farmacolégicos, destacando-se a neurotrasnmisdo na jung¢ao neuromuscular (BORJA et al.,
2002; ZAMUNER et al., 2000), a estrutura e a fun¢do dos receptores nicotinicos, (ARAUJO,
2005) a casacata da coagulacio (PINHO, 2001); alteracdes no sistema cardiorenal (

FERREIRA, 1965; FONTELES et al., 1983; MONTEIRO et al.; 2007).

1.4 Bothrops marajoensis

Bothrops marajoensis, como o nome indica, foi encontrada primeiro na ilha de
Marajo, no Para, e posteriormente em alguns locais litoraneos isolados do Maranhao.
Considerada uma espécie do grupo atrox, sua classificagdo precisa ser revista para uma nova
avaliacdo de seu status. (CAMPBELL; LAMAR, 1989). Estudo com a finalidade de definir
variagdes de parentescos entre espécies do género, revelou que a espécie Bothrops atrox
possui variagdes fenotipicas entre as diversas serpentes do grupo, cuja principal causa esta na
necessidade de adaptagdao a ambientes diferentes, refletindo na filogenia das serpentes. Porém,
para as populagdes das serpentes atualmente classificadas como Bothrops marajoensis existe
pouca disting@o entre esta espécie e Bothrops atrox. (WOLFGANG et al., 1996).

Apesar de compor um dos géneros mais importantes ¢ bastante estudados na familia
dos viperideos, a espécie ¢ ainda pouco conhecida, talvez pela propria indefinicdo de sua

classificagdo. (figura 3)
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Figura 3 - Imagem da espécie Bothrops marajoensis (seta) em seu habitat natural
Fonte: Wolfgang Wuster (2005). Local: Salvaterra, Pard, Ilha de Maraj6.

1.5 Caracteristicas gerais e epidemioldgicas dos acidentes Botropicos

Os acidentes por serpentes peconhentas representam sérios problemas para a saude
publica, principalmente nos paises tropicais, onde a freqiiéncia com que ocorrem ¢

particularmente alta, assim como a mortalidade por eles causada (PINHO; PEREIRA, 2001).

A mortalidade dos acidentados varia nas diferentes regides do mundo. Na Asia,
principalmente na India, Paquistdo e Birméania, ocorre em torno de 25.000 a 35.000 6bitos por
ano, sendo uma das serpentes mais importantes a Vipera russelli. Na Africa ocorrem de 400 a
1.000 mortes por ano e as serpentes que causam maior numero de acidentes sdo espécies do

género cobra (WOLFGANG et al., 1996).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, ocorrem, por ano, entre 19.000 a
22.000 acidentes ofidicos com um indice de mortalidade de 0,45%. A maioria destes

acidentes deve-se a serpentes do género Bothrops e Crotalus (BRASIL, 2001).
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No Ceara existem poucos trabalhos sobre ofidismo. Recente pesquisa realizada sobre
os acidentes ofidicos em nosso Estado mostrou que o maior numero de casos em humanos era

devido as serpentes do género Bothrops (ROCHA, 2008) (figura 4).

No periodo de 2001 a 2007 foram notificados no Ceard, 3877 casos de acidentes por
serpentes peconhentas. Foram mais acometidas as pessoas do sexo masculino (74.2%) e com
faixa etaria de 21 a 50 anos confirmando a consideragdo de que este tipo de acidente esta

relacionado a atividade agricola (ROCHA, 2008).

1.6%

Bothrops

87.6%

W Crotalus
Micrurus

B Lachesis

Figura 4 - Distribuicao dos acidentes ofidicos segundo o género da serpente envolvida.

Ceara, Brasil, 2001 a 2007
Fonte: Rocha (2008)

As alteragoes clinicas decorrentes dos acidentes por serpentes do género Bothrops
ocorrem tanto no local da picada como sistémica. A picada constitui-se em uma inoculagao
subcutanea ou intramuscular. A distancia interposta aos sinais da picada nem sempre se
correlaciona com as dimensdes da serpente e com a quantidade de veneno inoculada

(BRASIL, 2001; FRANCA, 2003).

As principais complicacdes locais descritas por acidentes botropico incluem a
formagdo de abscesso, necrose e sindrome compartimental (De ANDRADE et al., 1989;
JORGE et al., 1994; FRANCA; MALAQUE, 2003).
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Abscesso, celulite e erisipela podem ser observadas na regido da picada e resultam em
condigdes propicias ao crescimento de microrganismos, provocados em fung¢dao da agdo
inflamatoria aguda local somada a contaminacdo por bactérias da flora bucal das serpentes.
Bacilos gram-negativos, agentes anaerobios (Clostridium sp) e cocos gram-positivos,
encontrados na boca das serpentes, tém sido descritos como agentes causadores de infec¢ao

(JORGE et al., 1994).

A necrose geralmente se limita ao tecido subcutineo, mas pode comprometer
estruturas mais profundas como tenddes, musculos e ossos. O periodo de instalacdo €
variavel, na maioria dos casos, a partir do segundo dia apds o acidente. A intensidade e a
extensdo da necrose estdo fortemente relacionadas ao uso de torniquetes e outras intervengdes
bastante difundidas, porém extremamente prejudicial. A demora ente o acidente e o
tratamento soroterapico também podem agravar o caso (FERREIRA et al., 1992; MORENO
et al., 2005).

A sindrome compartimental ¢ uma complicagdo rara, porém quando ocorre necessita
de intervengdo rapida. E definida como aumento da pressio dentro de um compartimento
fechado, por onde transcorrem musculos, nervos e vasos, comprometendo a circulacdao
sangiiinea regional, resultando em anormalidades da fun¢do neuromuscular. Os venenos
botropicos propiciam o desenvolvimento da sindrome compartimental por provavel processo
inflamatério e hemorragico na regiao da picada. Localiza-se mais freqiiente nos dedos, lateral

da perna e regides dorsal e ventral do antebrago (FRANCA et al., 2003).

O envenenamento sisttmico humano por serpentes do género Bothrops,
freqiientemente resulta em incoagulabilidade sanguinea (SANO-MARTINS et al., 1994). Este
efeito deve-se, entre outros fatores, a acdo de serinoproteases que clivam os fibrinopeptideos
A e B do fibrinogénio promovendo uma deplegdo dos niveis de fibrinogénio sanguineo, € nao
ativa o fator XIII da cascata de coagulacdo, responsavel por promover ligagdes cruzadas entre

os monomeros de fibrina. (MARKLAND, 1998).

A insuficiéncia renal aguda. Possui patogénese multifatorial (REZENDE et al., 1989;
BOER-LIMA et al., 1999).
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Diversas alteragdes renais ja foram descritas como decorréncia do envenenamento
ofidico. Entre elas podemos citar glomerulonefrite glomerulite e nefrite intersticial (SANT;
PUNDARE, 1972), arterite e necrose tubular (SITPRIJA; BOONPUCKNAVIG, 1979),
necrose cortical ¢ insuficiéncia renal (RAAB; KAISER, 1966; HAVT et al., 2005). Entre os
demais o mais relatado tem sido a insuficiéncia renal (BARBOSA, 2006) Ainda foram
descritas a ocorréncia de hemattria, mioglobintria, hemoglobinuria e proteintria (SITPRIJA;

BOONPUCKNAVIG, 1979).

Amaral et al. (1985) estudando as altera¢des renais provocadas em acidentes humanos
com as serpentes Bothrops jararaca e Bothrops jararacussu descreveram a ocorréncia de
necrose cortical sem, contudo, desvendar sua patogénese. Os autores sugeriram entdo, que a
necrose cortical deveria ser causada por coagulagdo intravascular, acdo direta de enzimas
proteoliticas no endotélio vascular ou por espasmos nos vasos provocados por substancias

vasoativas.

Sintomatologia neuroldgica raramente ¢ atribuida aos acidentes causados por serpentes
do género bothropico. Sdo poucos os casos clinicos no qual ¢ diagnosticada a presenca de

alteragdes nervosas (BOCHENER; STRUCHINER, 2003; MISE, 2007).

1.6  Componentes do veneno do género Bothrops

As peconhas das serpentes do género Bothrops podem ser caracterizadas por trés
atividades fisiopatoldgicas complexas: Ag¢do proteolitica, mais bem definida como
inflamatoria aguda, agdo coagulante e acdo hemorragica. Diferentes toxinas podem atuar
sinergicamente para induzir um efeito, da mesma forma um unico tipo de toxina pode ter

varias atividades (ROSENFELD, 1971; FRANCA et al., 2003)

A atividade inflamatéria aguda ¢ causada por um conjunto de fragdes
bioquimicamente heterogéneas, com especificidades diversas, responsaveis pelos fendmenos
locais do veneno botropicos. As fragcdes do veneno, em geral, possuem atividade indireta,
induzindo ou liberando autacdides, como a bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos,
prostaciclinas, atuando de maneira complexa interligada. Uma tnica fragdo do veneno pode
liberar varias substancias com atividade inflamatéria (BEGHINI et al., 2008).
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A capacidade de ativar fatores de coagulagdo sangiiinea estd relacionada a substancias
capazes de ativar fibrinogénio, protombina e fator X ocasionando o consumo de fibrinogénio
e a formacdo de fibrina, induzindo a incoagulabilidade sangiiinea. A trombocitopenia pode
ocorrer nas primeiras horas e eventualmente persistir por dias. Existe uma variagdo na
intensidade da atividade coagulante em diferentes espécies e subespécies deste género

(NAHAS et al., 1979; Da ROCHA; FURTADO, 2005).

A atividade hemorragica pode ser atribuida as hemorraginas, metaloproteinas que
contém zinco. Estdo presentes na familia Viperidae por provavel gene ancestral comum. As
hemorraginas possuem capacidade de romper a integridade do endotélio vascular. Degradam
varios componentes da matriz extracelular, como coldgeno tipo 4, fibronectina e laminina.
Sdo potentes inibidoras da agregacdo plaquetaria. Seu possivel mecanismo de agdo esta
relacionado a degradacdo da lamina basal do endotélio, na microvasculatura, com ruptura
completa das células. Sdo descritos fatores hemorragicos no veneno de Bothrops jararaca, B.
neuwiedi e B. moojeni. (ASSAKURA et al., 1986;LOMONTE et al., 1994, KAMIGUTI et
al., 1994).

Sdo encontradas também nas pegonhas botropicas, metaloproteases com fungao
fibrinogenolitica, que geram incoagulabilidade sanguinea assim como as serinoproteases
anteriormente citadas. Estas clivam preferencialmente a cadeia A-a do fibrinogénio, seguida

da clivagem da cadeia B-b e raramente a cadeia g ¢ hidrolisada (MARKLAND, 1998).

1.6.1 As fosfolipases A, dos venenos de Bothrops

As fosfolipases A; constituem uma superfamilia de enzimas definidas por catalisar a
hidrolise do éster ligado a posicdo central (Sn-2) de glicerofosfolipideo de membranas
celulares liberando precursores de mediadores quimicos relacionados ao processo

inflamatorio. (BONFIN et al., 2008).

A forma extracelular ¢ constituida de 10 isoenzimas de baixo peso molecular,
dependentes de célcio para atuacdo e envolvidas em processos como producdo de
eicosandides e a inflamagcdo (LOMONTE, 2009). No processo fisiopatologico natural, as

fosfolipases estdo relacionadas a liberagdo do acido aracdonico e em conseqiiéncia os
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eicosanoides (prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos e lipoxinas) como também da

lisogliceril-fosforilcolina, precursor do fator de agregacdo plaquetaria (BONFIN et al., 2008).

Nas peconhas de serpentes as fosfolipases exercem atividades como: miotoxicidade,
inducdo da agregacdo plaquetaria, efeitos hemoliticos indiretos, edematogenicidade e efeitos

anticoagulantes (KINI; EVANS, 1992).

No veneno botropico podem ser encontrados diversos tipos de fosfolipases com
atividades  variadas:  neurotoxidade, miotoxidade, cardiotoxidade, citotoxidade,
proinflamatoria, coagulante e agregante de plaqueta. Muitas sdo dependentes de calcio para
atuar Na classificacdo geral das enzimas fosfolipases das serpentes as miotoxinas foram as

primeiras a serem identificadas (SAI-NGAM, 2008).

As miotoxinas fosfolipasicas foram classificadas quanto a presenca ou auséncia de
atividade neurotdxica. H4 uma homologia estrutural constante em cada grupo. As que nao
apresentam atividade neurotdxica possuem uma clara distingdo das que contém o acido
aspartico na posicao 49 “Asp49” e as com residuo de lisina na mesma posi¢ao “Lys49”. As
“Asp 49 sao as classicas fosfolipases que catalisam a hidrolise do éster ligado a posi¢cao Sn2
do glicerofosfolipideo. A Lys49 ¢ dita como uma variante, também denominada PLA2
(PLA2 simile), por serem estruturalmente semelhantes, mas destituida de atividade
enzimatica, contendo lisina na posi¢do do acido aspartico. Uma variante serina ocupando a
posicdo 49 Ser49 também ¢ destituida de atividade enzimatica (LOMONTE; ANGULO;
CALDERON, 2003). As caracteristicas destas duas formas, inativas, impedem a liberacdo do
acido graxo produzido apos a liberagdo do fosfolipideo, interrompendo o ciclo catalitico.
Contudo, o efeito mionecrdtico ocorre por uma via catalitica independente de atividade
enzimatica. In vivo esta a¢do ¢ acompanhada por edema, hiperalgesia, liberagdo de citocinas
proinflamatorias como a interleucina 6 , além de atividade letal quando injetada por via
endovenosa ou intraperitoneal em camundongos (LOMONTE; ANGULO;CALDERON,
2003).

As miotoxinas fosfolipasicas A2 sem atividade neurotdxica sd3o comuns em venenoso
crotalicos e botropicos, onde além de serem mais abundantes agem em doses maiores (alta
DL50) (SOARES et al., 2000; SOARES et al., 2001). Seu potencial mionecroético ¢ menor em
comparagdo com as fosfolipases com acdo neurotdxica, embora por sua quantidade na
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composi¢ao do veneno seja maior, tendo uma participacao central na produgdo da lesao e
destruicdo tissular causando a mionecrose (MOURA - DA-SILVA et al., 1991; LOMONTE;
ANGULO; CALDERON, 2003; TRENTO, 2001).

As fosfolipases com acdo neurotoxica estdo presentes na familia dos elapideos,
responsavel pelo efeito letal destas serpentes, agindo na jun¢do neuromuscular, em doses
muito baixas, com atividade pré-sindptica, podendo gerar lesdes na musculatura esquelética
em doses também inferiores (1 a 2 pg) No veneno crotalico a crotoxina, principal componente
toxico do veneno, também ¢ classificada como uma fosfolipase neurotoxica (PAHARI et al.,

2007).

Nos venenos de algumas serpentes do género botropico tém sido isoladas e
caracterizadas as agdes neurotoxicas de fosfolipases: Bothrops neuwiedi, (ZAMUNER, 1996)
Bothrops insulares (GOGO, 1998).

1.6.2 As lectinas dos venenos de Bothrops

As lectinas sdo definidas como proteinas com afinidade especifica para moléculas de
carboidratos, reconhecidas pela sua capacidade de aglutinar células (ANGULO; LOMONTE,
2008).

As lectinas de origem animal foram classificadas, inicialmente, quanto a necessidade
de calcio para atuar (lectinas calcio dependente). Atualmente sdo reconhecidas as dependentes
do radical sulfidril (lectinas tipo S) sendo a maioria especifica para radical -galactosideos
(DRICKAMER, 1993). Lectinas tipo C, que perderam a capacidade de se ligar a carboidratos
sdo encontradas somente nos venenos das serpentes. Sdo denominadas proteinas similes e sdo
metaloproteases com sua cadeia leve homologa as lectinas especificas para galactose.
Possuem acao contra fatores da coagulagdo, inibicao da agregacdo plaquetaria, e da trombina

(JEBALI et al., 2009).

No género bothrops foram isoladas lectinas de varias espécies: B. jararaca

(FUJIMURA et al., 1995); B. godmani (LOMONTE et al., 1990); B asper (RUCAVADO et
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al., 2005); B. jararacussu (KASSAB et al., 2004). B insulares (GUIMARAES et al. , 2004),
B pirajai (HAVT et al, 2005).

1.7 O veneno do género Bothrops e suas atividades nos sistemas fisiologicos

1.7.1 Toxicidade cardiovascular associada ao veneno Botropico

As alteragdes cardiovasculares sdo descritas no veneno de diversas espécies do género
botropico. O veneno dos viperideos, principalmente do género Bothrops, apresentam em sua
composi¢ao toxinas que deprimem a atividade cardiaca (RICARDO, 2008; SIFUENTES et
al., 2008).

A bradicinina foi detectada no plasma de animais ap6s a adi¢do de veneno da serpente
Bothrops jararaca. Esta descoberta fez parte de um estudo continuado, iniciado por Rocha e
Silva, em 1939, sobre choque circulatorio, enzimas proteoliticas e sua relagdo com a
toxinologia das picadas por serpentes peconhentas. A descoberta da bradicinina possibilitou
que, Sérgio Henrique Ferreira, um dos colaboradores de Rocha e Silva na Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, descobrisse um "fator potencializador da bradicinina" no veneno
botropico, que aumentava intensamente a duracdo ¢ a poténcia de seus -efeitos
vasodilatadores, com conseqiiente reducdo da pressado arterial (ROCHA e SILVA et al., 1949;
FERREIRA,1965; FERREIRA, 1992).

Diversos estudos descrevem as agdes pressoricas do veneno do género Bothrops
(FERREIRA , 1965; BRAGA, 2006; SILVA, 2008). As fragdes obtidas do veneno bruto das

serpentes do género também demonstram acao no sistema cardiovascular.

Comparando-se a atividade funcional entre fosfolipases A2 isoladas do veneno de
Bothrops jararacussu observou-se que somente um tipo apresentava atividade hipotensora

(MARCUSSI et al., 2003).

Estudos analisando a atividade bioldgica de lectina extraida do veneno de Bothrops

jararacussu, avaliado na pressdo arterial in vivo de ratos anestesiados demonstrou a presenga
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de atividade hipotensora (PANUNTO et al., 2006). Da mesma forma o veneno bruto de
Bothrops insulares no mesmo tipo de preparagdo mostrou uma redugdo da pressao arterial

sistémica sem altera¢des significantes na freqiiéncia cardiaca e respiratoria (BRAGA et al.,

2006).

A avaliacdo das alteragdes eletrocardiograficas em ofidismo ¢ pouco explorada.
Multiplos fatores influentes podem estar estabelecidos no paciente antes do acidente com a
peconha (cardiopatia prévia, distirbios hidroeletroliticos, drogas, entre outras), interferindo
nas analises eletrocardiograficas. Uma andlise do comprometimento cardiaco em acidentes
botropicos humano mostrou alteragdes eletrocardiograficas sugestivas de comprometimento
miocardico. As principais descritas foram: alteracdo difusa da repolarizagdo ventricular,

isquemia subepicardica e bloqueio de conducio (HERDOIZA, et al., 1983).

O veneno bruto de Bothrops jararacussu (2.5-10.0ug / ml) na perfusdo continua em
coragao isolado de rato induziu a diminuicdo na amplitude de contragdo cardiaca dose

dependente. A andlise da solu¢do do perfusato cardiaco mostrou um aumento na taxa de

creatinina induzida pelo veneno (SIFUENTES, 2008).
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1.6.4 Nefrotoxicidade associada ao veneno Botropico

A insuficiéncia renal aguda tem sido relatada como a causa mais freqliente de mortes
causadas por serpentes do género Bothrops. Diversas pesquisas descrevem a agao nefrotoxica
induzida pelo veneno das serpentes do género. Estes efeitos renais podem estar associados a
acoes de miotoxinas, lectinas e fosfolipases, dentre outros constituintes do veneno bruto das

espécies (BARBOSA et al., 2006; HAVT et al., 2005; BRAGA et al., 2006).

Estudos isolados sobre os venenos de Bothrops jararacucu e Bothrops moojeni ambas
nas doses de (3, 10 e 30 ng / mL) usando a preparacdo de perfusdo em rim isolado de ratos,
mostraram alteragdes semelhantes: uma diminui¢ao na pressao de perfusdo e na resisténcia

vascular renal com aumento na taxa de filtracdo de glomerular e o fluxo urinario. O transporte

tubular (sédio e potassio) também foi diminuido (HAVT, 2001; BARBOSA, 2002).

A analise de dois tipos de miotoxinas de Bothrops moojeni (Miotoxina I -Bmtx-I e
Miotoxina II-BmtxII) demonstrou que a primeira possuia a¢do semelhante ao veneno bruto
no sistema de perfusdo renal, porém Miotoxina II ndo apresentava nenhum efeito fisiologico
renal, com excec¢ao de uma diminui¢do no transporte de potassio. Esta inabilidade aparente de
Bmtx-II em induzir o efeito renal poderia ser explicada pela auséncia da lisina C-terminal.
Avaliando o efeito da Bmtx-I em vasos da microcirculagdo através da perfusdo em leito
vascular mesentérico, ndo demonstrou efeitos significativos, sugerindo que as alteragdes de
pressao de perfusao e resisténcia renal ndo aconteciam por efeitos diretos na vasculatura renal

(BARBOSA, 2006).

Alteragoes renais induzidas pelo veneno bruto de Bothrops pirajai ¢ uma lectina
(lectina tipo-C) no ensaio de perfusdo renal em ratos mostrou que ambos geravam redugdes na
pressdo de perfusdo, resisténcia vascular renal, fluxo urinério, taxa de filtracdo de glomerular
e transporte de sodio, potassio, observando que os principais efeitos renais eram devidos a

acdo da lectina (HAVT et al., 2005).

Boer et al. (2002) verificaram a presenga de uma atividade proteolitica do veneno de
Bothrops moojeni no glomérulo renal, responsavel pela instalagdo da faléncia renal aguda

presente nas manifestagoes clinicas apos acidentes com serpentes do género.
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1.7.2 Neurotoxicidade associada ao veneno Botropico

As serpentes do género Bothrops apresentam toxicidade menor se comparada a outros
géneros peconhentos, como o crotalico, porém seu veneno ¢ capaz de deixar seqiielas locais
visiveis, geralmente ndo neutralizadas de modo eficiente pelos antivenenos, ainda que seja

administrado logo apos o acidente (BEGHINI et al., 2005).

A agdo neurotoxica pré-sindptica é bem estabelecida para os géneros de serpentes
Crotalus e Micrurus (BUSH; SIEDENBURG, 1999). Historicamente considerou-se que
venenos botrdpicos s6 possuiam acdo pds-sindptica e efeitos miotoxicos. Porém, alguns
estudos também sugerem uma acgao pré-sinaptica para estes venenos. Bothrops neuwiedi esta
relacionada entre as espécies do gé€nero com atividade neurotdxica mais bem relatada.

(ZAMUNER et al., 1996; BORJA et al., 2002; RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004).

Atividades neurotoxica e miotoxica de venenos de Bothrops neuwiedi, provenientes
de regides diferentes do Brasil mostraram um bloqueio neuromuscular irreversivel; 15 dos 16
lotes de veneno estudado ndo aboliram respostas a acetilcolina (110uM) a baixas
concentragdes (10-20 pg / ml.), mas bloquearam respostas a KCI (13.4mM). Nas
concentragdes de 5-20 pg / ml, o veneno mais ativo bloqueou a contragdo sem respostas
significantes para acetilcolina ¢ KCI, sugerindo uma agao pré-sinaptica. Porém nem todas as
subespécies de B. Bothrops neuwiedi apresentaram atividade neurotdxica significante em

preparagdes de musculo isolado (BORJA et al., 2002).

Um estudo comparativo dos efeitos do veneno bruto de trés subespécies de Bothrops
neuwiedi: B.n.goyazensis, B.n.paranaensis e B.n.diporus sobre a jungdo neuromuscular de
ave (musculo biventer cervicis) e de mamifero (nervo frénico-diafragma de camundongo),
demonstrou atividade maior em preparagdes de mamifero. Na concentragdo de 50 pg a 37°C,
na preparagdo de ave, o veneno de B.n.goyazensis exibiu maior atividade. No entanto, a 22°C,
o veneno de B.n.diporus exibiu maior atividade, demonstrando que esses venenos atuam de

maneira diferenciada sobre a jun¢do neuromuscular. (ABREU, 2004)

Os efeitos neuromusculares do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis foram
estudados através de preparacdes biventer cervicis de aves e nervo frénico-diafragma de
camundongo observando uma a acdo neurotoxica, preferencialmente em sitios pré-sinapticos
com atividade farmacologica relacionada a sua atividade enzimatica. Neste trabalho observou-
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se que o efeito neurotdxico induzido pelo veneno de B. n. pauloensis esta relacionado a
presenca de PLA2s miotdxicas. (RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004; DURIGON et al.,
2005).

Rodrigues-Simioni et al. (2004), avaliando as agdes pré-sinapticas de venenos de
Bothrops (B. insularis e B. neuwiedi) demonstraram que venenos botropicos podem conter

componentes que agem presinapticamente, com semelhangas com o complexo crotoxina,

Acgdo do veneno de Bothrops lanceolatus (espécie encontrada na Ilha da Martinica,
América Central) foi avaliada na jun¢do neuromuscular e no musculo esquelético de
camundongos, a uma dose pré-estabelecida de 20 pg/ml na qual induziu aumento inicial das
contragcdes musculares ¢ o aparecimento de contragdes espontaneas (efeitos pré-sinapticos)
seguido por bloqueio neuromuscular de 70 % em 182,6 + 15,7 min. A Neostigmina e a 4-
aminopiridina antagonizaram o bloqueio produzido pelo veneno, nessa preparagdo, sendo que
com a Neostigmina o antagonismo foi parcial (64,4% =+ 9,2). Utilizando-se a estimulagdo
elétrica direta, o veneno na dose estudada ndo alterou a amplitude da resposta contratil,
confirmando que sua agdo provavelmente se dd na jun¢ao neuromuscular e ndo nas fibras
musculares da preparacdo. Nas preparacdes de diafragma cronicamente desnervado de
camundongos, a contratura induzida pela adi¢do de acetilcolina foi inibida pelo veneno,
sugerindo uma agdo nos receptores colinérgicos nicotinicos pds-sindpticos. Embora esse
veneno tenha apresentado tanto efeitos pré como pds-sinapticos, nos experimentos "in vitro",

com a dose estudada, os efeitos pos-sinapticos sao mais evidentes (ARAUJO, 2008).

O peptideo potencializador de bradicinina BPPs isolado do veneno da serpente
Bothrops jararacussu possui atividade em receptores nicotinicos, possivelmente envolvido
em seu efeito anti hipertensivo (NERY , 2008). Extraido da mesma espécie de serpente o
Bothropstoxin-I ¢ uma fosfolipase com atividades miotdxica e neurotoxica.Em estudos
realizados com esta fosfolipase em preparagdes de nervo frénicos diafragma adicionadas com
manganés observou-se a presenca de atividade pré-sinaptica, antes referida somente para

serpentes dos géneros Micrurus e Crotalus (RODRIGUES-SIMIONI, 2004)
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A determinacdo do mapeamento das caracteristicas estruturais de fosfolipases com
acdo neurotoxica de serpentes mostra que partes diferentes da molécula de toxina sdo

envolvidas em passos distintos desta acdo (PRIJATELJ, 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

O veneno extraido das glandulas das serpentes tem propiciado a descoberta de
diversos mecanismos farmacologicos, além de apresentar uma diversidade de substincias com
potenciais a serem desvendados. Devido a alta especializagdo e caracteristicas peculiares de

cada grupo, tém sido alvo para descoberta de substancia ativas para medicina,

O género Bothrops possui algumas das espécies mais importantes do ponto de vista
médico, tanto pela porcentagem predominante dos acidentes ofidicos registrados quanto pelo

seu potencial farmacologico.

Apesar de compor um dos géneros mais importantes ¢ bastante estudados na familia
dos viperideos, Bothrops marajoensis ¢ uma espécie ainda pouco conhecida. Sdo escassos os
estudos com relacao a sua biologia e a toxinologia do seu veneno e fragoes. (WOLFGANG et

al., 1996).

Santos et al. (2004), demonstraram atividade nucleotidica do veneno bruto de
Bothrops marajoensis sobre DNA de esperma de salmdo. Recentemente, TORRES, et al.,
2008 descreveram sua capacidade em inibir o crescimento de bactérias, especialmente da
bactéria gram-positiva S. aureus, mas ndo apresentou qualquer inibi¢do sobre as cepas de E.
coli, C. albicans e P. aeruginosa. Galbiatti (2006) isolou deste veneno uma fosfolipase A,

com atividades miotoxica e neurotoxica, porém nao quantificaram essa agao.

O estudo avaliando a atividade do veneno bruto de Bothrops marajoensis e suas
fragdes no sistema cardiorrenal e neuromuscular representa um trabalho inétido, contribuindo

para descoberta de novas perspectivas para uso na medicina.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do nosso trabalho foi avaliar a toxicidade cardio-renal e neural, do

veneno da serpente Bothrops marajoensis e de suas fragdes.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade cardiovascular induzida pelo veneno de Bothrops marajoensis
através de alteragdes eletrocardiograficas e na pressdo arterial de ratos, submetidos a

administracao do veneno e suas fracgoes.

Analisar o efeito do veneno no sistema de perfusdo de coragdo isolado e de atrio

isolado.

Avaliar a acdo do veneno em vasos de resisténcia através da perfusdo em leito vascular

mesentérico.

Avaliar a nefrotoxicidade induzida pelo veneno bruto de Bothrops marajoensis e suas

fragdes (PLA ; e lectina) no sistema de perfusao renal de rato.

Avaliar a neurotoxicidade induzida pelo veneno bruto de Bothrops marajoensis e suas
fragdes na juncdo neuromuscular esquelética através de preparacdo do nervo frénico-

diafragma de camundongo.

Analisar os efeitos na neurotransmissao autondémica in vitro das alteragdes induzidas

pelo veneno e suas fragdes (PLA ;e lectina)

Diferenciar acdes poOs-sindpticas das alteragdes pré-sinapticas na neurotransmissao

autondmica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais

Ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300g ou camundongos 30 a 35 g oriundos
do biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceard. Os animais
foram mantidos em jejum por 12 horas antes do experimento com agua “ad libitum”. Foram

seguidos todos os protocolos éticos de pesquisa com animais.

4.2 Procedimentos com o veneno de Bothrops marajoensis

O veneno de Bothrops marajoensis e suas fragdes foram gentilmente cedidos pelo
professor Marcus Hikari Toyama, da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

(Campus do Litoral Paulista, Sdo Vicente) (UNESP), para realizagdo dos ensaios biologicos.

Inicialmente o veneno foi liofilizado.As purificacdes das fracdes do veneno de foram
realizadas utilizando uma combinag¢do de filtragdo em gel Shephadex e cromatografia de fase
reversa (HPLC) com reagentes da Sigma Aldrich Chemical, Waters, Applied Biosystem,

Pierce and Bio Rad, conforme descrito por Toyama et al. (1995).

4.3 Avaliacao da toxicidade Cardiovascular

4.3.1 Pressio Arterial

Ratos Wistar, machos, pesando de 250-300 g foram submetidos a jejum de 24 horas
sendo depois anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg) e submetidos a
cirurgia.Secionou-se a linha mediana da regido cervical, com isolamento das glandulas
pardtidas direita e esquerda, aprofundando a incisdo até a traquéia. Apos divulsdo marginal
deste orgdo, foi identificado o feixe vasculo nervoso de onde foi isolada a artéria cardtida
esquerda, preservando sempre o nervo Vago. Seguiu-se entdo a canulacdo desta artéria para

registro da pressao arterial média.Semelhante manobra foi realizada afim de canular a veia
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jugular externa com o propdsito de injetar as substancias testes e os padroes. Os registros das
experiéncias foram realizados com transdutores P23 Statham (Gould, Oxnard, CA, EUA)
acoplados a um poligrafo Narco BioSystems (4-DMB, Houston, TX, EUA). Antes do inicio
das experiéncias procedeu-se a calibragdo do instrumento utilizado como padrdo um

mandmetro de mercurio numa escala de 50 a 250 mmHg.
A pressao arterial média foi calculada segundo a equagdao: PAM: PD + (PS — PD)/3
Onde PAM — Pressdo arterial média; PD — pressao diastolica; PS — Pressao sistolica.

O veneno bruto de Bothrops marajoensis foi testado nas doses de 0.3, 1, 3,10,30, 100
e 300 p g/kg, e observada sua resposta pressora. Em outro grupo, para avaliar se efeitos
hipotensores obtidos eram oriundos de reflexo do tipo Bezdld-Jarisch por agdo do veneno em
quimioceptores ventriculares, realizou-se 0 mesmo procedimento, em animais atropinizados
(1ng/kg de atropina). O procedimento foi realizado até que um bloqueio positivo fosse obtido,
ou seja, 80% ou mais de diminui¢do da resposta ao agonista. O veneno de Bothrops
marajoensis foi utilizado na dose de 100u g/kg, e observada sua resposta pressora.

Também se avaliou no mesmo sistema a acdo de duas fosfolipases, miotoxinas

basicas, e uma lectina isoladas do veneno bruto de Bothrops marajoensis.

4.3.2 Perfusao de Coracao Isolado (LANGENDORFF, 1898)

Ratos machos, Wistar, pesando entre 250 e 350 g apds submetidos a anestesia com
pentobarbital sodico(50mg/kg), foram  decapitados 20 minutos apos heparinizacao
(500UI/kg). O térax foi aberto e o coragdo banhado com solu¢do perfusora. A aorta foi
canulada acima da valvula adrtica e assim iniciada a perfusdo retrégrada com a solucio de
Krebs-Henseleit tamponada com bicarbonato. O pH da solucdo foi ajustado para 7,4 e
equilibrado com 95% O2 — 5% CO2 a uma temperatura de 37° C. A concentracdo final de sais
no tampao foi de (g/l): NaCl 6.7, NaHCOs 2.1, KCI 0.37, KH,PO4 0.17, MgSO4 H,O 0.144,
CaCl, H,00.154, e glicose 0.65.

As variagdes de pressdo foram lidas através de um transdutor de pressao (P23
Statham) ligado ao sistema. A forg¢a isométrica de contracdo foi medida através de um
transdutor de for¢a (model F60, Narco BioSystems) conectado a um poligrafo de quatro

canais (Narco Biosystems). Os coragdes foram montados sob uma tensdo de 2 g. A freqiliéncia
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e ritmo cardiaco foram acompanhados através do registro continuo das contracdes
espontaneas. O coragdo foi perfundido por meio de uma bomba peristaltica (Watson-Marlow)
e o fluxo de perfusdo mantido em 12 ml/min (figura 5). O veneno bruto de Bothrops

marajoensis foi utilizado nas doses de 0.3, 1, 3,10 e 30u g/ml.
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Figura S - Figura esquematica do sistema de perfusio cardiaca em ratos

Nota: Ao centro compartimentos interligados por mangueira de perfusdo (1); (2) mangueira
lateral; (3) mangueira peristaltica, (4) cilindro de carbogénio; (5) mangueira para conducao do
carbogénio; (6) mangueira para circulacio da solugdo; (7) canula para aorta; (8) e (9)
resisténcia; (10) fonte de tensao; (11) transdutor de pressao

Fonte: Colugnati et al. (2005)

4.3.3 Atrio isolado (VAN ROSSUM, 1963)

O tecido foi obtido de ratos machos, Wistar, pesando entre 300 e 350 g apos
submetidos a anestesia com pentobarbital sodico (50mg/kg), os atrios direitos foram
incisados, montados verticalmente em banhos com capacidade de 5 ml e superfundidos com
solugdo de Krebs-Henseleit (pH 7.4) mantido a uma temperatura de 37° C e aerado com
carbogénio. A concentragdo final de sais no tampao foi de (g/l): NaCl 6.7, NaHCOs 2.1, KC1
0.37, KH,PO4 0.17, MgSO4 H,0O 0.144, CaCl, H,O 0.154, e glicose 0.65. As pecas isoladas
foram conectadas, sob tensdo inicial de 2g, a um transdutor de for¢a (Narco Biosystems) de

registro isométrico em poligrafo, mantidas em equilibrio por uma hora com lavagens a cada
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15 min, antes da execucdo do experimento. O veneno bruto de Bothrops marajoensis foi

utilizado nas doses de 0.3, 1, 3,10 ¢ 30 p g/ml.

4.3.4 Atividade eletrocardiografica

Ratos Wistar, machos, pesando de 250-300 g foram submetidos a jejum de 24 horas ,
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg) e submetidos a avaliagdo

eletrocardiografica.

Os animais foram mantidos em decubito dorsal e canulada veia jugular para injecao do
veneno. Eletrodos bipolares foram implantados subcutaneamente (derivagdo II), acoplados a
um aparelho eletrocardiografico (EKA-8 Burdick) de registro de pena. O registro foi realizado

antes, apds a administragcdo de salina e ap6s administragao do veneno 100ug/ kg.

A andlise do registro foi feita pela observacdo da duracdo dos intervalos dos

segmentos, Q-T e P-R e andlise qualitativa.

4.3.5 Perfusao em leito vascular mesentérico

O mesentério foi perfundido em sistema aberto (figura 6 ) com solu¢dao de Krebs
contendo: 114.0mM de NaCl; 4.96mM de KCI; 1.24mM de KH,PO4 0.5mM ode
MgS0,4.7H,0; 24.99mM de NaHCOs; 2.10mM de CaCl,.2H,0; e 3.60mM de glicose. A
solucdo foi mantida a 37°C e o leito foi perfundido a um fluxo constante (4mL/min) enquanto
a variagdo da pressdo foi mensurada pela média das pressoes de perfusdo através de um
transdutor (Statham P23, Gould, Oxnard, CA, USA) conectado ao sistema. As variagdes na
pressdo de perfusdo foram continuamente registradas por um fisiografo de quatro-canais
(Narco BioSystems, Houston, TX, USA). A integridade funcional do endotélio foi testada em
leitos pré-contraidos com fenilefrina (0.1 micromolar) apds adicdo de acetilcolina ( 0,1
micromolar). A resposta vasodilatadora correspondente a mais de 50% do valor pressorico
induzido por fenilefrina era considerada na presenca de endotélio funcional. A seguir, o leito
era lavado com solu¢do de Krebs-Henseleit sem fenilefrina. Ap6s um periodo de repouso de
30 minutos o leito foi novamente pré-contraido com fenilefrina (I micromolar) e
concentragoes crescentes (0.1, 1 ¢ 100 uL/mL) do veneno bruto de Bothrops marajoensis ou

salina (isovolumetricamente) foram injetadas no sistema em intervalos constantes de 3 min. A
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vasodilatacdo foi expressa com percentual de queda em relagdo ao incremento pressorico

induzido por fenilefrina (considerado como 100%).

Solugio de

Mandmetro Krebs oxigenada

Condensador 37"

Registro
fiziografico

62
Bomba

Filtro perfusora

Adaptador p/ infusdo dos
venenos

Leito vascular

Figura 6 - Desenho esquematico do sistema de perfusdo de leito vascular mesentérico
Fonte: Braga (2006)

4.4 Avaliaciao da nefrotoxicidade

4.4.1 Perfusao renal

Ratos Wistar machos, pesando entre 250-350g foram anestesiados com pentobarbital
sodico (50 mg/Kg) e preparados para nefrectomia. Injetou-se 3ml de manitol a 20 % na veia
femural, com intuito de melhorar o acesso cirargico ao ureter. Apos anti-sepsia do abdomen,
realizou-se a incisdo com base na linha Alba, o ureter foi isolado e canulado com tubo de
polietileno (PEsy), a artéria renal foi canulada e a mesentérica superior ocluida em seu lado
direito e pingado no seu lado esquerdo. Com pequeno corte em seu tecido introduzimos a
canula por 3 a 5 mm e fixou-se a canula a artéria. Logo a seguir, o 6rgao foi isolado com

pingas e seccionado, promovendo a retirada do rim e ureter.

Os rins foram perfundidos com a solu¢do de Krebs-Henseleit modificada, contendo
albumina bovina 6g%: NaCl 138g, KCl 7g, NaH,PO4 . H>O 3,2g, MgSO4. 7 H,O 5,8g e

Uréia 10g. 48 horas antes dos experimentos, 100mL desta solugdo foi separada e acrescidos
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NaHCOs = 4,2g, CaCl, . 2 H,0 = 0,74g, glicose = 2g, e penicilina G potéssica cristalina =
0,05g. Em seguida, o volume foi completado para 2000mL com agua bidestilada. Foi retirado
300mL desta solucdo, na qual foi adicionada albumina bovina (6g%). Em seguida, solug¢ao
com albumina foi dialisada, com objetivo de retirar substancias contaminantes. Nos demais
grupos foram utilizados os mesmos procedimentos do grupo controle até os 30 minutos de
perfusdo, apos este periodo foi adicionado em 100 ml da solucdo, contendo o veneno ou suas
as fragoes liofilizadas (diluidos em 1 ml de solugdo salina 0,9%) e adicionadas ao sistema,

ficando com a dosagem final de 0.03,0.3 e 3ug/ml.

—
Manémetro
;
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Céanula
Arterial
—
Coletor
de urina
Urina
Condensador Fluxdmetro
0,/co,
Oxigenador
Bomba
—
L
Banho Maria
Seringa

Figura 7 - Representagdo grafica do sistema de perfusdo de rim isolado com recirculagao
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Os experimentos foram iniciados apos a adaptacdo do 6rgdo ao sistema de perfusao
num tempo de aproximadamente 20 minutos. O tempo total de perfusdo do 6rgao foi de 120

minutos. Durante esse periodo, foram observados as medidas do fluxo e pressao de perfusao.
4.4.1.1 Avaliacao bioquimica de perfusatos e urinas

Foram realizados testes bioquimicos de dosagem de sodio e potassio, pelo método de
fotometria de chama (Flame photometer - modelo 443IL). As dosagens de cloro foram
realizadas seguindo o método descrito pelo kit do fabricante Labtest. A inulina foi dosada a
partir do mesmo material, através de hidrolise direta. Finalmente foi medida a osmolaridade
das amostras com um osmdmetro (vapor Pressur osmometer - modelo 5100c ESCOR). Todas
as andlises bioquimicas foram realizadas na Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade

Federal do Ceara.

4.4.1.2 Calculo dos parametros funcionais renais

Foram utilizadas as seguintes formulas para determinacao dos parametros funcionais

renais :

1. FU (mL.g". min™") = Fluxo urinario FU = (Peso do volume urinario / Peso do rim
esquerdo) x 10 (admitiu-se que a urina possui a mesma densidade da dgua)

2. PP (mmHg) = Pressao de perfusao. Leitura em manometro

3. RFG (mL.g".min") = Ritmo de filtracio glomerular RFG = (DOU in / DOP in x FU)
onde DOU in = densidade otica da inulina na urina e DOP in = densidade otica da inulina no
perfusato

4. FPR (mL.g".min") = Fluxo de perfusio renal (registrado a cada 10 min/peso do
rim/intervalo de tempo)

5. RVR (mmHg/mL.g-'.min") = Resisténcia vascular renal RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNa'= (uEq.g”". min™") = Sédio filtrado FNa" = RFG x PNa" (PNa" = Concentragio de
sodio no perfusato)

7. ENa*= (uEq.g™". min™) = Sédio excretado ENa" = FU x UNa" (UNa'= Concentragio de

sodio na urina)
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8. TNa'= (qu.g']. min™) = Sédio transportado TNa" = FNa"- ENa"

9. %TNa" = Percentual de sédio transportado%TNa = TNa"x 100/ FNa"

10.Cosm (mL.g'l.min'l) = Clearance osmotico [Uosm / Posm] x FU (onde Uosm =
Osmolaridade urinaria e Posm = Osmolaridade do perfusato)

11. FK* (uEq.g”. min™) = Potassio filtrado FK™ = RFG x PK" (PK" = concentragdo de
potéssio no perfusato)

12. EK' (uEq.g”. min™") = Potassio excretado EK" = FU x UK™ (UK" = Concentragio de
potassio na urina)

13. TK" (uEq.g™". min™) = Potissio transportado TK" = FK" x EK"

14. %TK" (uEq.g”. min™) = Percentual de potassio transportado %TK" = TK" x 100 /
FK"

15. TC1~ (uEq.g". min™) = Cloro transportado TCl ~ =FCl  x ECl -

16. % TCl ™~ (uEq.g”'. min™) = Percentual de cloro transportado % TCl =TCl x 100 /F
TCl™

4.5 Avaliacao da neurotoxicidade

4.5.1 Nervo Frénico de Diafragma de ratos (BULBRING, 1946)

Ratos machos, Wistar, pesando entre 250 e 350 g depois de submetidos a anestesia
com pentobarbital sddico (50mg/kg) ,foram intubados para ventilagdo mecanica e submetidos
a cirurgia para excisao do hemidiafragma e nervo frénico (Biilbring, 1946). Apds incisao da
linha Alba a cavidade torécica, nervo frénico foi isolado com auxilio de uma pinga de vidro,
da inser¢do no diafragma até a base do coragdo. O hemidiafragma esquerdo e o nervo frénico
foram isolados e montados em banhos para registro isométrico. Apos estabilizacdo em
solugdo de Krebs-Henseleit (pH da solucdo ajustado para 7.4 e equilibrado com 95% O2 —
5% CO; a uma temperatura de 37° C) e concentragdo final de sais no tampao de (mmol/l):
NaCl 113.8, NaHCO; 22.0, KCI 4.7, KH,PO4 1.2, MgSO4 7 H,O 1.1, CaCl, 2 H,O 2.5, ¢
glicose 11. O nervo foi estimulado com pulsos submaximos de onda quadrada(0,2 ms: 0,1
HZ) por estimulador GRASS (Grass, Quincy, Massachusssets, USA). Curvas dose- resposta

(0.01 a 300 ug/ml) do veneno bruto de Bothrops marajoensis foram obtidas.
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4.5.2 Canal deferente de camundongos

Camundongos swiss albinos, machos, pesando de 30-35 g foram sacrificados por
deslocamento cervical. Realizou-se incisdo abdominal média com disseca¢do de ambos os
canais deferentes a partir da cauda do epididimo até a prdostata. Um segmento de
aproximadamente 1 cm de comprimento, livre de tecido adiposo, foi retirado de cada por¢ao
prostatica. Ambos os fragmentos foram montados verticalmente em banhos isométricos sob
tensdo de 0.25g em cuba organica de 5 ml de volume contento solugcdo de Krebs-Henseleit
livre de Mg*+, com pH 7.4, com seguinte composi¢do: NaCl 118 mM, KCL 4.75 mM, CaCl,
54Mm, KH,POH4 0,93mM, NaHCO; 24mM, Glicose 11mM, EDTA 0,027mM. e &cido
ascorbico 0,1 mM. O meio foi mantido a 37 °C e aerado com 95% O, e 5% CO,. Os tecidos
foram submetidos por campo elétrico transmural 20V, 0,4Hz e 0,5m:s.

O veneno bruto de Bothrops marajoensis e suas fragdes PLA; (tipo 1 e tipo 2) e lectina
foram testados de forma isolada, nas doses de (10ng a 30ug/ ml) adicionados de forma
crescente. As fosfolipases também foram analisadas associadas para avaliar um possivel
efeito sinérgico. Em outro ensaio Ioimbina (10uM) foi adicionada ao banho na resposta
maxima do efeito causado pelo veneno. Num terceiro experimento avaliou-se a possibilidade
de efeito pds-sinaptico através da contragdao obtida por noradrenalina (NA; 10uM), ATP (30
uM) ou carbacol (Cch; 10 uM) em Krebs normal e enriquecido com guanetidina 10uM e

fentolamina 100puM.

4.6 Analises estatisticas

Os resultados foram mostrados como média + erro padrdo em cada grupo. Diferencas
entre os grupos foram comparadas utilizando teste t de Student ou Analise de Variancia
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni considerando-se como ponto de corte uma

probabilidade de ocorréncia da hipdtese nula de 5% (p<0,05).
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4.7 Aspectos éticos

Este Projeto foi devidamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais

da Universidade Federal do Ceara, atendendo a todas as normas de cuidados com animais.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da toxicidade Cardiovascular

5.1.1 Pressao Arterial

A resposta pressora do veneno bruto de Bothrops marajoensis utilizando as doses de
1, 3, 10, 30, 100 pg/kg, demonstrou uma diminui¢do da pressdo arterial média (100 pg/kg,
31,6 £5,3 mmHg) e da freqiliéncia cardiaca (100 pg/kg, 66,9 + 5,4 bpm), sem alteragcdes
significativas na freqliéncia respiratoria (figuras 8, 9 e 10 respectivamente). Os mesmos
experimentos realizados em ratos atropinizados (lpug/kg de atropina) demonstraram a
permanéncia da queda pressorica (figurall) e da freqliéncia cardiaca (figural2). A variacao
da pressdo arterial média com veneno foi de -73,9 + 15,6 mmHg; dose de 100 pg/kg e em
ratos atropinizados -72,9+ 11,7 mmHg, na mesma dose. A freqiiéncia cardiaca registrada na
maior dose do veneno bruto (100 pg/kg) foi de 66,9 £15 bpm e 67,717 bpm nos animais
atropinizados. Nao houve alteragcdo na freqiiéncia respiratdria nos ratos atropinizados (97,9 +

9,6 mim veneno bruto, com atropina 98.3% 7.4 mim) (figural3).

As respostas pressoricas obtidas com a administracao de duas fosfolipases (PLA; tipo
1 e tipo 2) isoladas do veneno bruto de Bothrops marajoensis demonstraram que ambas
reduziram a pressdo arterial média (figuras 14 e 17) e a freqiiéncia cardiaca (figuras 15 e 18),
sem alteracdes significativas na freqliéncia respiratdria (figuras 16 e 19). Porém a fosfolipase
tipol demonstrou uma agdo depressora mais intensa tanto na freqiiéncia cardiaca (100 pg/kg,
65 + 5 b.p.m) como na pressao arterial média (100 pg/kg ,30,3 + 3,4 mmHg) quando compara
a fosfolipase tipo 2 (300 ng/kg ,45,4 £ 54 mmHg; 76,8 £5,4 b.p.m). A adigdo das duas

fosfolipases no mesmo ensaio ndo demonstrou acao sinérgica ou aditiva.

A administragdo de uma lectina extraida do veneno bruto de Bothrops marajoensis
utilizando as doses de 1, 3, 10, 30, 100 e 300p g/kg demonstrou ac¢do depressora da freqiiéncia
cardiaca (100 pg/kg 82,9 + 9,6 b.p.m) e da pressao arterial média (35,6 = 8,1 mmHg) sem
alteracOes significativas na freqiiéncia respiratoria(controle: 32,09 + 0,9 movimentos
inspiratorios por minuto; Bmj:300 pg/kg , 35,6 £ 8.1 movimentos inspiratoérios por minuto)

(figuras 20, 21 e 22 respectivamente).

57



120+

—=— Bmj
100 &———/ , o+~ ——salina
§ 80
£
£ 604
o\ *
2 40 *
o
20+

C L) L) L) L) L) L)
N ) o O ! !

~ > S o
Concentracgdo (ng/ml)

Figura 8 — Efeito na pressdo arterial média em ratos tratados com o veneno bruto de Bothrops
marajoensis (Bmyj) utilizado nas doses 1, 3, 10,30 ,100 e 300 u g/kg. *p<0.05, (n=6).
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Figura 9 - Freqiiéncia cardiaca em ratos tratados com veneno bruto de Bothrops marajoensis
(Bmyj) utilizado nas doses de 1,3,10,30,100 e 300 p g/kg .*p<0.05,(n=6).
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Figura 10 - Avaliagdo da freqliéncia respiratdria em ratos tratados com veneno bruto de
Bothrops marajoensis (Bmj) utilizado nas doses de 1, 3, 10, 30, 100 ¢ 300 ug/kg .*p<0.05,
(n=6).
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Figura 11 - Variacdo da pressdo arterial média em ratos atropinizados, 1pg/kg de atropina,
apos administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis (Bmj) na dose de 100 pg/kg
#p<0.05, (n=6).
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Figura 12 - Avaliagdo da freqiiéncia cardiaca em ratos atropinizados, 1pg/kg de atropina,
apos administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis (Bmj) utilizado na dose de 100

pg/kg *p<0.05, (n=6).
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Figura 13 - Avaliacdo da freqii€ncia respiratoria em ratos atropinizados, 1pg/kg de atropina,
apos administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis (Bmj) utilizado na dose de 100
pg/kg *p<0.05, (n=6)
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Figura 14 - Avaliacdo da pressdo arterial média em ratos apos administracdo da fosfolipase
tipol (1, 3, 10, 30, 100 e 300 pg/kg) isolada do veneno bruto de Bothrops
marajoensis.*p<0.05, (n=6)
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Figura 15 - Avalia¢do da freqiiéncia cardiaca em ratos apds administragdo da fosfolipase
tipol (1, 3, 10, 30, 100 e 300 pg/kg ) isolada do veneno bruto de Bothrops

marajoensis.*p<0.05, (n=6)
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Figura 16 - Avaliacdo da freqiiéncia respiratdria em ratos apds administracdo da fosfolipase

tipol(1, 3, 10, 30, 100 e 300 pgkg ) isolada do veneno bruto de
marajoensis.*p<0.05, (n=6)
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Figura 17 — Avaliagcdo da pressdo arterial média em ratos apds administracdo da fosfolipase
tipo 2 (1 ,3 ,10 ,30 ,100 e 300 pg/kg) isolada do veneno bruto de Bothrops

marajoensis.*p<0.05,(n=6)
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Figura 18 — Avaliacdo da freqiiéncia cardiaca em ratos apds administragdo da fosfolipase tipo

2 (1,3,10,30,100 e 300 ug/kg) isolada do veneno bruto de Bothrops marajoensis.*p<0.05
,(n=0)
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Figura 19 - Avaliagdo da freqiiéncia respiratoria em ratos apds administracdo da fosfolipase

tipo 2 (1, 3, 10, 30, 100 e¢ 300 pg/kg) isolada do veneno bruto de Bothrops
marajoensis.*p<0.05,(n=6)
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Figura 20 - Avaliacdo da pressdo arterial média em ratos apds administracao da lectina (1,3,
10, 30, 100 ¢ 300 pg/kg) isolada do veneno bruto de Bothrops marajoensis.*p<0.05, (n=6).
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Figura 21 - Avaliacdo da freqiiéncia cardiaca em ratos apds administragdo da lectina (1, 3,
10, 30, 100 ¢ 300 pg/kg) isolada do veneno bruto de Bothrops marajoensis.*p<0.05, (n=6)
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Figura 22 - Avaliagdo da freqii€ncia respiratoria em ratos apds administragdo da lectina (1,3,
10, 30, 100 ¢ 300 ug/kg ) isolada do veneno bruto de Bothrops marajoensis.*p<0.05, (n=6)

5.1.3 Perfusio de Coracio Isolado

Apds administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis utilizado nas doses de 0,1, 0,3,
1, 10 e 30 pg/mL, na perfusdo de coracdo isolado de ratos observou-se uma diminui¢do na
forca de contragdo miocardio (31.7+13.2%) (figura 23), acompanhada de um aumento da
pressdo de perfusdo (27.5% £3.6 a 92.7% + 24 mmHg), (figura 24) sem altera¢des no fluxo

coronariano ( figura 25).
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Figura 23 - For¢a de contragdo miocardio, apos administragdo do veneno bruto de Bothrops

marajoensis (BMJ) nas doses de 0.1, 0.3, 1 ,3,10 e 30ug/mL, na perfusdo de coragao isolado
de ratos *p<0.05,(n=6)
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Figura 24 - Pressdo de perfusdo apods administracio do veneno bruto de Bothrops

marajoensis (Bmj) nas doses de 0.1, 0.3, 1,3 ,10 e 30ug/mL, na perfusao de coragdo isolado
de ratos *p<0.05,(n=6).
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Figura 25 - Fluxo de perfusdo coronariano apds administragao do veneno bruto de Bothrops

marajoensis (Bmj) nas doses de 0.3, 1, 3,10,30 ¢ 100u g/kg, na perfusdo de coragdo isolado
de ratos *p<0.05,(n=6)

5.1.3 Atrio isolado

Avaliacdo da atividade do veneno bruto de Bothrops marajoensis nas doses de 0.3, 1,
3,10 e 30 pg/ml em éatrio isolado de ratos demonstrou alteragdes significativas de nos
parametros avaliados. A freqiiéncia cardiaca reduziu para (62.9% +3.7 , Bmj a 30 ug/mL). A
amplitude da contracdo atrial reduziu de 11.5£1.1 cm para 6.2+1.3cm (Bmj a 30 pg/mL).
(figura 26).
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Figura 26 - Reduciao da amplitude de contracio. Registro perfusdo atrio isolado, antes
(controle) e depois da administragdo de Bmj na dose de 30 pug/mL.

5.1.4 Atividade eletrocardiografica

A injecdo endovenosa com o veneno bruto de Bothrops marajoensis em ratos
provocou um bloqueio atrio ventricular gradual até um bloqueio completo (figura 27 B ¢
tabela 2). A relagdo da freqiiéncia atrial e freqiiéncia ventricular durante o bloqueio sao de
2/1. Os dados brutos das ondas, complexos, intervalos de segmentos do eletrocardiograma
estdo demonstrados na tabela 2. Observou-se também a presenca de Flutter atrial (67% por
repeticdo); Hiperpolarizagdo tardio e complexo QRS invertido indicando arritmia e
dificuldade de condugdo atrial. Aumento significativo nos intervalos PP e RR, indicam

diminui¢ao da freqiiéncia cardiaca.

: EEigeremcs e meadd i YN et

B s s

S i e 1 S e

Amplitude (A) j,:,__ t _L;_M“‘“’*.f‘”‘k“_
= R
. i L— ||-r I|I =

Btis

Tempo (ms)

Figura 27 A - Registro do eletrocardiograma em ratos antes da administragdo das drogas.
(controle)
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Figura 27 B - Registro do eletrocardiograma em ratos apos a administragdo veneno bruto na
dose de Bothrops marajoensis dose 100 pg/kg .

Tabela 1 - Dados brutos das ondas, complexos, intervalos de segmentos do eletrocardiograma
apos a inje¢do endovenosa com o veneno bruto de Bothrops marajoensis na dose de 100u/kg,

em ratos.

Parametros Controle salina BMJ
Intervalo PP (mm) 208 £6.2 208+ 22.64 457+0.7*
Intervalo RR (mm) 182 +10.69 182 +£6.12 414+0.7*
QRS duracio(ms) 98 £8.12 97.9 1.1 101+9.7
QRS Amplitude(mm) | 5.8 +0.8 5.5+0.6 55+1.2
Intervalo QTc 14 £0.53 13.9+0.2 12.6 £0.9
OndaP Amplitude(A) | 0.2 £0.032 0.18 £0.05 0.21+0.2
Intervalo PR(mm) 66 +£0.8 66 £0.9 89 +1.6 *

Nota: Aumento significativo no intervalo PP e RR, indicando diminuicdo da freqiiéncia cardiaca. Aumento
intervalo PR demonstrando bloqueio de conducdo.*Bmj vs controle (p<0,05; ANOVA seguida de correcao de
teste de Bonferroni).Dados expressos como média + erro padréo.
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5.1.5 Perfusao em leito vascular mesentério

A administracdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis nas doses de 3, 30, e 300

ug/mL ndo produziu alteragdes significativas tanto no fluxo quanto na pressdo de perfusdo

(figuras 28 e 29).
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Figura 28 - Efeito do Veneno bruto de Bothrops marajoensis nas doses 3, 30 ¢ 300 pg/mL
em leito vascular mesentério pré- contraido com fenilefrina. Resultados expressos em média

+EPM.
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Figura 29 - Efeito do veneno bruto de Bothrops marajoensis na dose de 300 pug/mL em leito
vascular mesentério précontraido com fenilefrina. Resultados expressos em média =EPM.

5.2 Avaliacio da nefrotoxicidade

5.2.1 Perfusao renal

A administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis (na doses de 3 pg/mL) no
sistema de perfusdo renal em ratos demonstrou um decréscimo significativo dos parametros
vasculares a partir dos 90 min.Ocorreu aumento do fluxo nos 120 min. (figuras 30 e 31).A
pressao de perfusdo decaiu para 75,1 £ 4,5mmHg em comparagdo com o controle 109,11 +
5,ImmHg. A resisténcia vascular renal teve um decréscimo de 64% em comparagdo ao
controle (Cop= 5,6 £ 0,4 mmHg; Bmjgy=3,6 = 0,22 mmHg). Os parametros funcionais também
tiveram um decréscimo. A partir dos 60 min. de perfusdo o fluxo urinario decaiu até atingir os
valores de 0,12 + 0,03 mL/g/min., equivalente a 66.6% do controle (Cs= 0,18 + 0,01
mL/g/min.) (figura 32). O ritmo de filtragdo glomerular alterou de Cs;p= 0,83 + 5,0 mL/g/min.
para Bmji20 0,33 + 0,8 mL/g/min.; decréscimo de 40% com relagdo ao controle (figura 33). Os
transportes de sddio e de cloreto apresentaram uma redugdo a partir dos 90 min. de perfusao,

contudo, o transporte de potassio permaneceu sem alteragdes (figuras 34, 35 e 36).

A administracdo da fosfolipase tipo 1 nas dose de 3ug/mL, extraida do veneno bruto
de Bothrops marajoensis no sistema de perfusdo renal apresentou resultados diferentes do

veneno bruto. A pressdo de perfusdo, a resisténcia ¢ o fluxo ndo apresentaram alteragdes
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significativas (figuras 37, 38 e 39). Porém com decréscimo no transporte de sddio, cloreto e

potéssio (figuras 40, 41 e 42)
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Figura 30 - Pressdo de perfusdo em rim isolado de ratos. Efeito do veneno bruto de Bothrops
marajoensis (Bmj) na dose 3 pg/mL.Dados em média =EPM.*p<0,05 , n=6

72



I Controle
57 C1Bmj

*

N
1
>(_

30C 30T 60C 60T 90C 90T 120C 120T
Tempo (min)

Resisténciavascular Renal(mmHg/g/ml/min)
s

Figura 31 - Resisténcia vascular renal em rim isolado de ratos. Efeito do veneno bruto de
Bothrops marajoensis na dose 3 pg/mL.Dados em média =EPM.*p<0,05 , n=6.
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Figura 32 - Fluxo urinario em rim isolado de ratos. Efeito do veneno bruto de Bothrops
marajoensis na dose de 3 ug/mL.Dados em média +EPM.*p<0,05 , n=6.
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Figura 33 - Ritmo de filtragao glomerular. Efeito do veneno bruto de Bothrops marajoensis
na dose de 3 pg/mL. Dados em média +EPM.*p<0,05, n=6.
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Figura 34 - Percentual transporte total de sdédio em rim isolado de ratos. Efeito do veneno
bruto de Bothrops marajoensis na dose de 3 ug/mL. Dados em média =EPM.*p<0,05, n=6
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Figura 35 - Percentual transporte total de cloreto em rim isolado de ratos. Efeito do veneno
bruto de Bothrops marajoensis na dose de e 3 pg/mL. Dados em média £EPM.*p<0,05, n=6.
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Figura 36 - Percentual transporte total de potassio em rim isolado de ratos. Efeito do veneno
bruto de Bothrops marajoensis na dose de 3 ug/mL. Dados em média =EPM.*p<0,05, n=6.
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Figura 37 - Efeito da fosfolipase tipo 1 na dose 3 pg/mL, isolada do veneno bruto de
Bothrops marajoensis na pressdo de perfusdo renal de ratos.Dados em média £EPM.*p<0,05 ,

n=6
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Figura 38 - Efeito da fosfolipase tipo 1, na dose 3 pg/mL, isolada do veneno bruto de
Bothrops marajoensis no fluxo urinario,. Dados em média +EPM.*p<0,05, n=6
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Figura 39 - Efeito da fosfolipase tipo 1, na dose 3 pg/mL, isolada do veneno bruto de
Bothrops marajoensis no ritimo de filtragdo glomerular. Dados em média +EPM.*p<0,05,
n=6
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Figura 40 - Transporte de sodio. Efeito da fosfolipase tipo 1 na dose de 3 pg/mL, extraida do
veneno bruto de Bothrops marajoensis na perfusio renal de ratos.Dados em média
+EPM. *p<0,05.

77



—L [1Controle
50 B I Fosfolipase tipo 1

30C 30T 60C 60T 90C 90T 120C 120T
Tempo (min)

Figura 41 - Transporte de cloretos. Efeito da fosfolipase tipo 1 na dose de 3 pg/mL do
veneno bruto de Bothrops marajoensis na perfusdo renal de ratos.Dados em média
+EPM. *p<0,05.
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Figura 42 - Transporte de potassio. Efeito da fosfolipase tipo 1 na dose de 3 pg/mL do
veneno bruto de Bothrops marajoensis na perfusdo renal de ratos.Dados em média
+EPM.*p<0,05.
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5.3 Avaliacdes da neurotoxicidade

5.3.1 Nervo Frénico de Diafragma de ratos

A Administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis nas doses crescentes de
0,01 a 300pg/ml, no ensaio do nervo frénico em ratos, mostrou um bloqueio na forca de

contracdo dose dependente, com efeito significante nas maiores doses (300 pug/mL 21,20 +
5,6) (figura 43).
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Figura 43 - Forca de contracdo. Efeito do veneno bruto de Bothrops marajoensis (Bmj) doses

crescente (0,01 a 300 pg/ml) em nervo frénico de rato estimulado por campo elétrico.
(*p<0.05) n=6

5.3.2 Canal deferente de camundongos

O ensaio com o veneno bruto de Bothrops marajoensis no canal deferente de
camundongos induziu a uma inibi¢do dose dependente da contracdo estimulada por campo
elétrico, com resposta maxima em 97,7 £ 9,2 % (figura 44). Este feito ndo foi revertido pela
Ioimbina nem por naloxone. (figura 45 e 46, respectivamente). Em outro estudo a adicdo do
veneno bruto de Bothrops marajoensis (10 pg/ml) inibiu a contragdo neurogénica de 68 = 8%

(figura 47-A) quando comparado com nenhuma queda significante pela contracdo com Cch,
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ATP ou NA (em Krebs normal ou enriquecido com guanetidina 10uM e fentolamina 100uM)

(figuras 47-B; 47-C e 47-D, respectivamente).

As fragdes, PLA, (tipo 1 e tipo 2) demonstraram uma inibi¢do da contracdo dose
dependente, figuras 48 e 49, respectivamente.Porém a fosfolipase tipo 2 apresentou maior
efeito (inibi¢do de 97,3 +0,3 %) em comparagdo com a fosfolipase tipo 1 (inibi¢do de 73,3 +
6,5 % ) . As fosfolipases associadas ndo demonstraram efeito sinérgico (figura 50). A lectina
nas doses de (0.01 a 30pg/ ml) adicionados de forma crescente demonstrou uma inibi¢ao dose

dependente da contragdo (inibicao72 + 7, 4 %) (figura 51).
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Figura 44 - Forga de contracdo. Efeito do veneno bruto de Bothrops marajoensis (Bmj) em

doses crescente (0,01 a 30pg/ml) em canal deferente de camundongos estimulado por campo
elétrico. (* p<0.05) n=6.
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Figura 45 - Forga de contragdo na presenca ioimbina. Veneno bruto de Bothrops marajoensis
(Bmyj) doses crescente (0,01 a 30pg/ml) em canal deferente de camundongos estimulado por
campo elétrico. (* p<0.05) n=6
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Figura 46 — For¢a de contragdo. Na presenga naloxona Veneno bruto de Bothrops
marajoensis nas doses de 0.01 a 30 pg/mL, em canal deferente de camundongos. (*p<0.05)
n=6
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Figura 47 - Inibicdo da contra¢do neurogénica estimulada por campo elétrico (ECE) pelo
veneno bruto de Bothrops marajoensis (Bmj). (10 ug/ml) Comparagdo com nenhuma queda
significante pela contragdo com NA, ATP ou Cch (em Krebs normal ou enriquecido com
guanetidina 10uM e fentolamina 100uM)
Nota: A - Inibi¢do da contragdo neurogénica estimulada por campo elétrico (ECE) pelo veneno bruto de
Bothrops marajoensis (Bmj) (10 pg/ml). (* p<0.05) n=6; B - Efeito de Bmj na contragdo com Cch (em Krebs
normal ou enriquecido com guanetidina 10uM e fentolamina 100uM). n=6; C - Efeito de Bmj na contragdo com
ATP (em Krebs normal ou enriquecido com guanetidina 10uM e fentolamina 100uM). n=6; D - Efeito de Bmj
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Figura 48 — Forga contracdo. Efeito da fosfolipase tipo 1 (PLA; tipo 1) do veneno bruto de

Bothrops marajoensis (Bmj) doses crescente (0,1 a 10ug/ml) em canal deferente de
camundongos estimulado por campo elétrico. (*p<0.05) n=6
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Figura 49 — Forca contracdo. Efeito da fosfolipase tipo 2 (PLA; tipo 2) do veneno bruto de
Bothrops marajoensis (Bmj) doses crescente (0,1 a 10ug/ml) em canal deferente de
camundongos estimulado por campo elétrico. (*p<0.05) n=6
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Figura 50 — Forca contragdo. Efeito da associacdo das fosfolipases tipol e tipo 2 (PLA; tipo 1
e tipo 2) do veneno bruto de Bothrops marajoensis (Bmj) doses crescente (0,1 a 10ug/ml) em
canal deferente de camundongos estimulado por campo elétrico (*p<0.05) n=6
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Figura 51 — Forca contracdo. Efeito da lectina do veneno bruto de Bothrops marajoensis

(BMJ) doses crescente (0,1 a 10pug/ml) em canal deferente de camundongos estimulado por
campo elétrico. (* p<0.05) n=6
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6. DISCUSSAO

6.1 Avaliacoes da toxicidade Cardiovascular

A diminui¢do da pressdo arterial média causada pelo veneno Bothrops marajoensis
representa um achado comum para o género. Alteragdes cardiovasculares sdo descritas no
veneno de diversas espécies do género botropico (ROCHA e SILVA et al., 1949;
GUTIERREZ; LOMONTE, 1989; SIFUENTES, 2008).

A fim de avaliar se efeitos hipotensores obtidos eram oriundos de reflexo do tipo
Bezold-Jarisch por agdo do veneno em quimioceptores ventriculares, realizou-se
administracdo as mesmas doses em ratos atropinizados. O reflexo Bezold-Jarisch descreve
reflexos cardiovasculares envolvendo receptores sensoriais cardiacos localizados
principalmente no ventriculo esquerdo, com vias vagais aferentes ndao mielinizados
influenciados por estimulo mecanico ou quimico. Sua estimulagdo resulta em aumento da
atividade parassimpdtica e em inibicdo da atividade simpdética. Quando ativado ocorre o
desenvolvimento da triade: bradicardia, hipotensdo e ndusea. Atropina por seu efeito
muscarinico antagonista ¢ efetiva no aumento da freqiiéncia e diminui¢do desses sintomas

(BEZOLD, 1867; JARISCH, 1937; MARK, 1983).

O bloqueio autondmico com atropina ndo alterou a diminuigdo pressorica causado
pelo o veneno bruto de Bothrops marajoensis. A auséncia de alteragdes significantes em
comparacdo aos animais ndo atropinizados demonstraram que o efeito hipotensor e
bradicardico obtido com veneno bruto ndo estdo relacionados a ativagdo do sistema

parassimpatico.

Os resultados obtidos com a administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis
em sistema de perfusdo em coracdo isolado de ratos indicam qualitativamente uma relacao

inversa entre a forca de contracao e pressao de perfusao sem alteragdes no fluxo de perfusao.

O sistema de Langendorff baseia na perfusdo retrograda (via artéria Aorta) do coragdo
isolado. Como a inervagdo autondmica extrinseca ¢ isolada da inervacao cardiaca, apenas os

nervos autondmicos intrinsecos sdo analisados.
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A avaliagdo eletrocardiografica obtida com veneno bruto de Bothrops marajoensis

demonstrou um bloqueio de condugdo elétrica, com diminui¢do da freqiiéncia cardiaca.

Os achados eletrocardiograficos em ratos justificam as respostas hipotensoras obtidas
com a administra¢do do veneno bruto de Bothrops marajoensis. O decréscimo da freqiiéncia
cardiaca e da resposta inotrdpica no atrio isolado, associados aos achados eletrocardiograficos
sugerem um efeito possivel sobre a geragdo de potenciais de acdo. Esta acdo pode ser devida a

uma resposta direta da acdo do veneno sobre o miocardio e as fibras de condugao cardiaca.

Estudos realizados com miotoxinas isoladas de varias serpentes do género Bothrops
demonstraram que as mesmas interagem com a membrana plasmatica por uma regido
molecular distinta de seu sitio catalitico com a perda da permeabilidade seletiva para ions
como calcio, mediadores importantes no processo de necrose muscular. S3o agrupadas em
miotoxinas fosfolipasicas, miotoxinas basicas de baixo peso molecular, cardiotoxinas de
venenos de Elapideos e miotoxinas hemorragicas. As miotoxinas basicas de baixo peso
molecular atuam especificamente nos canais de sédio do sarcolema, induzindo a um influxo
de sdédio que traz como conseqiiéncia despolarizagdo e contragdo muscular com vacuolizagdo
do reticulo sarcoplasmdtico. As cardiotoxinas sdo polipeptidios bésicos capazes de
desorganizar a estrutura das membranas, sendo sua a¢do miotdxica una conseqiiéncia da
alteracdo drastica que as mesmas induzem no sarcolema do musculo esquelético

(GUTIERREZ , 2002;BARBOSA et al, 2006)

A atividade cardiotoxica induzida pelo veneno bruto de Bothrops marajoensis pode

estar relacionada a agdo direta de miotoxinas presentes na sua constituigao.

As sarafotoxinas (SRTXs) sdo peptideos cardiotdxicos pertencentes a familia das
endotelinas (Ets) isoladas apenas do veneno de serpentes do género Atractaspis . Além de se
assemelharem bioldgica e estruturalmente as endotelinas, atuam nos mesmos receptores

(KURNIK et al. 1999; BORGHERESI et al., 2001).

As endotelinas sdo reconhecidas como vasoconstritores endogenos potentes
produzidos em varios tipos de tecidos. Endotelina 1 (ET-1) ¢ produzida tanto nas células
endoteliais como nas células musculares lisas dos vasos, causando vasoconstri¢do de artérias e
veias, além de produzir proliferacdo das células musculares lisas dos vasos. A produgdo da
endotelina ¢ regulada por estimulos mecanicos e quimicos como hipdxia, lesdo da parede
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vascular, trombina, angiotensina II e insulina. Os antagonistas de seus receptores sugerem que
esses peptideos desempenham importantes papéis no desenvolvimento de certas patologias
tais como a hipertensdo sistémica e insuficiéncia cardiaca congestiva (BATLOUNI et al.,

1996; GARCIA et al., 1998; KIM; RUBIN, 2002).

Outra suposi¢do para justificar a agdo cardiovascular do veneno bruto de Bothrops
marajoensis poderia estar relacionada a uma provavel isquemia do miocardio induzindo ao

espasmo coronariano, efeito esse mediado por endotelinas.

A possibilidade do veneno bruto de Bothrops marajoensis diminuir a resisténcia
vascular periférica ficou pouco provavel visto que ndo apresentou nenhum efeito significativo
na perfusdo de leito vascular mesentério de ratos, pré-contraido com fenilefrina, como

também isoladamente, na auséncia de fenilefrina.

A atividade hipotensora de fosfolipases isoladas de serpentes do género Bothrops néo
estd claramente relatada na literatura. As duas fracdes fosfolipases (fosfolipase tipo 1 e tipo 2)
obtidas do veneno de Bothrops marajoensis demonstraram ag¢des semelhantes ao veneno
bruto, ou seja, hipotensdo e bradicardia. Porém, fosfolipase tipo 1 demonstrou uma acao
depressora mais intensa tanto na freqiiéncia cardiaca como na pressdo arterial média quando
compara a fosfolipase tipo 2. A adi¢do das duas fosfolipases no mesmo ensaio nao
demonstrou agdo sinérgica ou aditiva, o que nos leva a considerar esta atividade hipotensora

com mecanismos de acao distintos.

Fosfolipases extraidas do veneno de Bothrops jararacussu também demonstraram
acoOes cardiovasculares diferentes quando estudada em sistema de pressdao arterial em ratos

(MARCUSSI et al., 2003).

A administragao de uma lectina extraida do veneno bruto de Bothrops marajoensis

apresentou diminui¢do tanto pressdo arterial como da freqiiéncia cardiaca.

A atividade depressora no sistema cardiovascular por lectinas botropicas tem sido

relatada (PANUNTO et al., 2006; BRAGA et al., 2006).
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6.2 Avaliacao da Nefrotoxicidade

A administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis no sistema de perfusio
renal sugere uma atividade nefrotoxica. O decréscimo significativo dos parametros
vasculares, pressao de perfusdo e resisténcia vascular renal e nos parametros funcionais, ritmo
de filtragdo glomerular e fluxo urinario, demonstram achados comumente relatados em outros

venenos de serpentes do mesmo género.

Braga et al. (2006), avaliando os efeitos renais e vasculares do veneno bruto de
Bothrops insulares no sistema de perfusdo em ratos, demonstram uma diminui¢do dos
parametros vasculares e funcionais. Trabalhos distintos com veneno de Bothrops jararacussu
e Bothrops jararaca no mesmo sistema demonstraram uma diminui¢do da pressdo de
perfusao, resisténcia vascular, fluxo urinarios, ritmo de filtracdo glomerular com reversao dos
efeitos no fluxo urindrio, ritmo de filtragdo glomerular no final do experimento (MONTEIRO;

FONTELES, 1999; HAVT et al., 2001).

Os efeitos renais no envenenamento ofidico podem ser decorrentes de coagulacao
intravascular disseminada, acdo nefrotdxica direta pela atividade proteolitica do veneno ou a
espasmos dos vasos sangiiineos decorrente da liberacdo de substancias vasoativas

(CHAIYABUTR; SITPRIJA, 1999; CALGAROTTO et al., 2008).

Substancias vasoativas como histamina, serotonina e fator de ativagdo plaquetdria

(PAF) podem ser liberados de rim isolado de rato (PIROTZKY et al., 1984).

O PAF e outros fatores dependentes de cicloxigenase como prostaglandina e
tromboxano demonstraram uma anulacao nos efeitos sobre o fluxo urinario, ritmo de filtracao
glomerular, sem alterar a atividade do veneno na pressdo de perfusdo e transporte de ions,
alteragdes provocadas por veneno de Bothrops jararaca com a presenga dos bloqueadores

(WEB 2086, indometacina) (MONTEIRO; FONTELES, 1999).

O PAF em doses baixas produz vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular.
Doses elevadas induzem a atividade espasmogénica da musculatura lisa pela liberagao de
tromboxano A (TXA,) e leucotrienos. Sua origem sdo precursores lisogliceril-fosforilcolina

(liso-PAF) liberados pela fosfolipase A, dos fosfolipidios de membrana celular, podendo ele
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mesmo ativar a fosfolipase A2 com conseqiiente produ¢do de eicosandides (RANG et al.,

2004)

A enzima cicloxigenase catalisa a transformagdo de acido araquidonico a mediadores
lipidicos como as prostaglandinas e tromboxanos. Possui importancia na funcao da
homeostase, agregacdo plaquetariae  fisiologia renal .Caracterizadas duas isoformas:
cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2). A COX-1 estda expressa
constitutivamente em todos os tecidos do organismo ¢ a Unica isoforma presente em
plaquetas, onde leva a formacdo de TXA,. Encontra-se no endotélio vascular e no tecido
renal, entre outros tecidos. Possui participacao em condi¢des patoldgicas como inflamacdo. A
enzima COX-2 apresenta expressao aumentada principalmente durante processos
inflamatorios, apesar de ter sido demonstrada sua expressao constitutiva em alguns tecidos do

sistema nervoso central e do rim (BOMBARDIER et al., 2000).

Ferreira et al. (1965), demonstraram que o veneno o veneno botropico possuia fatores
que intensificavam a resposta a bradicinina. Esses fatores potencializadores da bradicinina
constituiam uma familia de peptideos que inibiam a cininase II, inativadora da bradicinina.
Erdos e colaboradores demonstraram que a cininase Il e a ECA sdo na verdade uma mesma
enzima, que catalisa tanto a sintese da angiotensina II — uma potente substincia pressora

quanto a destrui¢ao da bradicinina — um potente vasodilatador.

A diminuigdo dos paradmetros renais avaliados com o veneno bruto de Bothrops
marajoensis esta relacionada a fatores diversos que se somam na resposta das alteragdes
demonstradas neste trabalho. Os potencializadores da bradicinina tdo bem descrito por
Ferreira, 1992, poderiam estar envolvidos na queda principalmente da pressdao de perfusao e
resisténcia vascular renal, j4 que influenciam na liberagdo renal de bradicinina seguida de
oxido nitrico. As alteracdes de reducdo descritas para fluxo urinario e ritmo de filtracao

glomerular podem estar relacionadas a liberagao do PAF.

Fatores natriuréticos poderiam justificar o aumento do ritmo de filtracdo glomerular,
do fluxo urinario e eliminag¢do de sédio, como observado com a permanéncia da diminui¢ao

da pressao de perfusao e resisténcia renal, no final do experimento.

A atividade renal de um tipo de fosfolipase (denominada fosfolipase tipo 1) foi
analisada. Esta fracdo foi escolhida por apresentar maior atividade depressora, no sistema de
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pressao arterial em ratos. Os resultados demonstraram respostas diferentes das obtidas com
veneno bruto, mostrando que o veneno apresenta mecanismos de agdo distintos desta

atividade fosfolipasica. Outras fracdes necessitam ser avaliadas no mesmo sistema.

Barbosa et al. (2002), avaliando os efeitos do veneno de Bothrops moojeni e suas
fragdes no sistema de perfusdo renal observaram que o veneno completo demonstrou efeitos
semelhantes ao dos venenos botropicos em geral, mas as fracdes fosfolipasicas A,
demonstraram caracteristicas opostas, sugerindo que a somatoria das fragdes resulta num

conjunto de acdes com efeitos mais complexos.

Analisando exclusivamente a atividade fosfolipadsica A2 obtidas do veneno de
Bothrops moojeni, no sistema de perfusdo renal, Barbosa e et al. obtiveram resultados
semelhantes aos obtidos por Braga et al. com veneno de Bothrops insulares no mesmo
sistema. Um aumento da pressao de perfusdo, ritmo de filtracdo glomerular, fluxo urinario e

transporte de potassio.

Analise histopatoldgica do veneno bruto de Bothrops insulares demonstrou alteragdes

compativeis com efeito citotoxico direto. (DA CRUZ HOFLING et al., 2001).

Existe a possibilidade de um efeito toxico direto do veneno bruto de bothrops
marajoensis sobre as células renais. Esta atividade poderia desencadear a um quadro de
insuficiéncia renal aguda, com reducdo da reabsor¢do de eletrdlitos pelas células tubulares

lesadas e relaxamento da musculatura lisa dos vasos renais.

6.3 Avaliacoes da Neurotoxicidade

6.3.1 Nervo Frénico Diafragma de ratos

Na extremidade terminal dos axdnios motores existem vesiculas sindpticas contendo
acetilcolina (Ach). Quando aplicado um impulso elétrico no neur6nio motor da-se a
despolarizacdo da membrana plasmatica com surgimento do aumento da permeabilidade da
mesma ao calcio extracelular. Vesiculas de Ach sdo liberadas na fenda sinaptica que se liga a

receptores nicotinicos existentes na membrana da célula motora, aumentando a
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permeabilidade desta aos ions sddio e conseqiiente despolarizagdo da membrana celular,
estimulando o surgimento da contracdo na fibra muscular esquelética. Estes receptores sao
sensiveis a dessensibilizagdo. A Ach pode automoludar-se a nivel pré-sinaptico quer por
mecanismos inibitérios (Muscarinicos , Alfa 2, Beta, receptores para Oxido nitrico) limitando
a quantidade de Ach liberada, evitando uma estimulagdo exacerbada das células efetoras; quer
por mecanismos facilitatorio (nicotinicos, alfa 1 , betal), promovendo um aumento da Ach
liberada , com ripida e maxima ativacio do musculo esquelético (LANGER 1997;

WESSLER, et al., 1988; MINIC et al., 2002).

Em preparacdes nervo frénico-diafragma de camundongos, com estimulacdo elétrica
indireta, o veneno de Bothrops lanceolatus induziu aumento inicial das contragdes musculares
e o aparecimento de contragdes espontaneas (efeitos pré-sinapticos) seguido por bloqueio
neuromuscular de 70 %. A Neostigmina e a 4- aminopiridina antagonizaram o bloqueio

produzido pelo veneno, nessa preparacdo, (ARAUJO, 2007).

A atividade miotoxica associada ao bloqueio neuromuscular tem sido demonstrada
tanto em serpentes do género Bothrops como também em outros géneros de serpentes

peconhentas.

Um estudo comparativo do efeito dos venenos brutos de Crotalus durissus cascavella
e Crotalus durissus collilineatus sobre a jun¢do neuromuscular demonstrou que ambas

causavam bloqueio total neuromuscular (SARAGUACI,2005)

Efeito do veneno de Micrurus dumerilii carinicauda nas preparagdes nervo frénico-
diafragma de rato demonstrou um bloqueio neuromuscular antagonizado pela neostigmina
(Neo) e a 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP). Estudos histoldgicos e ultra-estruturais mostraram
que o mesmo induzia a pronunciada miotoxicidade Os autores sugeriram uma agao do veneno

nos receptores colinérgicos nicotinicos pds-sinapticos (SERAFIM, 2000).

A neostigmina, ao inibir a acetilcolinesterase, aumenta a concentragdo do
neurotransmissor na fenda sindptica sendo capaz de deslocar competitivamente agentes
causadores do bloqueio. A 4-aminopiridina, além do efeito inibidor de dessensibilizacdo de
receptores nicotinicos da placa terminal, provoca grande aumento da quantidade de
acetilcolina. Esse aumento € resultante de duas acoes distintas na membrana das terminacoes
nervosas, a inibi¢ao dos canais de potassio, que produz aumento na duragdo do potencial de
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acdo, ¢ o maior influxo de ions calcio para as terminagdes nervosas motoras durante a

despolarizacao da membrana. (MATSUO et al., 1978; MONTEIRO et al., 2008).

As miotoxinas sdo comuns na composi¢do dos venenos de serpentes do género
Bothrops. Sao proteinas com estrutura de fosfolipase A, que atuam nas células musculares
causando o efeito de mionecrose. Podem ser classificadas em dois grupos de acordo com o
grupamento protéico. As que apresentam lisina no residuo 49 ou aspartato atuam diretamente
na membrana plasmatica das células musculares, originando um fluxo adicional de célcio

desencadeando uma série de efeitos degenerativos (GUTIERREZ et al., 1987).

A primeira miotoxina do veneno Bothrops foi isolada em 1984 por e Gutiérrez
colaboradores com veneno de Bothrops. asper (GUTIERREZ; CERDAS, 1984). Alguns anos
depois Lomonte e colaboradores isolaram miotoxinas botropicas de B. atrox (LOMONTE et
al., 1990).

A Administragdo do veneno bruto de Bothrops marajoensis em doses crescente no
ensaio do nervo frénico em ratos mostrou um bloqueio na forca de contragdo dose
dependente, com efeito significante nas maiores doses. Este bloqueio pode ser induzido por

uma inibi¢do tanto a nivel pré-sinaptico como pos-sinaptico.

Experimentos utilizando agentes bloqueadores neuromusculares poderiam ser
utilizados na expectativa de esclarecimento do mecanismo de ac¢do do bloqueio
neuromuscular demonstrado. Agentes como neostigmina ou aminopiridina poderiam ser

utilizados para evidenciar uma possivel agdo miotdxica induzida pelo veneno bruto.

6.3.2 Canal deferente de camundongos

Algumas toxinas pré-sinapticas tém sido isoladas do veneno das principais familias de
serpentes, (Elapidae, Hydrophiidae e Viperidae) demonstrando a importancia de sua
atividade. Essas toxinas possuem atividade fosfolipdsica que podem estar envolvidas na ag¢ao
dos venenos de serpentes, incluindo a imobiliza¢do e a morte da presa. Interessantemente suas
atividades neurotdxicas ndo parecem ter relagdo direta com a atividade fosfolipasica e
subseqiiente hidrdlise da membrana de fosfolipidios (ROSEMBERG et al., 1989; HARRIS,
1997) .
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Neurotoxinas pré-sinapticas podem possuir um Unico canal polipeptidio ou multiplas
subunidades. Essas toxinas produzem bloqueio neuromuscular por inibi¢do da liberacao de

acetilcolina do nervo terminal (HARRIS, 1997; HODGSON; WICKRAMARATNA, 2002).

A neurotrasnmissao do canal deferente de camundongos ¢ estudada através da
estimulacdo elétrica da inervacdo em preparacdes isoladas (VENTURA 1998). Essas
contragdes musculares sdo mediadas pela combinacdo de noradrenalina e ATP, liberados
como co-transmissores dos neurdnios simpaticos.Sendo esta resposta neurogénica bifasica,
com a ativagao rapida inicial mediada principalmente pelo ATP pela ativacdo de receptores
purinérgicos e a segunda pela noradrenalina ,ativagdo de receptores alfa- adrenérgicos

(HOYLE, 1990; WITT, 1991).

A ioimbina, bloqueador alfa-2 adrenérgico, reduz a liberagao de noradrenalina nos

terminais nervosos (De ANDRADE et al., 2009; MACHADO et al., 2009).

Naloxona ¢ um antagonista opidide estruturalmente relacionado a morfina com agao

antagonista em receptores p(mu), d(delta) ,k (capa) (LIMBERGER et al., 1986)

Os receptores opidides sdo classificados em cinco tipos: p(mu), d(delta) ,x (capa), o
(sigma) e ¢ (épsilon).Alguns destes receptores sao divididos em subtipos. Os receptores i3 €
K3 provocam analgesia a nivel supra-espinhal. A ativacao de receptores delta potencializa a
analgesia induzida pela ligacio dos opidides a receptores mu. Estes receptores estdo
acoplados a subunidade de proteinas G, podendo ocorrer efeitos excitatdrios ou inibitorios por
inibi¢do da via ;cAMP, reducdo da condutancia de canais de célcio dependentes, aumento do
influxo de potassio, ativagao da fosfolipase C e do fosfatidilinositol, ou inibi¢do da proteina C

quinase.(GOLDSTEIN; NAIDU, 1989; QUOCK et al., 1999)

Neste trabalho a nao reversdo do efeito induzido pelo veneno bruto de Bothrops
marajoensis no canal deferente de camundongos com a adi¢do de ioimbina ou naloxona
demonstra que a inibi¢do da contra¢do obtida ndo possui relacdo nivel de receptores Alfa 2

(a-2), pu(mu), 6(delta) ,k (capa).

O veneno bruto de Bothrops marajoensis ndo demonstrou nenhum efeito sobre a
contragdo induzida pelos principais agonistas purinérgicos carbacol, derivado sintético da

acetilcolina; ATP ou noradrenalina, em meio adicionado de guanetidina (inibidor pré-
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sindptico de neurdnios simpaticos pds-ganglionares) ou Fentolamina, (bloqueador dos
receptores alfal e alfa-2 adrenérgicos), apesar de inibir a contragdo induzida por estimulo

elétrico. Este efeito demonstra provavel atividade a nivel pré-sinaptico.

Galbiatti (2006), avaliando a atividade neuromuscular de uma fosfolipase A, obtida do
veneno bruto de Bothrops marajoensis, observou um bloqueio da contragdo dose dependente
ndo afetando significativamente a contracdo exogena por Ach ou KCI sugerindo uma acao

pré-sinaptica .

Diversos trabalhos sugerem a acdo de atividade fosfolipase A2 com a¢do neurotdxica.
Bothrops Jararacussu (NERY , 2008); Bothrops alcatraz (NARVAES, 2007); serpentes dos
géneros Micrurus e Crotalus (RODRIGUES-SIMIONI, 2004)

Neste trabalho, as fragdes, PLA, (tipo 1 e tipo 2) demonstraram uma inibi¢ao da
contragdo dose dependente com a fosfolipase tipo 2 apresentando maior efeito . A inibicao
pré-sinaptica da neurotrasnmissdao autonémica pelo veneno bruto de Bothrops marajoensis
ndo dependente de agonistas pré-sinaptico opiodides, nem o, adrenoceptor pode estar
relacionado com atividade fosfolipasica A, visto ser um componente comum de venenos
Botropicos e possuir atividade pré-sindptica descrita em venenos de serpentes de outros

géneros.
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CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

O veneno bruto de Bothrops marajoensis apresentou uma agdo hipotensora e
bradicardica independente de ativacdo de quimioceptores ventriculares do sistema nervoso

parassimpatico; com bloqueio na condugao elétrica cardiaca.

Suas fracoes (fosfolipase tipo 1 e tipo 2 e uma lectina) também possuem agao

hipotensora e bradicardia, com maior poténcia para fosfolipase tipo 1.

No sistema de perfusdo renal em ratos do veneno bruto de Bothrops marajoensis
demonstrou um decréscimo significativo da pressdo de perfusdo da resisténcia vascular renal

do fluxo urindrio ritmo de filtragdo glomerular dos transportes de sddio e de cloreto.

A administragdo da fosfolipase tipo 1, isolada do veneno bruto de Bothrops
marajoensis no sistema de perfusdo renal gerou decréscimo somente no transporte de sodio,

cloreto e potassio .

O ensaio do nervo frénico em ratos mostrou um bloqueio na for¢a de contragdao dose

dependente.

No canal deferente de camundongos o veneno bruto de Bothrops marajoensis
demonstrou inibicao da contragao estimulada por campo elétrico. Este efeito ndo dependente

de agonistas pré- sinaptico opidides, nem a, adrenoceptor.

As fragdes, PLA; (tipo 1 e tipo 2) obtidas do veneno bruto de Bothrops marajoensis
demonstraram uma inibi¢do da contragdo em canal deferente de camundongos dose

dependente com a fosfolipase tipo 2 apresentando maior efeito.

A auséncia de efeito do veneno bruto de Bothrops marajoensis sobre a contragdo
induzida pelos principais agonistas purinérgicos em meio adicionado de guanetidina ou

fentolamina demonstra provével atividade a nivel pré-sinaptico.
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