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RESUMO

AVALIAC;AO DOS EFEITOS RENAIS INDUZIDOS PELO VENENO E PLA; LYS 49
E ASP 49 DA SERPENTE Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923): ANALISE
DOS MEDIADORES ENVOLVIDOS. FABIOLA CARINE MONTEIRO DE SOUSA.
Tese de Doutorado. Orientacdo: Dra. Helena Serra Azul Monteiro, Universidade Federal do
Ceara, Pos-Graduagdo em Farmacologia, 2010.

Bothropoides erythromelas é responsavel por muitos acidentes no Nordeste do Brasil. O veneno desta serpente
induz insuficiéncia renal aguda. Rins isolados de ratos Wistar, pesando 250 a 300g, foram perfundidos durante
120 min com solugdo Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina. O veneno total de
Bothropoides erythromelas foi estudado anteriormente (SOUSA, 2004) e utilizado neste estudo para posterior
comparacdo com o0s grupos tratados com as fragdes PLA, Lys 49 e Asp 49 do veneno. O veneno total (10ug/mL)
e as fracGes PLA, Lys 49 e Asp 49 (5ug/mL) de B. erythromelas foram adicionados ao sistema 30 min ap6s o
inicio de cada experimento. Os parametros estudados incluiram pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular
renal (RVR), ritmo de filtragdo glomerular (RFG), fluxo urinario (FU), percentual de transporte tubular de sodio,
potassio e cloreto (%TNa*, %TK" e %TCI"), percentual de transporte proximal de sddio, potassio e cloreto
(%pTNa*, %pTK" e %pTCl), excrecio de sodio, potassio e cloreto (ENa*, EK* e ECI") e clearance osmotico
(Cosm) (p< 0,05*). O grupo controle perfundido com albumina foi funcionalmente estavel por todos os 120 min.
A infusio do veneno causou um aumento significante no FU, ENa*, ECI" e Cosy, & Uma diminuigio na PP, RVR,
%TNa", %TK", %TCI, %pTNa*, %pTK" e %pTCI. O RFG e a EK" diminuiram aos 60 min e aumentaram aos
90 e 120 min quando comparado com o grupo controle. A infusdo de Lys 49 causou um aumento significante na
PP, FU, ENa", EK" e Cosy € diminuiu 0 RFG e 0 %TNa* quando comparada com o grupo controle. Lys 49 nio
modificou os outros pardmetros funcionais renais. A infusdo de Asp 49 modificou apenas os parametros
funcionais renais %pTK"* (diminuicio) e EK® (aumento) quando comparada ao grupo controle. Lys 49
apresentou um efeito similar ao veneno total nos pardmetros FU, %TNa*, ENa*, EK" e Cym € Asp 49 nos
pardmetros %pTK" e EK”. A andlise histoldgica mostrou uma quantidade moderada de material proteinaceo nos
glomérulos e tabulos de rins perfundidos com o veneno, Lys 49 e Asp 49, bem como regifes focais de
apoptose/necrose em rins perfundidos com Lys 49 e Asp 49. Células MDCK foram cultivadas em meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 10% vv de soro bovino fetal e entdo avaliadas na presenca do veneno
total, Lys 49 e Asp 49 de B. erythromelas nas concentra¢fes (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL). A andlise
dos efeitos citotoxicos em células MDCK foi executada pelo método MTT. O veneno promoveu efeito citotdxico
nas concentrag@es de 50 e 100ug/mL (1Cso =93,31pug/mL). Lys 49 promoveu efeito citotoxico nas concentragdes
de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100ug/mL (1Cso = 38,29ug/mL). Asp 49 promoveu efeito citotoxico nas concentragdes de
50 e 100pg/mL (ICsp = 158ug/mL). Também foram mensurados os niveis de lactato desidrogenase (LDH) e
nenhum aumento significante foi observado com veneno total e Asp 49. Lys 49 promoveu um aumento
significante nos niveis de lactato desidrogenase apenas na concentracdo de 100pg/mL. Apés o cultivo de células
MDCK com o veneno total, nas concentracfes de 46,65 e 23,32ug/mL, foi realizada a reacdo de polimerase em
cadeia em tempo real para a avaliacdo da expressao de genes pro (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e antiapoptéticos
(Bcl-X_ e Mcl-1). Néo foi realizada avaliacdo da expressdo de genes pro e antiapopt6ticos com Lys 49 e Asp 49.
Na expressdo de genes pré-apoptéticos o veneno total promoveu um aumento da expressdo de caspase-3 na
concentracdo de 23,32ug/mL e de caspase-8 nas concentragdes de 46,65 e 23,32ug/mL, quando comparado com
os controles positivo (DOXO) e negativo (PBS) e diminuiu a expressdo de Bax em ambas as concentracdes. Na
expressdo de genes antiapoptéticos o veneno total promoveu inducdo significativa de Mcl-1 somente na
concentracdo de 46,65ug/mL e ndo modificou a expressdo de Bcl-X_, quando comparado com o controle
negativo. O veneno e as fracdes PLA, Lys 49 e Asp 49 da serpente Bothropoides erythromelas é capaz de
promover significativos efeitos sobre os pardmetros de funcéo renal e sobre células MDCK, com indicativo de
morte celular por apoptose através da via extrinseca.

Palavras-chave: Bothropoides erythromelas. Veneno total. Lys 49. Asp 49. Efeitos renais. Células MDCK.
Apoptose.



ABSTRACT

EVALUATION OF RENAL EFFECTS OF Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923)
WHOLE VENOM AND ITS PLA; LYS 49 AND ASP 49: ANALYSIS OF MEDIATORS
INVOLVED. FABIOLA CARINE MONTEIRO DE SOUSA. Doctoral Thesis. Mentor:
Dra. Helena Serra Azul Monteiro, Ceard Federal University, Post-Graduation in
Pharmacology, 2010.

Bothropoides erythromelas is responsible for a great deal of snakebites in Northeastern from Brazil. The venom
of this snake induces acute renal failure. Isolated kidneys from Wistar rats, weighting 250 to 300g, were perfused
with Krebs-Henseleit solution containing 6g% of bovine serum albumin for 120 min. The whole venom of
Bothropoides erythromelas been previously studied (SOUSA, 2004) and used in this study for comparison with
the treated groups with the PLA; fractions Lys 49 and Asp 49 of the venom. The whole venom (10pg/mL) and
the fractions PLA; Lys 49 and Asp 49 of B. erythromelas (5ug/mL) were added into the system 30 min after the
beginning of each experiment. The parameters studied included perfusion pressure (PP), renal vascular resistance
(RVR), glomerular filtration rate (GFR), urinary flow (UF), percent sodium, potassium and chloride tubular
transport (%TNa*, %TK" and %TCI"), percent sodium, potassium and chloride proximal transport (%pTNa®,
%pTK" and %pTCI), sodium, potassium and chloride excretion (ENa‘, EK* e ECI) and osmotic clearance
(Cosm) (p< 0.05*). The control group perfused with albumin was functionally stable for over 120 min. The
infusion of venom caused a significant increase in UF, ENa’, ECI" and C, and a decreased in PP, RVR,
%TNa", %TK", %TCI, %pTNa*, %pTK" and %pTCI". The GFR and the EK" decreased at 60 min and increased
at 90 and 120 min when compared with control group. The infusion of Lys 49 caused a significant increase in
PP, UF, ENa’, EK" and C,y, and decreased the GFR and the %TNa" when compared with control group. Lys49
did not modify the others functional kidney parameters. The infusion of Asp 49 only modify the functional
kidney parameters %pTK" (decreased) and EK" (increase) when compared with control group. Lys 49 showed a
similar effect at whole venom in parameters UF, %TNa*, ENa*, EK" and Cysn and Asp 49 in parameters %pTK*
and EK*. The histological analysis showed a mild amount of a proteinaceous substance in the renal tubules and
glomeruli of kidneys perfused with the venom, Lys 49 and Asp 49, as well as focal areas of apoptosis/necrosis in
perfused Kidneys with Lys 49 e Asp 49. MDCK cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with
10% vv fetal bovine serum and then assessed in the presence of the whole venom, Lys 49 and Asp 49 of B.
erythromelas in the concentrations (100; 50; 25; 12.5; 6.25 and 3.125ug/mL). The analysis of cytotoxic effects
on MDCK cells was performed by MTT method. The venom promoted cytotoxic effect in the concentrations of
50 and 100ug/mL (1Cs0=93.31pug/mL). Lys 49 promoted cytotoxic effect in the concentrations of 6.25; 12.5; 25;
50 and 100 pg/mL (ICso = 38.29ug/mL). Asp 49 promoted cytotoxic effect in the concentrations of 50 and 100
pug/mL (ICso = 158ug/mL). Also the levels of lactic dehydrogenase (LDH) were measured and no significant
increase was observed with whole venom and Asp 49. Lys 49 promoted a significant increase in the levels of
LDH only in the concentration of 100ug/mL. After culture of MDCK cells with the whole venom, at
concentrations of 46.65 and 23.32ug/mL, was performed the real time polymerase chain reaction for evaluation
of pro (Caspase-3, Caspase-8 and Bax) and antiapoptotic (Bcl-X, and Mcl-1) genes expression. The evaluation of
pro and antiapoptotic genes expression with Lys 49 e Asp 49 did not realized. In the expression of pro-apoptotic
genes the whole venom caused increase of caspase-3 at concentration of 23.32ug/mL and of caspase-8 at
concentrations of 46.65 and 23.32ug/mL, when compared with negative (PBS) and positive (DOXO) controls
and decreased the expression of Bax in both concentrations. In the expression of anti-apoptotic genes the whole
venom caused significant induction of Mcl-1 only at a concentration of 46.65ug/mL and did not modify the
expression of Bcl-X,, when compared with the negative control. The venom and the fractions PLA, Lys 49 e Asp
49 of Bothropoides erythromelas is able to promote significant effects on renal function parameters and on
MDCK cells, with indications of cell death by apoptosis through the extrinsic pathway.

Key-words: Bothropoides erythromelas. Whole venom. Lys 49. Asp 49. Renal effects. MDCK cells. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 SERPENTES PECONHENTAS BRASILEIRAS

Calcula-se que existam cerca de 3.149 espécies de serpentes no mundo, das quais
15% séo peconhentas e classificadas de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas,
compreendendo cinco familias: Viperidae, Elapidae, Lamprophiidae, Colubridae e Dipsadidae
(BERNILS, 2010; UETZ, 2010). No Brasil existem 371 espécies, distribuidas em 82 géneros
(BERNILS, 2010). As duas principais familias de serpentes pegonhentas existentes em nosso
pais sdo a Elapidae e a Viperidae as quais possuem importancia epidemiol6gica e despertam
interesse na saude publica (BRASIL, 2001, 2010).

A familia Viperidae é representada pelos géneros Bothrops (com 8 espécies),
Bothriopsis (com 2 espécies), Bothrocophias (monotipico), Bothropoides (com 11 espécies),
Rhinocerophis (com 4 espécies), Caudisona (com 1 espécie) e Lachesis (com 1 espécie). Os
representantes desta familia possuem a cabeca triangular com escamas quilhadas, fosseta
loreal, olhos com a pupila em forma de fenda. Os dentes inoculadores de veneno sdo grandes,
moveis e implantados no 0sso maxilar superior situado na parte anterior, denominada de
denticdo solendglifa. O seu corpo tende a ser grosso, com a pele aspera e o reconhecimento é
relativamente facil pela presenca da fosseta loreal. Possuem héabitos noturnos ou
crepusculares, e postam-se em posicdo de defesa em S quando molestadas (BARRAVIERA,
1991; RAGE, 1997; BERNILS, 2010).

A familia Elapidae é representada pelos géneros Leptomicrurus (com 3 espécies) e
Micrurus (com 24 espécies). Os representantes desta familia possuem a cabeca arredondada
pouco diferenciada do corpo, auséncia de fosseta loreal, olhos pequenos com as pupilas
arredondadas. Os dentes inoculadores de veneno sdo pequenos, fixos e situados no maxilar
superior, denominada de denticdo proterdglifa. O seu corpo tende a ser cilindrico e longo, a
pele é aspera e o seu reconhecimento é dificil e perigoso por necessidade da identificacdo
através do exame dos dentes. Possuem habitos noturnos ou crepusculares e em situacdo de
perigo apresentam o comportamento de elevar a cauda para dar a impressdo de que se trata da
cabeca (BARRAVIERA, 1991; RAGE, 1997; BERNILS, 2010).
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1.2 O GENERO BOTHROPS E OUTROS AFINS

O género Bothrops, juntamente com os recém criados Bothriopsis, Bothrocophias,
Bothropoides e Rhinocerophis, constituem o mais numeroso, com 26 espécies catalogadas,
apresentando grande variedade de cores (variando do verde ao negro), desenhos, tamanhos e
habitos. Ocorrem na América Central e Ameérica do Sul, ocupando todo territorio brasileiro.
Em virtude do numero de espécies hd grande dificuldade na sua identificacdo por nome
popular em todo o territdrio nacional. Alguns nomes mais conhecidos sdo jararaca, jararacucu,
jararaca pintada, urutu e cotiara. Possuem cauda lisa, sem chocalho ou escamas diferenciadas
e a variacdo de cores depende da espécie e da regido onde vivem. A denticdo solendglifa e a
fosseta loreal, um orificio que abriga um 6rgédo termorreceptor situado entre o olho e a narina,
indica que o animal é pegonhento. Habitam preferencialmente ambientes umidos, como matas
e areas cultivadas, podendo ser encontradas penduradas em arvores, enterradas a beira de rios
ou dentro d’agua, além de zonas rurais, locais de proliferagdao de ratos e periferia de grandes
cidades. Apresentam tamanhos que variam de 40 centimetros a 2 metros de comprimento.
Tém hébitos noturnos ou crepusculares (PUORTO, 1992; ARAUJO; MARTINS, 2007;
BRASIL, 2010).

No Brasil, este grupo possui algumas das espécies mais importantes do ponto de
vista médico. S&o anualmente notificados ao Ministério da Saude mais de 20.000 casos de
envenenamentos ofidicos, sendo esse complexo taxonémico responsavel por 90% dos casos.
Como cerca de 45% dos casos sdo apenas da Regido Sudeste do pais, provavelmente ocorre
importante falha na notificacdo nas demais regides (FRANCA; MALAQUE, 2009; BRASIL,
2010). As espécies Bothropoides jararaca, Bothropoides erythromelas, Bothrops moojeni e
Bothrops atrox sdo responsaveis pela maior parte desses acidentes em humanos e estdo
distribuidas em diferentes regides do Brasil (BOECHAT et al., 2001).

1.3 PRINCIPAIS SERPENTES DO GENERO BOTHROPS E OUTROS
AFINS!

! Os recém criados géneros Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides e Rhinocerophis pertenciam ao antigo
género Bothrops.
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Principais espécies do género Bothrops, Bothriopsis, Bothrocophias,
Bothropoides e Rhinocerophis existentes no Brasil (CAMPBELL; LAMAR, 1989, 2004;
BERNILS, 2010):

e Bothrops atrox (LINNAEUS, 1758)

e Bothrops brazili (HOGE, 1954)

e Bothrops jararacussu (LACERDA, 1884)

e Bothrops leucurus (WAGLER, 1824)

e Bothrops marajoensis (HOGE, 1966)

e Bothrops moojeni (HOGE, 1966)

e Bothrops muriciensis (FERRAREZZI; FREIRE, 2001)

« Bothrops pirajai (AMARAL, 1923)

e Bothriopsis bilineata (WIED, 1825)

e Bothriopsis taeniata (WAGLER, 1824)

e Bothrocophias hyoprora (AMARAL, 1935)

e Bothropoides alcatraz (MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002)
e Bothropoides diporus (COPE, 1862)

e Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923)

e Bothropoides insularis (AMARAL, 1921)

e Bothropoides jararaca (WIED, 1824)

e Bothropoides lutzi (MIRANDA-RIBEIRO, 1915)

e Bothropoides marmoratus (SILVA; RODRIGUES, 2008)
e Bothropoides mattogrossensis (AMARAL, 1925)

e Bothropoides neuwiedi (WAGLER, 1824)

e Bothropoides pauloensis (AMARAL, 1925)

e Bothropoides pubescens (COPE, 1870)

e Rhinocerophis alternatus (DUMERIL; BIBRON; DUMERIL, 1854)
e Rhinocerophis cotiara (GOMES, 1913)

¢ Rhinocerophis fonsecai (HOGE; BELLUOMINI, 1959)

e Rhinocerophis itapetiningae (BOULENGER, 1907)
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1.3.1 GENERO BOTHROPOIDES

Etimologia: O nome genérico € derivado do grego Bothros, que significa fosseta
referindo-se também ao género atualmente nomeado Bothrops, onde “ops” significa olho ou
face, em alusdo a fosseta loreal, localizada entre o olho e a narina destas serpentes.

No género Bothropoides, o termo “oides” significa “semelhante a” ou “que tem a
natureza de”, reconhecendo a afinidade destas espécies com outros piverideos da América do
Sul. Nomes terminados neste sufixo sdo masculinos.

Membros:  Bothropoides alcatraz,  Bothropoides diporus, Bothropoides
erythromelas, Bothropoides insularis, Bothropoides jararaca, Bothropoides lutzi,
Bothropoides mattogrossensis, Bothropoides neuwiedi, Bothropoides pauloensis e
Bothropoides pubescens.

Os membros sdo terrestres e de comprimento moderado. Apresentam manchas
dorsais coloridas variando do dourado ao marrom ou preto, com manchas dorsais de bordas
bem marcadas e presenga de manchas intercalares entre as manchas principais (B. neuwied, B.
mattogrossensis, B. pubescens, B. diporus, B. erythromelas, B. alcatraz, B. insularis e
B. jararaca) e com manchas dorsais de bordas difusas e presenca de manchas intercalares
ausentes ou pouco nitidas (B. pauloensis e B. lutzi). Uma faixa postucular esta presente (mas
na maioria dos especimes de B. insularis esta faixa apresenta-se palida). Quanto ao habito
alimentar, a maioria das especies do género é generalista, com variacdo ontogenética, de
modo que os exemplares juvenis alimentam-se preferencialmente de presas ectotérmicas
(centopeias, lagartos e anfibios) e os adultos, de presas endotérmicas (roedores e aves). As
excecbes sdo B. neuwiedi (exclusivamente roedores), B. pubescens (especialmente
mamiferos), B. insularis (elevada propor¢do de passaros) e B. alcatraz (66,7% de centopéias).

As serpentes Bothropoides diferem de outros viperideos da América do Sul em 38
caracteres mitocondriais. Ocorrem na Ameérica do Sul, ocupando todo territorio brasileiro
incluindo ilhas continentais, Bolivia, Peru, Paraguai, Uruguai e Argentina. Habitam ambientes
secos a Umidos sendo encontradas em vegetacdes como a caatinga, cerrados, areas de
gramineas, matas e florestas (CAMPBELL; LAMAR, 2004; FENWICK et al., 2009).

» Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923) - conhecida por Jararaca-da-
seca por habitar areas xerofilas como a caatinga. Encontrada no Piaui, Ceara, Rio Grande do

Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Maranhdo, Bahia e norte de Minas Gerais.
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Apresenta porte pequeno, aproximadamente 0,5 metros de comprimento. Sua coloragéo vai do
marrom avermelhado a cinza, com manchas dorsais irregulares, lembrando trapézios. Possui
faixa postucular e ventre ligeiramente manchado em tons escuros, sendo a serpente objeto do
estudo em questdo (CAMPBELL; LAMAR, 1989, 2004; FENWICK et al., 2009). (Figura
01).

FIGURA 01 - Fotografia da serpente Bothropoides erythromelas.

Fonte: NUROF — UFC.

1.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Segundo Troiano (1991), os ofidicos sdo classificados na classe Reptilia,
subclasse Lepidosauria, ordem Squamata, subordem Serpentes, sendo uma das classes mais
estudadas (BARRAVIERA, 1993; ANDRADE-FILHO et al., 2001; MELGAREJO, 2009). O
valor global da incidéncia dos acidentes por picadas de serpentes e de sua severidade
permanece desconhecido, seja por falta de registro ou por metodologia deficiente na captagéo
dos dados (LIZANO et al., 2003).
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A Organiza¢do Mundial de Salde estima que, no mundo, ocorram cerca de
5.400.000 acidentes com serpentes peconhentas. Desses acidentes, ocorrem cerca de 125.345
mortes ao ano, com taxa de mortalidade de 2,3%. Na Asia ocorrem por volta de 100.000
acidentes, enquanto que na Africa devem ocorrer 20.000 casos de picadas por serpentes.
Discuti-se que esses dados sdo subestimados, o0 que torna preocupante a ocorréncia do grande
ndmero de casos de envenenamentos ofidicos (SITPRIJA, 2006).

Devido ao Programa Nacional de Ofidismo a notificagdo dos acidentes ofidicos
tornou-se obrigatéria em 1986, e condicionada a distribuicio de soro aos estados
(BOCHNER; STRUCHINER, 2003a). Foram registrados no Brasil, de junho a dezembro de
1986, 8.574 casos. Nos trés anos seguintes, 1987, 1988 e 1989, respectivamente 21.463,
19.815 e 20.947 casos (BARRAVIERA, 1997).

No Brasil, apesar das falhas nas notificacbes, 0 Ministério da Saude calcula que
ocorreram entre 1990 e 1993, 20.000 acidentes por ano, com 359 6bitos, principalmente por
serpentes do género Bothrops sp. (CHIPPAUX, 1998; BRASIL, 2001; CASTRO, 2006). Em
314 desses Obitos o tempo decorrido entre a picada e o atendimento foi informado. Em
39,49% dos Obitos o tratamento ocorreu nas primeiras 6 horas, enquanto na maioria, 60,51% o
atendimento deu-se ap0s esse tempo. Dos acidentes por serpentes peconhentas 90,5% foram
atribuidos ao género Bothrops (BRASIL, 2001; ANDRADE-FILHO et al., 2001).

Bochner e Struchiner (2003a) realizaram um extenso levantamento de casos
registrados na literatura entre 1901 e 2000, concluindo que as andlises epidemioldgicas
realizadas nos ultimos 100 anos no Brasil eram baseadas nas mesmas variaveis utilizadas por
Vital Brazil no inicio do século passado, com todas as mesmas deficiéncias de subnotificacéo.
Os registros limitavam-se a informes regionais (DA SILVA; JORGE; RIBEIRO, 2003;
PINHO; OLIVEIRA; FALEIRQOS, 2004). Os acidentes eram mais comuns em individuos do
sexo masculino, trabalhadores rurais, na faixa etaria dos 15 aos 49 anos, atingindo
principalmente os membros inferiores, sendo a maioria deles atribuidos a serpentes do género
Bothrops (BOCHNER; STRUCHINER, 2003a).

A regido Nordeste aparece nos dados do Ministério da Saude, nos anos de 1990 a
1993, com o menor coeficiente de incidéncia anual de acidentes ofidicos. Sendo uma das
regibes mais pobres, tradicionalmente agricolas, e de localizacdo geografica equatorial,
provavelmente tem sua situacdo subestimada em virtude de subnotificacbes, como se observa
nos registros sanitarios brasileiros relativos ao assunto (BOCHNER; STRUCHINER, 2003a).

No Ceara existem poucos trabalhos sobre ofidismo. A notificagdo dos acidentes

ofidicos no Ceara é realizada pela Secretaria de Salde do Estado (SESA), através da
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Comisséo Estadual de Controle de Zoonoses. Em nosso Estado, os acidentes ofidicos podem
ser considerados acidentes de trabalho, acometendo principalmente os trabalhadores rurais e
constituindo causa de ébito. Compreendem uma boa parte das a¢@es dispensadas aos cuidados
de salde publica, seja na disponibilizacdo do soro, ou nos cuidados especializados
necessarios. O registro de casos é irregular e poucos trabalhos foram publicados relativos a
epidemiologia (CEARA, 1991).

Guimarées et al. (1989) verificaram nos dados da Divisédo de Epidemiologia da
Secretaria Estadual de Salude do Estado, entre 1986 e 1988, a ocorréncia de 1.079 casos de
acidentes por serpentes peconhentas e ndo peconhentas, com 17 6bitos e uma letalidade de
1,6%. A Secretaria Estadual de Saude do Estado do Ceara registrou, entre 1987 e 1990, 1.256
casos, com 18 6bitos e letalidade de 1,4% (CEARA, 1991).

Feitosa et al. (1997) observaram a notificacdo de 688 casos no periodo de 1992 a
1995, acometendo pessoas do sexo masculino em 75% dos casos, na faixa etaria entre 10 e 49
anos em 72% das ocorréncias, sendo atingidos principalmente os membros de trabalhadores
agricolas (62,7%). As regibes anatdomicas mais frequentemente picadas foram os membros
inferiores (81,9%) e superiores (14,7%). Houve uma sazonalidade, com os acidentes
ocorrendo nos meses de abril a setembro. A maioria dos acidentes foi provocada por serpentes
do género Bothrops e afins, 88,3%, seguida pelas do género Caudisona, 10,7%, Micrurus,
0,8% e Lachesis, 0,2%. O perfil clinico-epidemiologico dos acidentes ofidicos depende da
distribuicdo das espécies dentro de cada regido, dos habitos destes animais e do grau de
exposicdo das populacBes humanas a estes agentes. A mortalidade foi de 0,7%, embora os
casos sem informacdo tenham chegado a 33,6% do total. A maioria dos 6bitos ocorreu entre
pacientes que foram tratados nas primeiras 6 horas apds a picada, fato que provavelmente
deveu-se ao uso inadequado da dose ou do soro. Apesar da baixa incidéncia dos acidentes
com Caudisona e de poucos dados disponiveis, o soro anticrotalico foi 0 mais utilizado no
Estado do Ceara no periodo analisado.

Segundo o Nducleo de Controle de Endemias Transmissiveis por Vetores, da
Secretaria de Saude do Estado do Ceard (SESA), no periodo de 1998 a 2002 as estatisticas
mostraram que houve um aumento do ndmero de acidentes provocados por animais
peconhentos. Em 1998, foram registrados 344 casos; em 1999, 165; em 2000, 542; em 2001,
825; e em 2002, 1.003. Esse aumento € resultado do trabalho de notificacdo que o Nucleo de
Controle vem mantendo. Nestes anos, ndo houve registro de ébito. O maior nimero de
acidentes registrados se deve ao género Bothrops e afins enquanto o género Caudisona

responde pelo maior namero de 6bitos. Os acidentes envolvendo o género Micrurus sdo raros,
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ocorrendo em menos de 0,5% dos casos (CEARA, 2003). O género Lachesis ¢é
exclusivamente encontrado no Macico de Baturité sendo responsavel pelos acidentes
ocorridos nesta area. Algumas espécies ja foram encontradas em Guaramiranga e Pacoti
(BORGES-NOJOSA; LIMA-VERDE, 1999).

Rocha (2008) em uma pesquisa realizada no estado do Ceara mostrou que 0 maior
ndmero de casos de acidentes ofidicos em humanos era devido as serpentes do género
Bothrops, sendo responsaveis por 87,6% dos acidentes. No periodo de 2001 a 2007 foram
notificados no Ceard, 3.877 casos de acidentes por serpentes peconhentas. Mais uma vez,
foram mais acometidas as pessoas do sexo masculino (74,2%), porém a faixa etaria mais
atingida foi de 21 a 50 anos, considerando que este tipo de acidente estd relacionado a
atividade agricola (Figura 02).

FIGURA 02 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos de 2001 a 2007 no estado do Ceara -
Brasil, segundo o género da serpente.

0.59%
1.6%
Bothrops
87.6%
B Crotalus
Micrurus
B Lachesis

Fonte: ROCHA, 2008.
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Os dados apresentados até aqui mostram que tanto no Ceara quanto no Brasil a
maior prevaléncia de casos de acidentes ofidicos envolveu o género Bothrops e afins vistos
serem populacionalmente mais numérico e possuir grande adaptabilidade a &reas devastadas,
0 que em si ja eleva as estatisticas dos acidentes humanos. No Ceard, os acidentes envolvendo
estes géneros representaram 88,3% do total, estatistica bem préxima a encontrada nacional
que é de 90,5%. E interessante notar que o género Lachesis, a nivel nacional, contribui com
1,4% do total de acidentes, mas no Ceara ele representa apenas 0,2% dos casos. Por se tratar
de serpentes encontradas apenas em faixas preservadas de mata atlantica e ilhas itmidas como
as que ocorrem no macico de Baturité, onde a densidade populacional é baixa, os acidentes
provocados por este género séo pouco observados (HARDY; HAAD, 1998).

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de satde publica no Brasil,
ndo sO pela frequéncia com que ocorrem mais também pela morbidade e mortalidade que
ocasionam, ocorrendo principalmente em paises tropicais, 0 que engloba toda America Latina.
Além da mortalidade, estes acidentes devem ser tratados com bastante relevancia nos paises
em desenvolvimento, na medida em que resultam em morbidades crbnicas associadas com
amputacdes, deformidades, faléncia renal, e suas consequéncias socioecondmicas (LIZANO
et al., 2003; WARRELL, 2004; GUTIERREZ et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). O género
Bothrops e afins possuem algumas das espécies mais importantes do ponto de vista médico,
tanto pela porcentagem predominante dos acidentes ofidicos registrados, quanto pelo seu
potencial farmacologico (BOECHAT et al., 2001; QUEIROZ et al., 2008; WILLIAMS et al.,
2010).

As serpentes Bothrops e Bothropoides sdo responsaveis por 70% dos acidentes
ofidicos ocorridos no Brasil (OLIVEIRA et al., 2010). Em 2008, em nosso pais, ocorreram
cerca de 27.000 acidentes ofidicos no qual as serpentes Bothrops e Bothropoides foram
responsaveis por cerca de 70% dos casos (SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS
DE NOTIFICACAO- SINAN, 2009).

1.5 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS ENVENENAMENTOS
BOTROPICOS

O quadro clinico causado pelo acidente botropico se caracteriza por uma
sintomatologia local, alteracbes no tempo de coagulagdo, hemorragias sistémicas e

complicac@es locais e/ou sistémicas. Trinta minutos apos a picada observamos dor, edema e
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eritema causados pelas atividades enziméticas e proteoliticas do veneno, que serdo mais
intensos de acordo com a quantidade de veneno inoculado durante a picada. A dor é imediata
e 0 edema se forma nas primeiras 6 horas (BARRAVIERA, 1993). Estes efeitos locais tendem
a progredir para bolhas, equimoses e necrose as quais surgem geralmente apds 12 horas do
acidente. Pode ocorrer também liberacdo de peptideos para a circulagio com choque
periférico e eventualmente obito (BOER-LIMA et al., 1999; RUIZ DE TORRENT et al.,
1999; GUTIERREZ; THEAKSTON; WARRELL, 2006). (Figura 03).

Néuseas, vomitos, sudorese, hemorragia, efeitos no sistema nervoso como mialgia
e paralisia, dor abdominal, insuficiéncia renal aguda (IRA), hipotensdo arterial e, mais
raramente, choque, podem também acometer o paciente acidentado. Estes sintomas e
complicagbes podem variar dependendo do tipo de acidente que pode ser classificado como
leve, moderado ou grave (BRASIL, 2001; SITPRIJA, 2006; SANTORO et al., 2008). A
distancia interposta aos sinais da picada nem sempre se correlaciona com as dimensfes da
serpente e com a quantidade de veneno inoculada (BRASIL, 2001; FRANCA; MALAQUE,
2009).

A necrose local pode complicar-se com infeccdo por bactérias, sobretudo
provenientes da boca da serpente, e formacdo de abscesso (JORGE et al., 1994; BRASIL,
2001). Geralmente limita-se ao tecido subcutaneo, mas pode comprometer estruturas mais
profundas como, tenddes, musculos e 0ssos. O periodo de instalacdo € variavel, ocorrendo, 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 intervencdes bastante
difundidas, porém extremamente prejudiciais. A demora entre o acidente e o tratamento
soroterapico também pode agravar o caso (FERREIRA et al., 1992; MORENO et al., 2005).

Experimentos mostram que os antidotos sdo efetivos na neutralizacdo da necrose e
hemorragia local, somente quando injetados imediatamente ou pouco tempo depois da
inoculacdo do veneno (BOCHEAT et al., 2001).

Esses sinais podem, ainda, ser agravados pela presenca de fatores da coagulacéo
no veneno (SANCHEZ et al., 1992) que causam alteracdo da coagulacdo sanguinea e
sangramento. Além de hemorragia sistémica, o veneno pode promover choque hemodinamico
e coagulacdo intravascular disseminada (CIVD). Todos esses sinais sdo caracteristicas
comuns do envenenamento botrépico (MILANI et al., 1997; WHITE, 2005). (Quadro 01).
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FIGURA 03 - Sinais de perda tecidual de acidente por Bothrops sp.

A complicacdo comum que tem sido bastante reportada em acidentes ofidicos por
serpentes do género Bothrops é a hipotensdo, sendo uma consequéncia grave nos acidentes
botropicos. Esse efeito sistémico é capaz de produzir um estado de perfusdo insuficiente para
varios orgaos. Nessas condicOes, pode ocorrer desde uma reducdo da pressao intraglomerular
renal, até uma faléncia cardiaca ou hipoxia (ABUELO, 1995; JOSEPH et al., 2004). A
hipotensdo é causada pela liberacdo de oxido nitrico de macrofagos, levando a formacéo de
peroxinitrito, depois de rea¢do com anions superdxido gerado localmente (ZAMUNER et al.,
2001).

Sintomas neuroldgicos raramente sdo atribuidos a acidentes causados por
serpentes desse género. S&o poucos 0s casos clinicos no qual € diagnosticada a presenca de
alteracdes nervosas (BOCHNER; STRUCHINER, 2003b; MISE, 2007).

Considerando o curso clinico dos envenenamentos nas conclusdes de
atendimentos rotineiros no Brasil, a letalidade nos casos tratados é baixa (0,3%) (BRASIL,
2001), mas um namero maior de pacientes apresenta sequelas como perda do membro ou de
um segmento deste (JORGE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2008).
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QUADRO 01 - Acidente Botropico - Classificacdo quanto a gravidade e a soroterapia
recomendada.

Manifestacdes e Caso leve Caso moderado Caso grave
tratamento

Locais: Ausentes ou Evidentes Intensas ™
e Dor discretas
e Edema
e Equimose
Sistémicas:
e Hemorragia grave Ausentes Ausentes Presentes
e Choque
e Anuria
Tempo de coagulagéo Normal ou Normal ou Normal ou
(TC) alterado alterado alterado
Soroterapia
SAB-SABC-SABL 2 a 4 ampolas 4 a 8 ampolas 12 ampolas
Via de administracéo Endovenosa Endovenosa Endovenosa

Fonte: PINHO; PEREIRA, 2001; BRASIL, 2010.

:]C normal: até 10 min; TC prolongado: de 10 a 30 min; TC incoagulavel: > 30 min.
ManifestacOes locais intensas podem ser o Unico critério para classificacdo de gravidade.

***SAB = Soro antibotrépico/SABC = Soro antibotropico-crotalico/SABL = Soro antibotrépico-
laquético.
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1.6 COMPONENTES E ACOES DOS VENENOS OFIDICOS

O veneno representa uma importante inovacdo durante o processo evolutivo das
serpentes. Ele possibilitou a transicdo de um modo mecénico (constricdo) para um modo
quimico de dominar e digerir grandes presas. Na verdade o veneno apresenta maltiplas
fungbes como imobilizacéo, paralisagdo, morte e digestdo (CARDOSO, 2009).

Os venenos de serpentes contém muitos componentes de valor bioldgico e/ou
biotecnologico. Segundo Calvete et al. (2007) sua caracterizagdo protedmica apresenta
potenciais beneficios para a pesquisa basica, diagndstico clinico e desenvolvimento de novos
instrumentos de pesquisa e drogas de potencial uso clinico. Também é relevante para o
entendimento da evolucdo e dos efeitos bioldgicos dos venenos, e gerar protocolos de
imunizacdo para eleger anticorpos especificos para as toxinas com maior especificidade e
efetividade do que o sistema convencional.

Os venenos de serpentes apresentam-se como uma fonte natural para a pesquisa
biologica, uma vez que contém varios componentes que podem apresentar potencial
terapéutico. S8 compostos por substancias simples e complexas, cuja propor¢do e
caracteristicas especificas variam entre as diferentes espécies. Apresentam componentes
proteicos e ndo protéicos com diferentes estruturas e atividades bioquimicas especificas (PAL
et al., 2002; KOH; ARMUGAN; JEYASEELAN, 2006; PORTO et al., 2007; SOUZA et al.,
2008).

O veneno consiste em uma complexa mistura de proteinas, peptideos, lipidios,
polissacarideos e substancias quimicas inorganicas. Diferencas intraespecificas na
composicdo do veneno sdo decorrentes de variacdes geograficas, sexuais, ontogenéticas,
sazonais, estacionais e dieta (MOURA-DA-SILVA et al., 1990a, 1990b; CHIPPAUX et al.,
1991; FURTADO et al., 1991; BRASIL, 2001; DA SILVA, 2002).

Os componentes protéicos constituem enzimas e proteinas ndo enzimaticas além
de polipeptideos como neurotoxinas, cardiotoxinas, lectinas, desintegrinas, peptideos
natriuréticos, proteases, fosfolipases, fosfodiesterases, nucleotidases, L-aminoacido oxidases,
entre outros (Quadro 02). Os componentes ndo protéicos incluem constituintes organicos e
ndo organicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000; RAJENDRA et al., 2004).

Entre os componentes organicos ndo protéicos encontramos aminodacidos livres e
pequenos peptideos, carboidratos, lipidios (principalmente fosfolipidios) e aminas biogénicas
(VARANDA; GIANNINI, 1999; QUEIROZ et al., 2008).
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Os constituintes ndo organicos conhecidos sdo célcio, cobre ferro, potassio,
magnésio, manganés, sodio, fosforo, cobalto e zinco (FRIEDERICH; TU, 1971; PONCE-
SOTO et al., 2006). Porém esses elementos ndo sdo encontrados em todos 0s venenos e a
quantidade também varia para cada espécie. O papel bioldégico de cada um desses
constituintes inorganicos ndo esta claro. Alguns estudos sugerem que o célcio, 0 manganés e o
magnésio, por exemplo, sdo importantes para a estabilizacdo de certas proteinas, enquanto que
outros, em particular o zinco, o cobre, o ferro e o cobalto, possivelmente atuam nos
mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos, como metaloproteinases
(BJARNASON; FOX, 1994; AIRD, 2002).

Cerca de 90-95% do peso seco dos venenos ofidicos tem composicdo protéica, e
sd0 essas proteinas as responsaveis por quase a totalidade dos efeitos biolégicos encontrados
(BON, 1997; QUEIROZ et al., 2008). Alguns dos elementos protéicos atuam
enzimaticamente, enquanto outros agem como toxinas diretas, principalmente na
desestabilizacdo de membranas celulares, pelos mecanismos mais variados (ANGULO;
LOMONTE, 2009).

Dentre as proteinas que exibem atividades enzimaticas encontramos as
proteinases, as nucleotidases, as fosfodiesterases, as fosfolipases A, (PLA;) relacionadas a
producdo de derivados do acido aracdénico (SIX; DENNIS, 2000), as metaloproteinases com
atividade proteolitica sobre as membranas basais dos vasos, sendo responsaveis pela inducao
de hemorragia, bolhas e mionecroses (VARANDA; GIANNINI, 1994; FRANCESCHI et al.,
2000; TANJONI et al., 2003; MITCHELL, 2005), as trombinas similes (serinoproteinases)
que ativam fatores da coagulacdo, induzem a agregacao plaquetaria e atuam no fibrinogénio
do tipo A ou do tipo B com a formacdo de um complexo de fibrina facilmente degradada pela
plasmina, ocasionando um quadro de incoagulabilidade sanguinea por consumo de
fibrinogénio com diminuicdo da coagulacdo sanguinea (HAVT, 1999; BRAUD, 2000;
SANTOS et al., 2000, WHITE et al., 2003; CASTRO et al., 2004; MITCHELL, 2005) e as L-
aminoacido oxidases (LAAOs) que provocam ou inibem a agregacdo plaquetaria além de
induzirem apoptose (DU; CLEMETSON, 2002; ANDE et al., 2006; ALVES et al., 2008;
ZHANG; WU, 2008). Em adicdo as suas propriedades cataliticas, as quais podem contribuir
para a acado digestiva do veneno, estas enzimas também induzem varios efeitos
farmacoldgicos como neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, hemorragia,
hemolise, efeitos pré-coagulantes e anticoagulantes, hipotensivos e edematogénicos
(BAILEY; WILCE, 2001; KINI, 2003).



39

Os membros de cada familia de proteinas tém um padrdo molecular semelhante,
mas eles exibem mdltiplas fungbes. Sugere-se que com o processo evolutivo, alguns dos
padrdes moleculares dos venenos tém sido “selecionados”, e varios sitios funcionais foram
gerados por uma evolugdo acelerada até um padrdo molecular comum (TORRES et al., 2003).

Segundo Daltry et al. (1996), os componentes dos venenos apresentam uma
consideravel variacdo geografica mesmo dentro de cada espécie de serpente, em uma relagédo
estreita com sua alimentacdo, de acordo com observacGes prévias que 0s componentes dos

venenos extraidos da mesma espécie de serpente podem ser diferentes.

QUADRO 02 — Componentes protéicos presentes nos venenos ofidicos.

( -Aminotransferases

- Acetilcolinesterases

- Catalases

Enzimaticos { - Fosfolipases A,

- L-aminoacidos oxidades

- Metaloproteases
- Proteases { P

- serinoproteases
\
Proteinas -Ativadores de proteina C
L - Inibidores da formag&o do complexo protrombinase
Nao-enzimaticos < Lectinas

- Precursores de peptideos bioativos
Inibidores enzimaticos

: -Toxicos (citotoxico, cardiotoxicos, miotoxicos e
neurotoxicos)

Peptideos < _ Desintegrinas
- Natriuréticos

_ - Potencializadores da bradicina

Fonte: RAMOS; SELISTRE-DE ARAUJO, 2006.
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1.7 O VENENO DE Bothropoides erythromelas

Bothropoides erythromelas, comumente conhecida como “jararaca da seca” ou
“jararaca malha-de-cascavel”, ¢ responsavel por muitos acidentes no Nordeste do Brasil
(WEN et al., 1989; ROMANO-HOGE, 1990; VASCONCELOS et al., 1998; AIRD, 2004;
ROCHA et al., 2008). Esta espécie é particularmente interessante porque ndo apresenta
atividade trombina-like (NAHAS et al., 1975; NAHAS et al., 1979; FURTADO et al., 1991).
Assim como as serpentes do género Bothrops, a atividade coagulante (alto nivel) deste veneno
foi atribuida a presenca de ativadores de protrombina e fator X (NAHAS et al., 1979;
FURTADO et al., 1991; MARUYAMA et al., 1992; SILVA et al., 2003), exibindo poderosa
acdo pré-coagulante nos fatores X e Il (NAHAS et al., 1979; FURTADO et al., 1991;
VASCONCELOS, 1996; SILVA et al., 2003; PEREIRA et al., 2006). Pacientes com
envenenamento sistémico podem desenvolver coagulagéo intravascular disseminada seguida
por incoagulabilidade sanguinea devido ao consumo de fatores coagulantes (MARUY AMA et
al., 1992). O veneno também possui elevada atividade hemorragica (MARUYAMA et al.,
1992; VASCONCELOS, 1996), fibrinolitica (NAHAS et al., 1979; PEREIRA et al., 2006),
proteolitica (FURTADO et al., 1991; SANCHEZ et al., 1992), e significante atividade de
fosfolipase A, (FLORES et al., 1993; AIRD, 2004; DE ALBUQUERQUE MODESTO et al.,
2006), induz edema e necrose (SANCHEZ et al., 1992; VASCONCELOQS, 1996), provoca
hipotensdo (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2004; SCHATTNER, et al., 2005), induz
migracdo dose-dependente de neutrofilos (FLORES et al., 1993), inibe a agregacao
plaquetaria (ZAPPELLINI; PRADO-FRANCESCHI, 1990; DE ALBUQUERQUE
MODESTO et al.,, 2006; MOURA-DA-SILVA et al., 2008) e apresenta atividade de
inibidores endégenos de fosfolipase A, (PLIs) (ESTEVAO-COSTA et al., 2008). A atividade
miotoxica direta do veneno é baixa (MOURA-DA-SILVA et al., 1991; ZAMUNER et al.,
2004) sugerindo que a fosfolipase abrange outros alvos bioldgicos. Um estudo em caes
mostrou que o0 veneno induz mudancas hemostaticas envolvendo hipercoagulabilidade
sanguinea seguida por incoagulabilidade sanguinea (VASCONCELQOS, 1996) e intensa
hemorragia nos pulmdes, rins e figado (VALENCA et al., 1996).

O veneno da B. erythromelas € o mais letal de todos quando comparado aos
venenos de Bothropoides jararaca, Bothropoides neuwiedi, Bothrops jararacussu e
Bothrops moojeni causando mionecrose com dano intermediario aos venenos da Bothrops
jararacussu (98-100%) e Bothropoides jararaca (74%) (ZAMUNER et al., 2004).
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1.8 FOSFOLIPASES (PLAg)

As enzimas fosfolipases A, (PLA;) sdo 0s componentes protéicos mais
amplamente encontrados nos venenos de serpentes (VALENTIM; LAMBEAU, 2000a;
CHACUR et al., 2003). Sdo classificadas segundo quatro critérios: a) a capacidade de
catalisar a hidrélise do éster do substrato fosfolipidico; b) a sequéncia completa de
aminoécidos; ¢) a homologia de sequéncias; d) a variacdo no segmento cataliticamente ativo
(SIX; DENNIS, 2000).

Constituem uma superfamilia de enzimas as quais liberam precursores de
mediadores quimicos relacionados ao processo inflamatério (BONFIN et al., 2009). Estas
enzimas catalizam a hidrolise de glicerofosfolipidios na posi¢do sn-2 da cadeia principal do
glicerol liberando &cidos graxos e lisofosfolipidios (KINI, 2003; KOH et al., 2006;
SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Os acidos graxos liberados por essas enzimas, como acido
araquidénico e é&cido oléico, podem ser importantes fornecedores de energia. O &cido
araquidénico também pode funcionar como segundo mensageiro, bem como precursor de
eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas), 0s quais sdo potentes
mediadores da inflamacéo. Os lisofosfolipidios, por sua vez, sdo importantes na sinalizacao
celular, remodelagem fosfolipidica e perturbacdo da membrana (SIX; DENNIS, 2000;
BALSINDE et al., 2002; KUDO; MURAKAMI, 2002; KAMANNA et al., 2005; RIGONI et
al., 2005; LOMONTE et al., 2009a).

Baseando-se nas caracteristicas das PLA, tem sido dificil compreender muito dos
seus efeitos. InUmeras atividades inflamatérias tém sido descritas para as fosfolipases A, de
venenos como inducdo de edema, recrutamento de células inflamatdrias, desgranulagdo de
mastdcitos entre outras (CHACUR et al., 2003; CAMARA et al., 2003). Desde a descoberta
que as fosfolipases A, sdo as principais enzimas envolvidas na liberacdo do é&cido
araquidénico, responsavel pela biosintese de lipidios mediadores da inflamacdo como
prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos, muito interesse tem sido focalizado
nesta familia de enzimas no estudo da inflamacao (TEIXEIRA et al., 2003).

As PLA; estdo agrupadas em trés familias principais: (1) citosélicas (cPLA;) de
alto peso molecular (31-110kDa), intracelulares e dependentes de concentracGes
micromolares de célcio para sua atividade enzimatica; (1) secretérias dependente de Ca**
(sPLA2) que sdo extracelulares, de baixo peso molecular (14-18kDa) e que requerem

concentracBes milimolares de calcio e (I11) intracelulares ndo dependentes de Ca** (iPLAy)
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estas também intracelulares e com peso molecular entre 29-85kDa (FORTE-DIAS et al.,
1999; LANDUCCI et al., 2000a; MONTECUCCO; ROSSETO, 2000; CHAKRABORTI,
2003; BALSINDE et al., 2006; HIGUCHI et al., 2007). As fosfolipases A, intracelular ou
citosolica (cPLA;) sdo encontradas em vérias células, enquanto as fosfolipases A, extracelular
ou secretéria (SPLA;) sdo encontradas nos venenos de serpentes e suco pancreatico dos
mamiferos (GLASER et al., 1993; DE CASTRO et al., 2000; VALENTIN; LAMBEAU,
2000a).

De acordo com as estruturas primarias e locacdo das células, as fosfolipases
secretorias podem ser divididas em trés subgrupos: o primeiro foi obtido dos venenos de
serpentes da familia Elapidae e Lamprophiidae e do péncreas de mamiferos (suco
pancreético); o segundo grupo obtido dos venenos de serpentes da familia Viperidae bem
como do liquido sinovial e das plaquetas de seres humanos; o terceiro grupo foi obtido atraves
do veneno de vespas (DENNIS 1994; PFEILSCHIFTER, 1995; NEVALAINEN et al., 2004).

O segundo subgrupo de fosfolipase A, pode ser dividido em:

1 Miotoxinas pequenas - sdo peptideos basicos de cadeia simples, nao
enzimaticos, possuindo em sua estrutura primaria 42 a 45 aminodacidos ligados por trés pontes
dissulfetos, possuindo como exemplo a crotamina encontrada no género Caudisona.

2 Cardiotoxinas - sdo proteinas basicas, ndo enzimaticas, possuindo em sua
estrutura primaria aproximadamente 60 aminoacidos. Seu principal mecanismo de acéo
consiste em alterar a integridade do sarcolema (MEBS, 1998; OWNBY et al., 1999).

3 Miotoxinas com caracteristica de fosfolipase A, - divididas em:

3.a Neurotoxicas - sdo proteinas basicas e multiméricas, com atividade
fosfolipdsica e neurotoxicidade pré-sinaptica, possuindo em sua estrutura primaria
aproximadamente 120 aminoacidos. Estas miotoxinas s&o comumente encontradas nos
venenos de serpente dos géneros Micrurus e Caudisona sendo responsaveis pela letalidade
dos venenos devido ao efeito pré-sinaptico na juncdo neuromuscular, além de necrose do
musculo esquelético. Os conjuntos destes efeitos fazem com que estas miotoxinas tenham
uma DLsy muito baixa (LOMONTE et al., 2003a), como exemplo a crotoxina do veneno da
Caudisona durrissus cascavella comumente encontrada em nossa regido (MARTINS et al.,
1998).

Pesquisas com neurotoxinas tém demonstrado muita utilidade para o
entendimento dos eventos da transmissao sinaptica e tem contribuido no desenho de novas

drogas para o tratamento de desordens neurolégicas e da dor (MORTARI et al., 2007).
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3.b N&o neurotoxicas - sdo proteinas basicas e diméricas, possuindo
aproximadamente 120 aminoacidos, comumente encontradas nos venenos das serpentes
Viperidae. S&o proteinas abundantes, possuem baixa letalidade e uma DL alta. Seu potencial
miotoxico é baixo quando comparado com a miotoxina fosfolipdsica neurotoxica
(LOMONTE et al., 2003a). Dividem-se em trés tipos diferentes: 1) as classicas com &cido
aspartico no carbono 49 (Asp 49), a qual apresenta atividade catalitica; 2) as variantes
(também denominadas proteinas semelhantes a PLA; sendo classificadas como PLA; simile
por serem estruturalmente semelhantes, mas destituidas de atividade enzimatica) contendo
lisina no carbono 49 (Lys 49) (LOMONTE et al.,, 2003a); 3) as variantes com serina
ocupando a posicao 49 (Ser 49) (KRIZAJ et al., 1991; POLGAR et al., 1996), as duas Gltimas
enzimaticamente inativas (LOMONTE et al., 2003a).

3.b.1 Asp 49 sPLA, - fosfolipases que contém na posicdo 49 da sua cadeia
priméria, um &cido aspartico que atua como sitio de ligacdo para o fon Ca®*, em geral néo s&o
agentes hemoliticos, possuem alta atividade enzimatica, ligando-se a sitios especificos na
membrana ou interagindo com seus componentes causando hidrolise dos fosfolipidios da
membrana celular provocando sua desorganizagio (GUTIERREZ; LOMONTE, 1997a; SIX;
DENNIS, 2000; GUTIERREZ; OWNBY, 2003; LOMONTE et al., 2003a).

3.b.2 Lys 49 sPLA; - contém uma lisina homologa na posicéo 49, sdo destituidas
de atividades enzimaticas, sdo citotoxicas e calcio independente. Seu mecanismo de agédo
ocorre por susceptibilidade da membrana celular que requer a presenca de fosfolipidio de
carga negativa seguido de penetracdo e desorganizacdo da bicamada da membrana celular.
Essa desorganizacdo é seguida por um descontrolado influxo de calcio e sodio para o interior
da célula causando alteracéo intracelular irreversivel e morte. O C terminal da enzima, rico
em lisina, é o responsavel pelos efeitos ocorridos (GUTIERREZ; LOMONTE, 1997a;
LOMONTE et al., 1994a; CALDERON; LOMONTE, 1998; FLETCHER; JIANG, 1998;
NUNEZ et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2001; WARD, 2002; CHIOATO; WARD, 2003;
LOMONTE et al., 2003a, 2003b; NUNEZ et al., 2004).

As fosfolipases A, mantém uma homologia estrutural que se mantém constante
dentro de cada grupo. Existe uma clara distincdo entre as PLA, Asp 49 e Lys 49.
Estruturalmente sdo constituidas por 125 residuos de aminoacidos, unidos por seis pontes
dissulfidricas e contém uma extensdo C-terminal com cinco a sete residuos (LOMONTE et
al., 2003a; DOS SANTOS et al., 2009). Lee et al. (2001) propbem que as caracteristicas
estruturais das PLA; destituidas de atividade enzimatica impedem a libera¢do do acido graxo

produzido apds a hidrdlise inicial do fosfolipidio, interrompendo o ciclo catalitico. Seu efeito
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mionecrotico transcorre por uma via catalitica independente da atividade enzimética, sendo
acompanhado, in vivo, por edema, hiperalgesia, liberacdo de citosinas pré-inflamatérias como
interleucina 6 (IL-6), além de atividade letal quando injetada por via endovenosa ou
intraperitoneal em camundongos (LOMONTE et al., 2003a).

3.b.3 Ser 49 sPLA,; - essa miotoxina apresenta um residuo de serina na posi¢do 49
sem atividade enzimética, tendo como caracteristica o grupamento de hidroxila da serina que
substitui a carboxila do 4cido aspartico na estabilizagéo do calcio (POLGAR et al., 1996).

Na verdade, nem todas as fosfolipase A, de venenos (VPLA;) cataliticamente
ativas induzem efeitos toxicos. Além do mais, existem vérias VPLA, cataliticamente inativas
que podem ter efeitos miotoxicos, cardiotoxicos e citotoxicos (GUTIERREZ; LOMONTE,
1997b; VALENTIN; LAMBEAU, 2000b).

Dentre as atividades causadas pelas miotoxinas classificadas como nao
neurotdxicas encontra-se “in vivo” miotoxicidade acompanhada de edema utilizando a técnica
de edema de pata (LOMONTE; GUTIERREZ, 1989; LIU et al., 1991; CHAVES et al., 1998;
ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; ANGULO et al., 2000; LANDUCCI et al., 2000a,
2000b; SOARES et al., 2002; GUTIERREZ; OWNBY, 2003; MONTECUCCO;
GUTIERREZ; LOMONTE, 2008), hiperalgesia (CHACUR et al., 2001; CHACUR et al.,
2003), liberagdo de citocina pro-inflamatoria (LOMONTE et al., 1993; CHARCUR et al.,
2003), capacidade de atrair leucdcitos para cavidade pleural (DE CASTRO et al., 2000;
ZULIANI et al., 2005).

In vitro as fosfolipases A, apresentam efeitos na placa neuromuscular, atividade
citolitica que se expressa pela ruptura de lipossomos compostos de fosfolipidios carregados
negativamente (LOMONTE et al., 1999; SOARES et al., 2000a, 2000b; ANDRIAO-
ESCARSO et al., 2000; ANGULO et al., 2000; SOARES et al., 2002), destruicdo de
lipossomo (DIAZ et al., 2001), promocdo da degranulacdo de mastdcitos com consequente
aumento da permeabilidade vascular e formacdo de edema (CHAVES et al., 1998;
LANDUCCI, et al., 1998), acdo quimiotaxica com migracdo de neutrofilo (RI1ZZO et al.,
2000; GAMBERO et al., 2002), atividade antibactericida de largo espectro (PARAMO et al.,
1998; BUCKLAND; WILTON, 2000), proliferacdo, apoptose e necrose em células de linha
de linfoblastoide B (MORA et al., 2005), além de provocarem lesdo renal em sistema de rim
isolado de rato (BARBOSA et al., 2002, 2005, 2006; BRAGA et al., 2008; EVANGELISTA
et al., 2010).

As PLA; isoladas dos venenos de serpentes variam consideravelmente em termos

de toxicidade e complexidade estrutural. Possuem vérias bioatividades, como inducdo da
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motilidade de células endoteliais, atividade antimicrobiana, anticoagulante, antitumoral,
inibicdo da agregacéo plaquetaria (OLIVEIRA et al., 2002; MAGRO et al., 2004; ROBERTO
et al., 2004; XU et al., 2007; XU et al.,, 2008), neurotoxicidade, miotoxicidade,
cardiotoxicidade, citotoxicidade, coagulacdo e efeitos hipotensivos (ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2002; GUTIERREZ; OWNBY, 2003; RODRIGUES et al., 2004; GALBIATTI et al.,
2007; SAI-NGAM, 2008). Ha evidéncias crescentes de que as PLA; sdo um dos componentes
mais toxicos presentes nos venenos de serpentes (OWNBY et al., 1999).

Independentemente de possuirem ou ndo atividade enzimatica, as fosfolipases A,
desestabilizam os fosfolipidios das membranas celulares e induzem lesdo da membrana
celular, permitindo um influxo descontrolado de ions célcio e sédio que promovem alteracdes
intracelulares irreversiveis que culmina com a morte celular (LOMONTE et al., 2003a).

Uma fosfolipase A, Asp 49 (BE-I-PLA;) de Bothropoides erythromelas, a qual
apresenta alta similaridade com as PLA; de serpentes do género Bothrops, foi isolada, clonada
e caracterizada como um potente antiplaquetario e indutor da liberagdo de prostaglandina I,
(PGly) por células endoteliais. BE-I-PLA; inibe a agregacdo plaquetaria induzida por
colageno e acido araquidonico, sem interferéncia nos receptores plaquetarios e a habilidade de
estimular as células endoteliais a liberar PGI;, sugere um aumento do potencial antiplaquetario
do veneno in vivo (DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006).

Inibidores endogenos de fosfolipase A, (PLIs) tém sido descritos no soro de
serpentes. Estudos tém demonstrado a existéncia de trés classes estruturais distintas de PLIs
de fosfolipase A; (a, B e y). Os membros da classe y sdo potentes inibidores de fosfolipase A,
(PLA;) dos venenos da familia Viperidae. Os yPLIs estdo presentes no veneno da
Bothropoides erythromelas (ESTEVAO-COSTA et al., 2008).

Flores et al. (1993) demonstraram que o veneno de Bothropoides erythromelas
(BeV) possuia significante atividade de fosfolipase A,. O BeV induzia migracdo dose-
dependente de neutrdfilos na cavidade peritoneal, o qual era dependente do nimero de
macrofagos encontrados, quando injetado via intraperitoneal (IP) em ratos. Esta resposta era
devido a atividade da fosfolipase A, e que metabdlicos da via da lipoxigenase derivada do
acido araquiddnico, como o leucotrieno B4, atuava como mediador quimiotaxico.

A acdo mionecrotica se deve as miotoxinas de estrutura fosfolipasica (destituida
ou ndo de atividade enzimatica) que levam a transtornos vasculares e hemostaticos, podendo
causar um processo tissular isquémico levando a uma amputacdo de membro ou lesdo

musculo tendinosa permanente (ROODT et al., 2000).
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Moura-da-Silva et al. (1991) demonstraram que o veneno de Bothropoides
erythromelas tem baixa capacidade de ligacdo ao tecido muscular o qual é consistente com a
baixa miotoxidade do veneno, quando comparada com outras espécies de Bothrops.

Zamunér et al. (2004) compararam os efeitos neurotoxico e miotdxico dos
venenos das Bothrops e Bothropoides (Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni
Bothropoides erythromelas, Bothropoides jararaca, e Bothropoides neuwiedi) e sua
neutralizacdo pelo antiveneno comercial. O veneno da B. erythromelas apresentou ser o mais
letal de todos com DLsy de 0,55mg/kg, produziu bloqueio neuromuscular tempo e
concentracdo dependente. Na mais alta concentracdo o veneno causou 50% de bloqueio em
47,4 £ 6,4 minutos. A ordem de protecdo contra o blogueio neuromuscular do antiveneno
botropico foi de 40%. A atividade miotoxica da B. erythromelas foi considerada baixa, com
pequena liberacdo de creatinina kinase (CK). O antiveneno botrépico neutralizou a liberacéo
de CK com ordem de poténcia de 41,5%. O veneno causou mionecrose com dano
intermediario aos venenos da Bothrops jararacussu (98-100%) e Bothropoides jararaca
(74%). O antiveneno neutralizou a habilidade do veneno em produzir mionecrose com extensa
neutralizacédo (65,8%).

Os resultados desse estudo estdo em concordancia com o estudos de Camey et al.
(2002) sobre a neutralizacdo de venenos usados na producdo de antiveneno botrépico no
Brasil, no qual alguns efeitos farmacologicos dos venenos de cinco diferentes espécies do
género Bothrops e afins (Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni, Bothropoides jararaca,
Bothropoides neuwiedi e Rhinocerophis alternatus) e um pool antigénico desses venenos
foram quantificados, assim como os efeitos farmacoldgicos dos venenos de Bothrops atrox,
Bothrops leucurus e Bothropoides erythromelas os quais ndo foram incluidos no pool
antigénico. A habilidade do antiveneno botropico produzido pela Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED, Brasil) em neutralizar as principais atividades téxicas e enzimaticas foram
estudadas usando ensaios in vivo e in vitro. O antiveneno botropico tem elevada efetividade
na neutralizacdo dos principais efeitos toxicos in vivo (letalidade, toxicidade, necrose e
hemorragia) e in vitro (acdo proteolitica, fosfolipasica, pré-coagulante e fibrinolitica) de todos
0s venenos testados inclusive do veneno de B. erythromelas o qual ndo estava incluido no

pool antigénico.
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1.9 EFEITOS BIOI:OGICOS DE METABOLICOS DA FOSFOLIPASE
A, SOBRE A FUNCAO RENAL

A acdo das fosfolipases enzimaticamente ativas sobre as diferentes células,
incluindo as células renais, leva a liberacdo de acido araquidénico (AA) que pode ser
posteriormente metabolizado por trés vias principais: a via da enzima ciclooxigenase que
resulta na formacdo de prostaglandinas (PGs), prostaciclina (PGIl,) e tromboxanos (TXs); a
via da lipooxigenase levando a producdo de leucotrienos (LTs); e a via do citocromo P450
com producdo dos acidos epoxieicosatriendicos (EETs) e acidos hidroxieicosatetraendicos
(HETEs) (NATARAJAN; REDDY, 2003).

Os principais metabolicos da fosfolipase A, estdo representados na Figura 04.

FIGURA 04 - Esquema das trés principais vias metabolicas do &cido
araquidoénico.
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Fonte: BELTON; FITZGERALD, 2003.

A ciclooxigenase (COX), também conhecida por prostaglandina H sintetase, é
uma enzima que limita a velocidade do catabolismo do é&cido araquiddnico as varias
prostaglandinas bioativas. Existem as isoformas COX-1 e COX-2 que sdo as formas
constitutiva e induzivel, respectivamente (YANG, 2003). A primeira ¢é utilizada,

principalmente, na biossintese imediata de prostaglandinas, o que ocorre dentro de alguns
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minutos apds o estimulo por mobilizadores de célcio (UENO et al., 2001). A segunda um
produto génico de resposta imediata nas células inflamatorias e imunes (FOEGH,;
RAMWELL, 2001).

O mecanismo de acdo das prostaglandinas envolve a ativagdo de receptores
celulares resultando na iniciacdo subsequente de cascatas sinalizadoras envolvendo proteinas
G e AMP ciclico (CUMMINGS et al., 2000).

Sabe-se que em varias condicOes fisiologicas e fisiopatologicas, como o excesso
no consumo de sais, a privacdo de agua, entre outros, a estimulacdo renal da COX-2 é restrita
a medula renal, apesar do mecanismo da inducdo da COX-2 nesse local ndo ser
completamente elucidado (YANG, 2003).

Estudos tém mostrado que a producéo de prostaglandinas regula a hemodinamica
renal (DENG et al., 1996; UENO et al., 2001; YANG, 2003). Tanto a medula renal quanto o
cortex renal sintetizam prostaglandinas, porém a capacidade de sintese da medula é
significativamente maior (FOEGH; RAMWELL, 2001). Algumas delas, particularmente
PGE; e PGl,, causam vasodilatagdo no rim e aumentam a liberagéo de renina (KRAMER et
al., 1985; FOEGH; RAMWELL, 2001).

No ducto coletor, uma regido critica para a regulacdo hormonal da excrecdo de
agua e de eletrolitos, a manutencdo da integridade estrutural e funcional da medula renal é
controlada, em parte, pelas prostaglandinas (YANG, 2003).

A atividade fosfolipasica produz prostaglandinas (PGs) vasodilatadoras renais,
PGE;, PGE,;, PGA;, PGA;, PGH,, PGIl,, PGG,, responsaveis pelo aumento do fluxo
sanguineo e consequente diurese, natriurese e caliurese ou produz PGF,, cuja acdo €
vasoconstritora. Além das prostaglandinas, a PLA,, atraves da ciclooxigenase, pode ativar o
tromboxano A; (TXA;) que também possui acdo vasoconstritora, promovendo reducdo do
fluxo sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular (BYDLOWSKI, 2000).

A PGE;, um modulador importante da hemodinamica renal, exerce efeitos
diuréticos e natriuréticos. Em coelhos, as células renais capazes de produzir PGE, em
quantidades significativas incluem: méacula densa, ductos coletores medulares e corticais e
células intersticiais medulares, enquanto que os tubulos proximais produzem pouca PGE;
(SCHNEIDER et al., 2004).

A PGE;, a PGE; e a PGIl, aumentam a excre¢cdo de agua e de sddio (FOEGH;
RAMWELL, 2001). A PGl; é preferencialmente produzida em macréfagos via COX-2, sendo
esta enzima a maior fonte de PGI sistémica produzida em humanos normais (UENO et al.,
2001).
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Em relacdo a producdo e ao metabolismo das prostaglandinas, sabe-se que a
ciclooxigenase esta localizada principalmente na medula renal, enquanto a enzima inativadora
- prostaglandina desidrogenase - estd localizada principalmente no cortex. As células
endoteliais contém, primariamente, prostaciclina sintetase (BOWMAN; RAND, 1980;
FOEGH; RAMWELL, 2001). No caso especifico da PGE;, sua biosintese envolve maltiplas
etapas enzimaticas e requer a acdo sequencial da fosfolipase A,, das ciclooxigenases e das
PGE; sintetases (SCHNEIDER et al., 2004).

A acdo da PLA, sobre os fosfolipidios da origem ao liso-PAF (lisogliceril-
fosforilcolina) que € acetilado para produzir o PAF. Existem indicios que o PAF esteja
associado com os efeitos toxicos do TNF-a e IL-1. No rim o PAF causa vasoconstri¢do renal
com diminuicdo do fluxo sanguineo, reducdo da taxa de filtracdo glomerular, excre¢do
reduzida de sodio pela urina, com oliguria e retencdo hidroeletrolitica. Como efeito
compensador pode atuar na liberacdo de prostaglandinas vasodilatadoras no rim (DOUGLAS,
2000, 2001).

O papel desempenhado por leucotrienos e produtos do citocromo P450 em rins
humanos continua especulativo. Constatou-se que 0 5,6-epdxido € um poderoso vasodilatador
em experimentos realizados em animais, e que os radicais livres atuam em fosfolipidios que
contém acido araquidonico, produzindo uma 8-epi-PGF2a cujas propriedades poderosas se
assemelham as do tromboxano (HONDEGHEM; RODEN, 2001). Diversas pesquisas tém
direcionado os estudos para os mediadores produzidos pelo citocromo P450, em especial o
20-HETE, que adquiriu o status de principal eicosanoide renal (IMIG; NAVAR, 1996;
OYEKAN et al., 1999; ROMAN, 2002; OGUNGBADE et al., 2003; SACERDOTI et al.,
2003).

Foi demonstrado que nos microvasos, glomérulos, tibulos proximais e ramo
ascendente espesso da alca de Henle, o &cido araquiddnico é primariamente metabolizado a
20-HETE e a EETs (MAIER; ROMAN, 2001).

Nos rins, o0s metabolitos do citocromo P450 tém importantes fungdes
fisiopatologicas ao modular o transporte de ions, o tbnus e a reatividade vasculares em
respostas inflamatérias (GU; WANG, 2002; NATARAJAN; REDDY, 2003). Foi
demonstrado, por exemplo, que o metabolismo do &acido araquidénico via monooxigenases
dependentes do citocromo P450, a ativacdo de canais de potassio dependentes de calcio assim
como a liberacdo de 6xido nitrico estdo envolvidos na vasodilatacdo induzida pela bradicinina
em rim isolado de rato (POMPERMAYER et al., 2002).



50

Os EETs apresentam atividade vasodilatadora per se, além de modular a resposta
vascular a muitos mediadores endégenos como a angiotensina Il, endotelina-1 e bradicinina
(CHENG et al., 2004). Em células de musculo liso vascular e em midcitos, os EETs ativam os
canais de K", além de inibir os canais de Na* (ROMAN, 2002).

O 20-HETE tem um papel primordial nos mecanismos vascular e tubular de
regulacdo da hemodinamica renal e do volume de fluido extracelular ao produzir constrigéo
dos microvasos pré-glomerulares e, particularmente, das arteriolas aferentes (CARROLL,;
McGIFF, 2000). Foi relatada ainda a sua contribuicdo na constricdo das arteriolas aferentes
induzidas por ATP (CHENG et al., 2004) e no bloqueio do canal de K* da membrana apical
do ramo ascendente espesso da alca de Henle (SACERDOTI et al., 2003).

H& relatos ainda de efeitos deletérios de AA independentes da sintese de
eicosanodides que seriam decorrentes da (1) despolarizacdo rapida de membranas celulares e
um possivel influxo de calcio que desregularia a atividade de canais ibnicos e da (2) abertura
irreversivel de um poro regulado por calcio presente na membrana mitocondrial interna com
consequente alteracio das fungbes mitocondriais (POMPEIA, 2002; MAIA et al., 2006).

1.10 APOPTOSE

O termo “apoptose” descreve um processo ativo de colapso celular que difere
morfologicamente da morte por necrose (ANAZETTI; MELO, 2007). A apoptose ocorre a
fim de eliminar células indesejaveis ou desnecessarias ao organismo, mediante a ativacdo de
um programa bioguimico de desmontagem dos componentes celulares, internamente
controlado, que requer energia e ndo envolve inflamacdo (MALUF; POMPEIA, 2005).
Ocorre individualmente, de forma que a morte de uma célula ndo leva a morte de outras
células diferentemente da necrose a qual envolve, geralmente, grupos de células (BONINI et
al., 2000).

A necrose € o ponto final das alteracBGes celulares, resultado de injaria celular
irreversivel, em que a homeostase ndo pode ser restabelecida. Este tipo de morte celular
geralmente acomete um grupo de células vizinhas e envolve inflamacdo (MALUF;
POMPEIA, 2005).

A necrose representa uma forma acidental de morte celular cujas principais

caracteristicas morfolégicas sdo aumento do volume celular, agregacdo de cromatina,
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desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente
ruptura celular (Figura 05). O contetdo citoplasmaético é liberado causando dano as células
vizinhas além de uma reacdo inflamatéria no local (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004), ou
seja, nesta condicdo um grande nimero de células sdo afetadas e lesadas ao mesmo tempo e
devido ao desencadeamento do processo inflamatdrio ha alteracGes irreversiveis no tecido
e/ou orgdo afetado (CURTIN et al., 2002). Entretanto, embora considerada uma resposta
passiva a injuria celular, estudos recentes sugerem que a necrose também pode ser regulada
geneticamente (ZONG; THOMPSON, 2006).

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfologicas muito
marcantes e coordenadas (Figura 05). De um modo geral, a apoptose € um fen6meno bastante
rapido: ocorre uma retracdo da célula que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular
e células vizinhas. As organelas celulares mantém a sua morfologia, com excegdo, em alguns
casos, das mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina
sofre condensacgéo e se concentra junto & membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir,
a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o nacleo se desintegra em fragmentos
envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de
nimero e tamanho e rompem, originando estruturas contendo o conteddo celular. Estas
porcdes celulares envoltas pela membrana celular sdo denominadas corpos apoptoticos. A
formacdo de corpos apoptoticos impede o extravasamento de material citoplasmatico para o
meio extracelular. Os corpos apoptoéticos sdo rapidamente fagocitados por macrofagos e
removidos sem causar um processo inflamatério (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Outras
caracteristicas muito marcantes da morte por apoptose sdo as alteracBes na assimetria de
fosfolipidios de membrana plasmatica e a fragmentacdo internucleossdmica do DNA, a qual
possui um padrdo caracteristico. Uma endonuclease é ativada e produz fragmentos de DNA
de tamanhos variaveis, mas sempre multiplos de 200 pares de base (SARASTE; PULKKI,
2000).

Em outras palavras, a apoptose € um mecanismo rigidamente controlado pela
expressdo de genes decorrentes da interacdo célula e meio externos, levando a producéo de
varias moléculas com atividades especificas que resultam em alteracdes celulares funcionais
expressas morfologicamente (ISRAELS; ISRAELS, 1999).



FIGURA 05 — Caracteristicas morfoldgicas da apoptose e da necrose.

o)

(.'('.IUL:
Vidvel

Apoptosc Retragio Corpos
celular apoploticos
i., S
v (®e
6 e a. —p

S

Q
0
® o0

—» ‘_I' ‘@ °:Nl-,. »

o 3.
N ¢ Colula Aumenta
sorase. 00 W A
s de Volume

@

Ruptura
celular

A ativacdo da apoptose pode ocorrer atraves de duas vias principais: a via
extrinseca ou dos receptores de morte (citoplasmatica) e a via intrinseca ou mitocondrial
(Figura 06). A primeira é mediada pela ativacdo de receptores de morte celular localizados na
membrana citoplasmatica, sendo o fator de necrose tumoral (TNF) e o Fas (membro da
familia dos receptores de TNF) os mais conhecidos. A via intrinseca depende da participacao
da mitocdndria, onde ha liberacdo de fatores apoptogénicos como citocromo c, o fator indutor

de apoptose (AIF), ATP e proteinas de choque térmico. Como resultado final de ambas as

Fonte: GRIVICICH et al., 2007.
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vias, ocorre a ativacao das caspases, proteases que quebram proteinas celulares especificas e

estdo associadas a degradacdo do DNA (HALE et al., 1996;

GERSCHENSON, 2001; LORO et al., 2003; MALUF; POMPEIA, 2005).

FISHER, 2001; GESKE;
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FIGURA 06 — Vias de sinalizacdo da apoptose.

Apoptose

;ﬁiﬁf%{;gsy 1. Lesbes por Badicak Live s
phiipvni ' Tizrias ¢ Badigpies.

O L lezada

1. Corte do fomecimerdo p53 1 Fe
& fabare s & qescimerds \ / ﬁ.tb:ud:-reg .
& hurm drdos Bax = Bal

CASPASES Trbidore:s

Proteinas corn Dominio de Morte Bel2 e Bd-XL

l TP
3 CASPASES Chozoma €
ke U_
/ e | 5
Granzma B Catabo hammo
e lar Bt & Bad

1. Teitotieic Endorucleases
. .4. Corpisculos Apoptdtcos

Fonte: DAMIANI, 2004.

TPM: transicdo da permeabilidade mitocondrial.

VIA EXTRINSECA

A via extrinseca é desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um grupo
de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral
(rTNF). Esta ligacdo é capaz de ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO et al., 1999;
GRIVICICH et al., 2007). As caspases reconhecem e clivam substratos que possuem residuos
de aspartato levando a condensacdo e fragmentacdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios
de membrana que irdo sinalizar fagocitose por macrofagos. Sdo conhecidas 14 caspases
humanas, sendo que sete (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) participam da apoptose (BOATRIGHT;
SALVESEN, 2003). As caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14 estdo envolvidas na maturacdo de



54

citocinas e sua contribuicdo na apoptose permanece ndo esclarecida (DENAULT,;
SALVESEN, 2002).

Todos os membros da familia rTNF possuem um subdominio extracelular rico em
cisteina, o qual permite que eles reconhecam seus ligantes. Tal fato resulta na trimerizagdo e

consequente ativacdo dos receptores de morte especificos (Figura 07).

FIGURA 07 — Via extrinseca de ativacdo da apoptose.
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Fonte: Liga de Neurocirurgia Sistemanervoso.com

DD=dominio de morte; DED=efetor do dominio de morte.

A sinalizacdo a seguir é mediada pela porcédo citoplasmatica desses receptores que
contém uma sequéncia de 65 aminoacidos chamada "dominio de morte™ sendo, por isso,
chamados de "receptores de morte celular” (NAISMITH; SPRANG, 1998; GRIVICICH et al.,
2007).

Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, 0s seus
dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/MORT-1. Essas
moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase-8 que ira ativar a caspase-3, executando
a morte por apoptose (DANIEL et al., 2001; GRIVICICH et al., 2007).
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VIA INTRINSECA

A via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou extracelular como a
deprivacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de oncogenes. Os
sinais que sdo transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para a
mitocondria (HENGARTNER, 2000). Inameros estudos sobre apoptose apontam a
mitocondria como o principal mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os
estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizacdo mitocondrial e consequente liberacdo
de moléculas pro-apoptéticas nela presentes (DESAGHER; MARTINOU, 2000; GRIVICICH
et al., 2007). (Figura 08).

Quando sinais de morte alcangam a mitocondria, levam ao colapso do potencial da
membrana mitocondrial interna (AW¥), bem como a uma transicdo da permeabilidade
mitocondrial (TPM). Ao mesmo tempo, a dgua do espagco entre membranas passa para a
matriz mitocondrial, levando a ruptura da organela e consequente liberacdo de proteinas pro-
apoptoticas para o citoplasma (LOEFFLER; KREMER, 2000; GUPTA, 2003). Além da
liberacdo de moléculas pela mitocondria, a inducdo do AY e TPM levam a perda da
homeostasia celular, interrompendo a sintese de ATP e aumentando a producdo de espécies
reativas do oxigénio (EROS) (KROEMER; REED, 2000). O aumento nos niveis de EROS
leva a oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos, aumentando o colapso do AY
(GREEN; KROEMER, 2004). A resposta da mitocondria ao dano oxidativo € uma via
importante no inicio da apoptose. Além disso, é sabido que as EROS induzem a ativacdo das
caspases 9 e 3 (GOTTLIEB et al., 2000; GOTTLIEB, 2001).

Alguns estudos indicam que durante a apoptose ocorre a formacdo de um
megaporo que contém diversas proteinas e abrange as membranas interna e externa da
mitocéndria (WETZEL; GREEN, 1999). Através desse poro ocorre a liberacdo do citocromo
c para o citoplasma onde participa da ativacdo da apoptose. Os diferentes sinais indutores de
apoptose sdo detectados pela mitocondria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da
cadeia respiratdria e consequente liberacdo de citocromo c e proteinas ativadoras da apoptose
para o citosol (GUPTA, 2003). Quando no citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a
APAF- 1 e a caspase-9, o chamado apoptossomo, o qual promove a clivagem da pro-caspase-
9 liberando a caspase-9 ativa (BUDIHARDJO et al., 1999). Uma vez ativada, a caspase-9
ativa a caspase-3 que vai ocasionar a apoptose (DEVARAJAN et al., 2002; PETROS et al.,
2004; RUPNARAIN et al., 2004). (Figura 08).
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Mais recentemente, foi descrita a participacdo, na via mitocondrial, de uma
flavoproteina conhecida por Fator Indutor de Apoptose (AIF). O AIF migra da mitocdndria
para o nucleo apés um estimulo de apoptose e induz a condensacdo da cromatina e
fragmentacdo do DNA em fragmentos de 50Kb, independente da ativacdo das caspases
(BROKER et al., 2005).

FIGURA 08 — Via intrinseca de ativacdo da apoptose.
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Fonte: GRIVICICH et al., 2007.

Apaf-1=fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1.

PROTEINAS DA FAMILIA Bcl-2

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por
apoptose que participam ativamente da regulacao da apoptose (BORNER, 2003). Os membros
da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-X. inibem a apoptose, pois previnem a liberacdo de
citocromo ¢ e sdo chamados de reguladores antiapoptoticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak

sdo proteinas pro-apoptéticas (HENGARTNER, 2000). A expressao de Bcl-2 é capaz de inibir
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a geracdo de espécies reativas do oxigénio e a acidificacdo intracelular, bem como estabilizar
0 potencial de membrana da mitocondria (VANDER HEIDEN; THOMPSON, 1999).

A homeostasia é mantida pelo controle da quantidade de proteinas antiapoptoticas
e pro-apoptéticas. Estimulos, como dano ao DNA, levam ao aumento na expressao das
proteinas pro-apoptoticas. Esse desequilibrio induz a apoptose (PETROS et al., 2004). Entre
as proteinas mais estudadas, desta familia, estdo a Bax (pro-apoptética) e a Bcl-2
(antiapoptotica) a qual é superexpressa em adenomas e carcinomas colorretais (BRONNER et
al., 1995).

As proteinas Bax e Bcl-2 sdo capazes de formar homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-
Bcl-2) e heterodimeros (Bax-Bcl-2), sendo que o equilibrio entre esses homodimeros e
heterodimeros pode definir o balanco pré-apoptotico ou antiapoptotico na célula (PETROS et
al., 2004). Apos um estimulo de morte, a Bcl-2 inibe a permeabilizagdo da membrana externa
da mitocdndria, pelo sequestro de Bax ou por competir por sitios que seriam ocupados pela
Bax na membrana externa mitocondrial (MURPHY et al., 2000). A Bax pode promover a
apoptose atraves da interacdo com a mitocondria, de forma independente da interacdo com
proteinas antiapoptoticas (PETROS et al., 2004).

1.11 ALTERACOES RENAIS

Diversas alteracOes renais ja foram descritas como decorréncia do envenenamento
ofidico. Entre elas podemos citar glomerulonefrite (SEEDAT et al., 1974), glomerulite e
nefrite intersticial (SANT; PUNDARE, 1972), arterite e necrose tubular (SITPRIJA;
BOONPUCKNAVIG, 1979), necrose cortical (VARAGUNAM; PENABOKKE, 1970) e
insuficiéncia renal (RAAB; KAISER, 1966; SILVA et al., 1979; BRADY; BRENNER, 1998;
LIEBERTHAL; NIGAM, 1998;. BOER-LIMA et al., 2002; SCHRIER et al., 2004;
SANTOS; FERANI; ROCHA, 2009). Foram descritas ainda a ocorréncia de hematuria,
mioglobinuria, hemoglobindria e proteindria (SANO-MARTINS et al., 2001).

Dentre as complicacbes locais efou sistémicas mais comuns apos o
envenenamento ofidico encontramos a Insuficiéncia Renal Aguda (IRA). Os efeitos renais
provocados por envenenamento ofidico revelam uma via complexa. Varios componentes
toxicos dos venenos podem agir direto ou indiretamente nas células renais (SCHRIER et al.,
2004).
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A fisiopatologia da IRA caracteriza-se por uma proeminente resposta molecular
subjacente aos disturbios funcionais, morfoldgicos e celulares encontrados nessa sindrome.
Varios genes sdo expressos em resposta ao insulto renal inicial. Alguns genes desempenham
um papel importante no desencadeamento e na manutengéo da IRA, assim como na expressao
morfoldgica da sindrome, enquanto outros tém papel decisivo na eventual recuperacdo da
IRA. Apos a lesdo renal inicial, o rim desenvolve uma resposta molecular que determinara o
destino da célula (VIEIRA, 2001).

A Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) descrita por varios autores (RIBEIRO et al.,
1998; AIRD, 2002) é a causa principal de mortes nos acidentes ofidicos (CASTRO, 2006;
QUEIROZ et al., 2008), mesmo apds o tratamento com soro antiofidico. O tratamento com
soro ndo previne o surgimento de insuficiéncia renal embora ele melhore o estado geral dos
pacientes (AMARAL et al., 1986; SITPRIJA; CHAIYABUTR, 1999; MAROTTA et al.,
2006).

A IRA tem sido relatada como a causa mais frequente de mortes causada por
serpentes do género Bothrops sendo motivo de muitos estudos (WARRELL, 2004; FRANCA;
MALAQUE, 2009). Dependendo da quantidade do veneno injetado, o paciente pode
progredir para um quadro de faléncia renal e obito (OTERO et al., 1997; MAROTTA et al.,
2006). Outro fator agravante é a idade do individuo. Um estudo realizado no Instituto
Butantan, em S&o Paulo, mostrou que os adultos > 60 anos, em relagdo aos mais jovens, tém
maior probabilidade de desenvolverem insuficiéncia renal (RIBEIRO et al., 2008).

Diversas pesquisas descrevem a acao nefrotdxica induzida pelo veneno das
serpentes do género. Alguns autores atribuem a nefrotoxicidade as mudancas hemodinamicas
causadas por uma vasoconstricdo e consequente isquemia renal, hemolise, deposicdo de
fibrina nos glomérulos e injaria vascular (CHAVES et al., 1989; REZENDE et al., 1989;
BURDMANN et al., 1993; CRUZ-HOFLING et al., 2001). Outros autores atribuem aos
componentes do veneno que tém acdo direta sobre o epitélio renal (RATCLIFFLE, et al.,
1989; WILLINGER et al., 1995; COLARES-BUZATO et al., 2002; DE CASTRO et al.,
2004; CALGAROTTO et al., 2008). Estes efeitos renais podem estar associados a acbes de
lectinas, miotoxinas, e fosfolipases, dentre outros constituintes do veneno bruto das espécies
(HAVT et al., 2001, 2005; BARBOSA et al., 2005, 2006; BRAGA et al., 2006, 2008;
EVANGELISTA et al., 2010).

A IRA ocorre secundariamente aos processos de glomerulonefrite aguda, necrose
tubular aguda e necrose cortical renal (SCHRIER et al., 2004). Contudo a sua patogénese nao

estd totalmente esclarecida. As lesbes renais podem ser produzidas pela agdo isolada ou
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combinada de diferentes mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos, desencadeados pelas
atividades bioldgicas dos venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al.,
2006; DE SOUZA et al., 2008).

Os venenos ofidicos causam em nivel glomerular uma proliferacdo do endotélio e
celulas mesangiais, com deposicao de fibrina e crescimento epitelial ocasional, sem provocar
alteracbes na membrana basal. Trés teorias foram propostas para explicar a patogénese da
lesdo glomerular. A presenga de um componente irritante, a deposi¢ao de fibrina decorrente
do processo de coagulacdo intravascular ou uma reagdo imunolégica (CRUZ-HOFLING et
al., 2001).

Nos ultimos 50 anos, ocorreram avancos significativos no entendimento da
patogénese da IRA nefrotdxica e da IRA isquémica, principalmente através de modelos
experimentais, no entanto, ocorreram poucas mudancas em termos de mortalidade (SCHRIER
et al., 2004).

O grupo de pesquisa LAFAVET (Laboratorio de Farmacologia de Venenos,
Toxinas e Lectinas) vem desde 1993 se dedicando ao estudo dos venenos de serpentes
brasileiras, principalmente do género Bothrops e afins e do género Caudisona, assim como o
veneno do peixe Thalassophrryne nattereri, do escorpido Tityus serrulatus, da anémona
Bunodosoma caissarum, além dos estudos com outros produtos naturais como as lectinas
vegetais tendo em vista a fauna riquissima que tem o Brasil e o potencial genético de
biodiversidade existente, visando encontrar uma fonte para futuros agentes terapéuticos e/ou
ferramentas para elucidacdo de mecanismos causadores de nefrotoxicidade.

O estudo da toxicidade renal em perfusédo de rim isolado de rato tem despertado
grande interesse na linha de pesquisa em venenos ofidicos, haja visto a capacidade destes
venenos de provocar insuficiéncia renal.

Monteiro e Fonteles (1999) ao estudarem o veneno da Bothropoides jararaca
observaram nefrotoxicidade direta no rim isolado de rato, com alteracdo principalmente dos
parametros funcionais (diminuicdo da pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal
(RVR), fluxo urinario (FU), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), percentual de transporte
total de sodio (%Na'i) e potassio (%K ) bem como diminuigio dos fons sodio e potassio no
tecido renal ap6s exposicdo) e compararam estas alteracdes ao observado na insuficiéncia
renal aguda, atribuindo ao fator de agregacdo plaquetaria (PAF) como sendo um dos possiveis
responsaveis.

Havt et al. (2001) ao estudarem o veneno da Bothrops jararacussu observaram

alterac6es dos pardmetros funcionais (diminuicdo da pressdo de perfusdo (PP), da resisténcia



60

vascular renal (RVR) e dos percentuais de transporte total de sodio (%Na'y) e potassio
(%K 1t). Ocorreu aumento do fluxo urinario (FU) e do ritmo de filtragdo glomerular (RFG),
concluindo que algumas das alteracbes observadas foram promovidas pelo PAF. Eles
sugeriram que a miotoxina encontrada no veneno poderia estar envolvida nos efeitos desde
que destituida de atividade de PLA,.

Barbosa et al. (2002) ao estudarem o veneno da serpente da Bothrops moojeni
observaram que as alteracfes renais promovidas eram similares aos promovidos pela
Bothrops jararacussu. Eles atribuiram aos peptideos potenciadores de bradicinina a possivel
causa da diminuicdo da pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal. Os pesquisadores
usaram duas miotoxinas purificadas, que foram classificadas como Lys 49, sendo atribuido ao
C-Terminal rico em lisina como responsavel pela alteracdo renal somente na miotoxina I. Em
2006, Barbosa et al. estudaram o papel da indometacina e do tezosentan nos efeitos renais
induzidos pela miotoxina I (Lys 49) purificada do veneno da serpente da Bothrops moojeni.
Observou-se que com a indometacina (inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase) ocorria
bloqueio parcial indicativo de prostaglandinas como mediadores. Com o uso do tezosentan
(antagonista da endotelina) o bloqueio era total. Os autores concluiram que a endotelina era a
principal responsavel pelas alteracdes dos parametros renais observados.

Havt et al. (2005) ao estudarem o veneno da serpente Bothrops pirajai
observaram efeitos similares as outras Bothrops estudadas em rim isolado de rato. Neste
trabalho os autores concluiram que a queda na pressao de perfusdo e resisténcia vascular renal
ndo seria causada pelos peptideos potenciadores de bradicinina e que outros fatores poderiam
estar envolvidos, como a lectina purificada da Bothrops pirajai que demonstrou um efeito
similar ao apresentado pelo veneno.

Braga et al. (2006) ao estudarem a lectina tipo C purificada da
Bothropoides insularis observaram aumento da pressdo de perfusdo e resisténcia vascular
renal e concluiram que os efeitos promovidos pela lectina devia-se a interacdo com células
endoteliais ou liberacdo de mediadores por células endoteliais, mesangiais e tubulares.

Martins et al. (2005) ao estudarem os efeitos renais do veneno da
Bothropoides erythromelas observou citotoxicidade renal e alteracGes dos parametros renais
afirmando que o veneno era diurético, natriurético, caliurético e reduz a pressdo de perfusdo e
a resisténcia vascular renal e que potenciadores de bradicinina poderiam estar envolvidos. O
grupo de pesquisa bloqueou os efeitos observados utilizando o ABF (Fator antibotropico)

purificado do soro do gamba Didelphis marsupialis o qual se mostrou eficaz na inibicéo
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(bloqueio dose-dependente) dos efeitos induzidos pelo veneno no modelo de rim isolado de
rato.

Diversas PLA,s extraidas de venenos de serpentes tém demonstrado potencial em
provocar lesdo renal em perfusdo de rim isolado, em particular aquelas extraidas de serpentes
do género Bothrops e Bothropoides, como a PLA, extraida do veneno de Bothrops
jararacussu que apresenta importante capacidade de induzir alteracbes em parametros renais
como pressdo de perfusdo, resisténcia vascular renal, fluxo urinério e ritmo de filtragdo
glomerular, apresentando ainda importante diminuicdo dos transportes renais de sédio e
potassio. Estes efeitos parecem ser bloqueados em parte pela adicdo de indometacina, o que
reforca a possivel acdo direta, em proteinas especificas, da PLA, (BARBOSA et al., 2005).
Efeitos semelhantes foram obtidos com a PLA; extraida do veneno de Bothropoides insularis,
cuja acao assemelhou-se aquela observada no veneno de Bothrops jararacussu, exceto pelo
fato da B. insularis ndo afetar o transporte de potéassio. A PLA; isolada de veneno botropico
causou alteragdes renais, 0 que pode refletir sua atividade enzimatica sobre os fosfolipidios de
membrana de células renais e producgédo de derivados do acido araquidonico (BRAGA et al.,
2008).

Evangelista et al. (2010) ao estudarem o efeito do veneno de Bothrops
marajoensis, no sistema de perfusdo de rim isolado, observou que os efeitos eram diretos e
similares aos observados nos outros venenos botrépicos. A PLA; isolada do veneno ndo
alterou os parametros renais.

O presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos renais do veneno total e
das fracdes PLA; Lys 49 e Asp 49 da serpente Bothropoides erythromelas em rim isolado de
rato e em células MDCK na perspectiva de elucidar os mecanismos envolvidos na

fisiopatologia do envenenamento.
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2 JUSTIFICATIVA

O conhecimento dos mecanismos de agdo das toxinas e antitoxinas animais e
vegetais faz-se necessario para a busca de técnicas de diagnostico, melhorias no tratamento do
paciente envenenado e/ou para o desenvolvimento de novos farmacos (SOARES et al., 2005).

A complicacdo sistémica mais séria ap6s um acidente botropico é a insuficiéncia
renal aguda (IRA). Além de bastante grave, esse quadro &€ muito comum nos casos em que 0
paciente evolui ao ébito (BOER-LIMA et al., 2002). O soro usado para terapia humana no
Brasil ndo é suficientemente capaz de neutralizar as atividades toxicas presentes em todos 0s
venenos de serpentes além de ndo prevenir o aparecimento da IRA. Uma melhor
caracterizacdo das atividades bioldgicas dos venenos de serpentes do género Bothrops e afins
€ muito importante, ndo somente para elucidar os mecanismos moleculares da acdo do
veneno, mas também para buscar novas abordagens de tratamento (QUEIROZ et al., 2008).

A utilizacdo de modelos experimentais para investigar a patogéneses das lesdes
renais causados por venenos botropicos tem mostrado severas alteracGes renais. Porém, a
patogénese dessas complicacdes apds envenenamentos por espécies do género Bothrops e
afins ainda ndo é bem definido (SITPRIJA, 2006).

A utilizacdo de modelos animais para o estudo dos efeitos sistémicos e locais
produzidos pelos venenos ofidicos tem auxiliado no diagnostico e tratamento de pacientes
picados por serpentes, aléem de contribuir para a implementacdo de medidas preventivas de
tais envenenamentos (CHIPPAUX et al., 1991; PURCHASE et al., 1998; AIRD , 2002;
SELLS, 2003). A utilizacdo de sistemas de 6rgaos isolados tem contribuido para o estudo de
eventos celulares e/ou teciduais (SELLS, 2003; TAFT, 2004).

Apesar de muito se discutir sobre os efeitos citotoxicos dos venenos ofidicos,
pouco ainda é conhecido acerca dos mecanismos de acdo sobre as diversas células, e em
especial, sobre as células renais. Atualmente, muitos estudos visam descobrir a acdo de
toxinas, bem como, 0s mecanismos pelos quais estas causam seus efeitos locais e sistémicos.
Para tanto, a ampliacdo do conhecimento sobre a acdo das toxinas de venenos em diversas
linhagens celulares busca, na biodiversidade, ferramentas para a construcdo de farmacos
biologicamente ativos e/ou elucidacdo de mecanismos fisiopatoldgicos. A elucidacdo destes
mecanismos pode permitir a interferéncia em alguns pontos de suas vias de sinalizacdo de
respostas com vistas a interrupcdo da sequencia de eventos celulares/moleculares que podem
culminar em lesdo (PEIXOTO, 2003).
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A serpente Bothropoides erythromelas (Jararaca-da-seca) €& responsavel por
muitos dos acidentes ocorridos no Nordeste, principalmente no Ceara, razdo pela qual foi
escolhida para ser o objeto deste estudo.

Sousa (2004) ao estudar os efeitos renais do veneno da Bothropoides
erythromelas observou nefrotoxicidade direta através da alteragdo dos parametros funcionais
renais. O veneno diminuiu a pressdo de perfusdo (PP), a resisténcia vascular renal (RVR) e 0s
percentuais de transporte tubular de sodio, potassio e cloreto (%TNa", %TK" e %TCI). Em
contraste, ocorreu aumento do fluxo urinario (FU), do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e
da excrecdo de sodio, potassio e cloreto (ENa*, EK* e ECI).

Baseado nos resultados encontrados por Sousa (2004) resolveu-se continuar a
linha de pesquisa com a serpente Bothropoides erythromelas estudando o veneno total e
fragbes PLA; Lys 49 e Asp 49 em rim isolado de rato e em células MDCK bem como a
participacdo de alguns mediadores moleculares (Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-X\),
utilizando o veneno total, envolvidos na injuria renal na perspectiva de elucidacdo dos

mecanismos responsaveis pela nefrotoxicidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos renais do veneno total e das fragdes PLA; Lys 49 e Asp 49 da
serpente Bothropoides erythromelas e a participacdo de alguns mediadores moleculares da
apoptose (Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-X.), utilizando o veneno total, visando
obter resultados que possam subsidiar a elucidacdo de seus mecanismos de acgéo
fisiopatoldgicos, bem como buscar a descoberta de ferramentas farmacoldgicas e/ou

substancias de valor terapéutico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Estudar os efeitos das PLA; Lys 49 e Asp 49 do veneno da
Bothropoides erythromelas em rim isolado de rato;
v Comparar os efeitos encontrados das PLA, Lys 49 e Asp 49 com os efeitos

induzidos pelo veneno total da Bothropoides erythromelas, estudados anteriorente, no mesmo

modelo;

v’ Avaliar as alteracdes histopatologicas renais provocadas pelas PLA; Lys 49 e
Asp 49;

v/ Comparar as analises histoldgicas das fracdes Lys 49 e Asp 49 com 0 veneno
total;

v/ Estudar o efeito do veneno total e das PLA, Lys 49 e Asp 49 da
Bothropoides erythromelas sobre a viabilidade e proliferacdo de células tubulares renais
(MDCK);

v/ Estudar a acdo do veneno total sobre a expressdo de genes pré e

antiapoptoticos através de técnicas de Biologia Molecular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PERFUSAO DE RIM ISOLADO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia de Venenos,
Toxinas e Lectinas (LAFAVET) da Universidade Federal do Ceara.

Utilizaram-se ratos Wistar machos, adultos, pesando entre 250 e 300g, oriundos
do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Todos os animais foram mantidos em jejum alimentar de 24 horas antes dos experimentos e

com fornecimento de agua “ad libitum”.

4.1.1 VENENO E SUAS FRACOES

O veneno total da Bothropoides erythromelas foi obtido pelo NUROF (Nucleo
Regional de Ofiologia - Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza-Ce, Brasil) coordenado pela Profa. Dra. Diva Maria Borges Nojosa.

As fracdes PLA, Lys 49 e Asp 49 do veneno da Bothropoides erythromelas foram
purificadas e isoladas na UNESP (Depto. de Bioquimica - Inst. Biologia, Sdo Paulo, SP,
Brasil) coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama.

A purificacdo e isolamento das fracdes PLA; Lys 49 e Asp 49 encontram-se em

anexo (ver paginas 189 - 195).

4.1.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

e Grupo controle: Os rins foram perfundidos com solucao de Krebs-Henseleit

modificada, contendo 6g% de albumina bovina (n=6).

e Grupo tratado (veneno): Neste grupo, os rins foram perfundidos com solucéo

de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionado o veneno da
Bothropoides erythromelas (10ug/mL) aos 30 minutos de perfusdo (n=6). O grupo foi

estudado anteriormente, sendo utilizado neste estudo para posteriores comparacoes.
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e Grupo tratado (fragdo Lys 49): Neste grupo, os rins foram perfundidos com

solucdo de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionada a fragéo Lys
49 do veneno da Bothropoides erythromelas (5ug/mL) aos 30 minutos de perfusdo (n=6).

e Grupo tratado (fracdo Asp 49): Neste grupo, os rins foram perfundidos com

solucdo de Krebs-Henseleit contendo 69% de albumina bovina e foi adicionada a fragdo Asp

49 do veneno da Bothropoides erythromelas (5ug/mL) aos 30 minutos de perfusdo (n=6).

4.1.3 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Nos experimentos com perfuséo renal foram utilizadas as seguintes substancias:

» NaHCOj; (Synth)

NaH,PO, . H,0 (Synth)

NaCl (Synth)

MgSQ,. 7H,O (Reagen)

CaCl,. 2H,0 (Reagen)

Manitol (Reagen)

Uréia (Reagen)

KCI (Merck)

Glicose (Squibb)

Penicilina G Potassica Cristalina (Squibb)
Heparina (Roche)

Fracdo V de albumina bovina (Sigma)

Inulina (Sigma)

vV VvV VY Vv VvV V¥V V¥V V¥V VY VYV V V V

Pentobarbital sddico (Cristalia)
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4.1.4 SOLUCAO PERFUSORA E SEU PREPARO

A solucdo empregada nos experimentos foi a de Krebs-Henseleit modificada,
associada com albumina bovina 6g%. Essa adi¢do a solucdo foi desenvolvida para manter as
funces renais sem alteragdes durante o experimento.

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes, continha NaCl
(138g), KCI (7,0g9), NaH,PO, . H,0 (3,2g), MgS0,. 7H,0 (5,89), e Uréia (10g). No tempo de
48 horas antes do experimento, separou-se 100mL desta solugcdo e acrescentou-se NaHCO3
(4,29), CaCl, . 2H,0 (0,749), glicose (2,09), e penicilina G Potassica Cristalina (0,050g). Em
seguida, o volume foi completado para 2.000mL com agua bidestilada. Retirou-se 300mL
desta ultima solucdo, na qual foi adicionada albumina bovina (69%). Procedeu-se, em
seguida, a dialise desta solucdo com albumina, auxiliada por um homogeneizador. Esta dialise
tem como objetivo retirar substancias contaminantes como piruvato, citrato e lactato.
(HANSON; BALLARD, 1968; SCHUREK et al., 1970; COHEN et al., 1977; ROSS, 1978;
STOLTE et al., 1979). Os 1.700mL restantes foram usados como solucéo para a dialise, a
qual trocada com 24 horas. No final, apos 48 horas de dialise, foram acrescentadas 0,159 de

inulina. O pH da solucdo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3-7,4.

4.1.5 SISTEMA DE PERFUSAO RENAL

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da funcdo renal
levou inimeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim isolado. Existem
atualmente dois sistemas de perfusdo de rim isolado. O sistema aberto, no qual o perfusato
ndo recircula através rim possuindo como principal vantagem a manutencdo constante de
parametros funcionais. No outro tipo conhecido, o sistema fechado, o perfusato recircula no
rim e apresenta inmeras vantagens sobre o primeiro, como a utilizacdo de albumina e outras
substancias na solucdo perfusora em pequenas quantidades. Além disso, as substancias
dialisadas se mantém constantes na solucdo e a oxigenacdo pode ser adaptada ao proprio
dialisador (FONTELES et al., 1983; MONTEIRO, 1990).
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O sistema fechado, utilizado nos experimentos, emprega uma quantidade de 100
mL de solugcdo de Krebs-Henseleit modificada, com dois subsistemas, um “in Situ” e outro
com circuito fechado para perfusdo “in vitro,” ambos mantidos a uma temperatura de 37°C
(Figura 09).

FIGURA 09 - Fotografia do sistema de perfuséo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET - UFC.
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4.1.5.1 COMPONENTES DO SISTEMA DE PERFUSAO (Figura 10)

© N o O

10.

11.

Bomba de perfusdo (Watson) - para manutencao do fluxo de perfusdo renal. Bombeia
a solucgéo de perfuséo no sistema, apresenta cinco velocidades;

Filtro (USA-Millipore-5um) - promove uma melhor perfusdo através da filtragao
constante da solucéo perfusora;

Banho Maria (Fanem-modelo 100) - aquece e mantém o pulm&o conservando a
temperatura constante entre 36 e 37°C;

Oxigenador (pulmado artificial) - onde acontecem as trocas gasosas (95% de O; e 5%
de CO,) sendo constituido de tubos silasticos;

Fluxémetro - permite a leitura do fluxo de perfuséo durante o experimento;
Mandmetro de mercurio - permite fazer a leitura direta da pressédo de perfuséo;
Catabolhas - camera que retem bolhas, evitando 0 embolismo gasoso do 6rgao;
Coletor de urina - frasco que recebe a urina do rim montado no sistema, trocado em
intervalos de 10 minutos;

Condensador - serve de reservatorio de aquecimento da solucdo perfusora mantendo
aquecido o cilindro reto que comporta a solucdo do experimento;

Seringa graduada - para retirada de amostra de perfusato feita em intervalos de 10
minutos;

Bomba aquecedora com termostato - para manutencdo de todo o sistema de perfusao a
37°C.
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FIGURA 10 — Representacdo esquematica do sistema de perfusdo de rim isolado.
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Fonte: LAFAVET — UFC.
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4.1.6 PREPARO DO SISTEMA

Antes de cada experimento o sistema foi lavado com detergente e dgua destilada
aquecida e depois calibrado.

A calibracéo foi feita sempre com o sistema em funcionamento na presenca de
solucéo salina a 0,9%, aquecida entre as temperaturas de 36 - 37°C. A cada unidade da bomba
de perfuséo (1, 2, 3, 4 e 5), foi coletada a solugdo por | minuto em proveta milimetrada (fluxo
na ponta da canula) e anotada a medida do fluxémetro e da pressdo de perfusdo, através do
mandmetro de mercurio ligado ao sistema. Para melhor adaptacdo do sistema as unidades da
bomba, foram estabelecidos 3 minutos de intervalo entre cada coleta.

A calibracédo foi feita com o objetivo de conhecer o fluxo de perfusédo em face da
resisténcia da propria canula. Para tanto, os resultados de calibragdo obtidos nos grupos
tratados foram compilados em curvas, onde foi plotado a velocidade da bomba nos eixos das
abscissas (X) contra a pressao de perfusdo (PP em mmHg), o valor obtido no fluxdmetro
(fluxo urinario em L/min) e volume de salina coletado (volume urindrio mL/min) no eixo das
ordenadas () (Figuras 11, 12 e 13).

FIGURA 11 — Valores registrados em manémetro de mercurio (PP em mmHg) durante a
calibracédo do sistema (n=6).
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FIGURA 12 — Valores registrados pelo fluxdmetro (fluxo em L/min) durante a calibragéo
do sistema (n=6).

0,06 -
0,05 -
0,04

0,03 -

Fluxo (L/min)

0,02 -

0,01 -

Bomba

FIGURA 13 - Valores registrados pela ponta da canula (volume de salina em mL/min)
durante a calibracdo do sistema (n=6).
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4.1.7 TECNICA CIRURGICA

Apds a pesagem, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com
pentobarbital sédico na dose de 50mg/Kg de peso corporal. Inicialmente a veia femural
esquerda foi isolada e 3mL de manitol a 20% foram administrados com intuito de melhorar o
acesso cirargico ao ureter facilitando sua canulagdo (Figura 14 - 1). Ap0s assepsia da parede
abdominal, procedeu-se uma incisdo com base na linha alba e duas incisdes perpendiculares a
primeira, para uma melhor observacdo das estruturas anatdmicas. Rebateram-se as visceras
abdominais para o lado esquerdo a fim de facilitar a visualizacdo do rim direito e estruturas
circunvizinhas.

Apos este procedimento, com uma lupa (aumento de 7 vezes), o ureter direito foi
identificado, isolado e dissecado do tecido conjuntivo e do tecido adiposo que o envolve,
sendo em seguida canulado através de tubo de polietileno (PE50) para a coleta de urina
(Figura 14 - 2). Com o intuito de evitar interferéncia fisiologica da glandula adrenal direita
no experimento, esta foi identificada, isolada e seccionada, para com isso providenciar-se a
descapsulacdo do rim. A artéria mesentérica superior e a artéria renal foram identificadas e
dissecadas (Figura 14 - 3). A canula arterial renal foi introduzida na artéria mesentérica
superior ate a artéria renal, onde foi feita a fixacdo da canula (Figura 14 - 4).

Uma parte da solucdo ja oxigenada (40mL) foi desviada para o sistema de
perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo, evitando qualquer isquemia ao 6rgéo.
Logo a seguir, o orgdo foi isolado e seccionado, promovendo a retirada do rim e ureter,
devidamente liberados. Com o rim ja acoplado ao sistema, esperou-se um periodo de
aproximadamente 30 minutos para sua adaptacdo ao sistema in vitro, sem interrup¢do do
fluxo (Figura 15).
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FIGURA 14 - Fotografias da técnica cirargica. 1= Administracdo de manitol a 20% (3
mL) pela veia femoral no animal anestesiado.; 2= Canula¢do do ureter; 3= Visualizacdo das
artérias mesentérica superior (A) e renal (B); 4= Canulacdo da artéria renal atraves da artéria
mesentérica.

Fonte: LAFAVET — UFC.
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FIGURA 15 - Fotografia do rim isolado de rato no sistema de perfuséo.

Fonte: LAFAVET-UFC.

4.1.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Apbs o rim ter sido colocado no sistema, 0s 20 minutos iniciais foram
considerados de estabilizacdo e adaptacdo as novas condices. Apds esse periodo, marcou-se
0 tempo zero e determinou-se 30 minutos de controle interno. O tempo total de perfusdo do
orgao foi sempre de 120 minutos. Durante esse periodo, foram registradas a cada 5 minutos as
medidas da pressdo de perfusdo e do fluxo de perfusdo em nandmetro e fluxémetro,
respectivamente. Em intervalos de 10 minutos, de maneira intercalada, foram coletadas
amostras de urina e perfusato as quais foram mantidas em temperatura de -20°C para
posteriores dosagens de sodio, potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na
determinacdo dos pardmetros de funcéo renal. Sempre aos 30 minutos, foram adicionadas as
fracOes Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5ug/mL).

O mesmo procedimento foi realizado com o grupo tratado apenas com o veneno
total (10ug/mL) de Bothropoides erythromelas, o qual foi utilizado para comparagdo com 0s

grupos tratados com as fracdes PLA; Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno.
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Com o rim direito montado no sistema, o rim esquerdo foi coletado para controle,
o qual foi pesado e dele retirado um fragmento para posterior exame histopatologico. Apds o

fim do experimento, foi realizado o mesmo procedimento com o rim direito.

4.1.9 AVALIACAO BIOQUIMICA

Os testes bioquimicos foram realizados no Laboratério de Bioquimica do Instituto
de Biomedicina (IBIMED) da Universidade Federal do Ceara. Em amostras de urina e
perfusato foram realizadas dosagens de sédio e potassio pelo método de fotometria de chama
(Flame photometer - modelo 443 IL). As dosagens de cloreto foram realizadas seguindo o
método descrito pelo kit do fabricante Labtest. A inulina foi determinada por hidrdlise direta
descrita por Fonteles e Leibach (1982), com modificagdes que reduziram as quantidades de
amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade das amostras foi medida com um osmémetro

(\Vapor pressure osmometer - modelo 5100c ESCOR).

4.1.10 ANALISE HISTOLOGICA

As laminas usadas em nosso estudo histologico foram confeccionadas no
Laboratorio de Anatomia Patologica — Biopse e avaliadas no Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard pelo professor Dalgimar Beserra de
Menezes.

Apos cada experimento, foi retirado um fragmento longitudinal do rim perfundido
(direito) e do ndo perfundido (esquerdo), os quais foram acondicionados em frascos com
formol 10%. Para proceder a analise histoldgica, estes fragmentos foram desidratados,
diafanizados e em seguida cortados, numa espessura de 5um. Procedeu-se a coloracdo do
material por hematoxilina-eosina (HE) e as laminas foram analisadas em microscopio éptico
(Nikon).

Também foi realizado o estudo histologico dos rins perfundidos somente com
solucdo de Krebs-Henseleit modificada para servir de controle perfundido.

Fotomicrografias foram realizadas para documentar os aspectos morfolégicos

celulares dos grupos estudados com camera digital (FUJIFILM® S3300).
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4.1.11 CALCULO DOS PARAMETROS RENAIS

As seguintes formulas foram utilizadas para determinacdo de parametros
funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES, 1980; FONTELES
etal., 1993).

e FU (mL.g".min™) = Fluxo Urinario
FU = Peso do volume urinario/ Peso do rim esquerdo x 10

e PP (mmHg) = Pressao de perfusao
* Obtida diretamente através da analise em mandmetro de mercurio

e FPR (mL.g™".min™) = Fluxo de perfuso renal
* Fluxo registrado a cada 10min/ intervalo de tempo x Peso do rim

e RVR (mmHg/mL.g™*.min™) = Resisténcia vascular renal
RVR = PP (mmHg) / FPR

e RFG (mL.g".min™") = Ritmo de filtracéo glomerular

RFG =DOU in/ DOP in x FU

* onde DOU in = densidade 6tica da inulina na urina e DOP in = densidade 6tica da inulina
no perfusato

e FNa" (uEq.g™.min™) = Sédio filtrado
FNa" = RFG x PNa" * onde PNa" = Concentracio de sodio no perfusato

e ENa* (uEqg.g™.min™) = Excrecéo de sodio
ENa®=FUxUNa" *onde UNa" = Concentracio de sédio na urina

e TNa* (uEqg.g™.min™) = Sédio transportado
TNa" = FNa’ - ENa’

e % TNa" = Percentual de transporte tubular de sodio
%TNa" = TNa" x 100/FNa”

e %pTNa" = Percentual de transporte proximal de sédio
%pTNa" =pTNa" x 100/ FNa"

e FK* (nEq.g™.min™) = Potéssio filtrado
FK" = RFG x PK* * onde PK" = Concentragdo de potassio no perfusato

e EK* (uEqg.g™.min™) = Excrecéo de potéassio
EK"=FUxUK" *onde UK" = Concentracio de potassio na urina

e TK* (uEq.g™.min™") = Potéssio transportado
TK' =FK" - EK"
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e %TK" = Percentual de transporte tubular de potassio
%TK" = TK" x 100/FK*

e %pTK" = Percentual de transporte proximal de potassio
%pTK" = pTK" x 100 / FK*

e FCI' (uEq.g™.min™) = Cloreto filtrado
FCI'=RFG xPCI"  * onde PCI" = Concentragéo de cloreto no perfusato

e ECI' (nEq.g.min™) = Excrecéo de cloreto
ECI'=FU x UCI’ * onde UCI" = Concentracao de cloreto na urina

e TCI' (nEq.g".min™) = Cloreto transportado
TCI =FCI" - ECI

¢ %TCI = Percentual de transporte tubular de cloreto
%TCI = TCI x 100/FCI

¢ %pTCI = Percentual de transporte proximal de cloreto
%pTCI =pTCl x 100/ FCI

e Cosm (ML.g™-.min™) = Clearance osmético
Cosm = (Uosm/ Posm) X FU
* onde Uosm = Osmolaridade Urinaria e Posm = Osmolaridade do perfusato

4.2 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos envolvendo a utilizacdo de animais realizados no
presente estudo seguiram as recomendacfes do Conselho Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA), atualmente Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL), respeitando a legislacdo vigente, e sob autorizacio da Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica sob o nimero 17/2010

no dia 07 de abril de 2010 (ver Declaracdo em anexo - pagina 196).
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4.3 CELULAS MDCK — MADIN-DARBY CANINE KIDNEY

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultivo Celular (LCC) do

Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Universidade Federal do Ceara.
4.3.1 LINHAGENS CELULARES

A linhagem celular utilizada foi células renais epiteliais tubulares de cdo (Células
MDCK - Madin-Darby Canine Kidney) obtidas do Laborat6rio de Bioquimica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.3.2 CULTIVO E TRATAMENTO DAS CELULAS MDCK

As células foram cultivadas em garrafas de plastico (75m?, volume de 250mL),
em meio RPMI 1640 (o qual contém insulina, horménio de crescimento, hormdnio
tireoidiano, transferrina, prostaglandinas e L-glutamina) acrescido de penicilina (100U/mL)
[estreptomicina (100ug/mL) e 10% v/v de Soro Bovino Fetal (SBF). As células foram
incubadas a 37°C, em atmosfera com 95% de umidade e 5% de CO,, sendo observado o

crescimento celular com ajuda de microscépio dptico invertido (Olympus® CKX41®). Antes

de cada experimento, as células foram armazenadas em meio sem SBF por 24 horas para a
obtencdo de células na fase G do ciclo celular.

Para cada experimento, foi removido o meio da cultura e as células foram
incubadas com tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) a 37°C/5 minutos. A tripsina foi inativada
adicionando o mesmo volume de meio com SBF a 10%. A suspensdo foi entdo centrifugada a
200g/5 minutos (CHAIM, 2005). O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em
meio de cultura. As células foram entdo quantificadas em camara de Neubauer e plaqueadas
(1 x 10° células/mL) permitindo o crescimento confluente por 24 horas.

As células foram entdo avaliadas na presenca de diferentes concentracdes do
veneno total e das fracdes PLA, Lys 49 e Asp 49 da serpente Bothropoides erythromelas
(100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL), solubilizados em PBS estéril, pH 7,4. Durante o
experimento, as placas foram avaliadas qualitativamente com 24 horas de cultivo, usando o
microscopio optico (40x). Apds esse periodo, também foram realizados ensaios de viabilidade

e proliferacdo celular (Figura 16).
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4.3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

4.3.3.1 ENSAIO COM MTT

As células MDCK foram adicionadas em placas de 96 pogcos com densidade de 1
x10° células/mL e tratadas com diferentes concentracdes do veneno total e das fracdes PLA;
Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo,
foi retirado 100pL do sobrenadante e entdo adicionado 10pL de 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5
difenil tetrazolico (MTT) (Sigma) 2,5mg/mL dissolvido em PBS estéril.

Este método baseia-se na atividade metabdlica de células vidveis que sdo capazes
de reduzir o MTT e formar um produto colorido insolivel em 4gua, o sal formazan. Apos
incubacéo por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,, o sobrenadante foi removido e entéo
adicionado 90uL de dodecil sulfato de sodio 10% (SDS) em HCL 0,01N para solubilizar os
cristais de formazan formados. As placas foram incubadas por 17 horas e, em seguida,
realizadas as leituras em espectrofotometro a 570nm (MOSMANN, 1983). Os ensaios foram
realizados em triplicata (n=5). A viabilidade celular foi determinada por comparacéo entre 0s
percentuais de viabilidade celular dos grupos teste e do grupo controle (Figura 17).

Fotomicrografias foram realizadas para documentar os aspectos morfolégicos
celulares dos grupos estudados através do microscépio Olympus® CKX41® com camera
digital acoplada (Evolt E330° Olympus®).

A partir dos resultados obtidos, foram também calculados os valores de 1Csp, que
é definida como a concentracao capaz de inibir o crescimento de 50% das células em estudo.

Esse valor foi determinado através de um teste de regressao ndo linear utilizando o programa

Graphpad Prism 5®
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FIGURA 16 — Esquema simplificado do cultivo e tratamento das células MDCK.
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Fonte: PRACIANO, 2009.

FIGURA 17 — Esquema simplificado dos ensaios de viabilidade e proliferacéo celular.
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4332 ENSAIO PARA DETERMINACAO DA LACTATO
DESIDROGENASE

A viabilidade celular foi igualmente determinada atraves do teste de liberacdo da
enzima lactato desidrogenase (LDH). Realizou-se a dosagem da enzima nos grupos nos quais
se observou efeito citotoxico apds tratamento com células MDCK. Para essa determinagéo
utilizou-se o sobrenadante resultante da etapa de adicdo do MTT. Este teste baseia-se na
reducdo de piruvato a lactato, com consequente oxidacdo do NADH.

Piruvato + NADH + H" — lactato + NAD"

Uma vez que esta enzima é de origem citoplasmatica, a sua presenca no meio
extracelular fornece indicagéo sobre a integridade da membrana plasmatica e é possivel inferir
o0 tipo de morte celular, quando ocorre. Foi utilizado um método de determinagdo cinética
segundo as especifica¢bes contidas no kit do fabricante (Wiener Lab). Adicionou-se 1mL do
reagente a 20puL do sobrenadante e realizou-se as leituras das absorbancias (inicial e final) a
37°C com tempo de reacao de 3 minutos e 30 segundos.

Os resultados foram obtidos atraves de leitura em espectrofotometro (340nm). O
decréscimo da absorbancia foi proporcional a atividade da enzima. A atividade da LDH foi

determinada a partir da férmula abaixo:

Atividade LDH (U/L) = (Absorbancia inicial - Absorbancia final) x F

Tempo (minutos)

Onde :
F é o fator do reagente informado pelo fabricante (8095)

Tempo (minutos): 3,5

4.4 INVESTIGACAO DE MEDIADORES MOLECULARES

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular e

Genoma da Universidade Federal do Ceara.



http://pt.wikipedia.org/wiki/Lactato
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Analisou-se a expressdo dos genes pro-apototicos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e
antiapoptéticos (Mcl-1 e Bcl-Xy).

As sequéncias dos RNA mensageiros dos genes pré-apototicos e antiapoptéticos
foram obtidas no sitio eletrénico do National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Para o desenho dos primers foi utilizado o Oligo Perfect™ Designer disponivel no sitio

eletrbnico http: www.invitrogren.com.

Células MDCK tratadas com veneno total de Bothropoides erythromelas foram
submetidas a analise da expressdo génica a fim de verificar a participacdo de mediadores
moleculares responsaveis pelas alteracdes renais. Para tanto, utilizou-se as técnicas descritas a
sequir.

N&o foi realizada avaliacdo da expressao de genes pré e antiapoptoticos utilizando
as fracOes PLA; Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas.

4.4.1 ENSAIOS PARA AVALIACAO DE EXPRESSAO GENICA

Para o0s ensaios de avaliacdo da expressdao génica, as células MDCK foram
cultivadas em placas de cultivo de 24 pocos na concentracéo de 1 x 10° células/mL. Apés 24
horas de cultivo em estufa com 5% de CO, a 37°C, adicionou-se em cada po¢o 0 veneno total
da serpente Bothropoides erythromelas nas concentracbes de 46,65 e 23,32ug/mL
(respectivamente 1/2 e 1/4 da 1Csy do veneno total) em hexaplicata (n=6) e incubaram-se as
células novamente em estufa com 5% de CO, a 37°C. Como controle positivo foi utilizado
Doxorrubicina na concentracdo 3,12ug/mL. Decorridas 24 horas, as células foram retiradas
dos pocos por meio da exposicdo a tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) e centrifugadas. Para
cada concentracdo das substancias-testes foram obtidos seis precipitados, os quais foram
misturados para obter-se apenas uma amostra de cada concentracdo. O experimento teve
sequéncia com os procedimentos de isolamento de RNA total utilizando o kit RNeasy Mini
(Qiagen) e automacdo pelo equipamento QiaCube. Foram realizados trés experimentos

independentes.
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4.4.2 ISOLAMENTO DE RNA TOTAL

Para o isolamento do RNA total, adicionou-se ao precipitado de células o volume
de 350uL do tampdo de lise contendo B-mercaptoetanol. As células foram lisadas quando
submetidas ao émbolo de agulha hipodérmica (13 x 4,5cm). A solucdo com o lisado foi
colocado em um microtubo de 2,0mL, o qual foi aplicado ao equipamento QiaCube (Qiagen).
A partir de entdo todo o isolamento foi realizado automaticamente, seguindo o protocolo
descrito pelo kit e ja& programado ao equipamento. A Figura 18 demonstra as etapas

realizadas automaticamente pelo equipamento QiaCube (Qiagen).

FIGURA 18 — Esquema grafico do isolamento de RNA total.

|5 “RNA total

Lise das células Adicdo de etanol LigacAo do RNA
100% a0 filfro

é‘ RNA total u i T

Eluicao final Lavagens (3x) seguidas
com agua miliQ de cenfrifugacdo

autoclavada

Fonte: DANTAS, 2010.
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443 SINTESE DE cDNA PELA REACAO DE TRANSCRIPTASE
REVERSA

Com a finalidade de analisar a expressdo génica de alguns dos marcadores
apoptéticos e antiapoptdticos envolvidos nos efeitos causados pelo veneno total da serpente
Bothropoides erythromelas em células MDCK, o RNA total foi convertidko em DNA
complementar (cDNA) através da reacdo de Transcriptase reversa. Para tanto, utilizou-se a
enzima do kit SuperScript™ 111 Reverse Transcriptase System (Invitrogen, USA).

Uma quantidade de 1ug de RNA total extraido foi adicionado a um tubo
eppendorf (0,2uL) contendo 1uL de primer oligo(dT)ze (50uM), 1ulL de uma mistura de
desoxinucleotideos (dANTPmix, 10mM) e agua miliQ foi adicionada para completar um
volume de 10uL (master mix 1). Essa primeira mistura (reacdo A) foi aquecida a 65°C para a
desnaturacdo do RNA e anelamento do primer oligo(dT),, com a cauda polyA do RNA
mensageiro por 5 minutos. Durante o aquecimento foi preparado o master mix 2 contendo 2
uL de tampao de sintese de cDNA (10X), 4uL de MgCl, (25mM), 2uL de ditiotreitol (DTT -
0,1M), 1uL de uma solucdo RNAseOUT (40U/uL) e 1uL da enzima SuperScritp™ 111 RT
(200 unidades/uL) (reacdo B). Imediatamente ap0s este periodo, a reacdo foi resfriada em
gelo por pelo menos 1 minuto e, a esta solucédo, foi adicionada a reacdo B. O tubo contendo as
duas misturas (20uL) foi levado a um termociclador onde permaneceu inicialmente por 50
minutos a uma temperatura de 50°C. Passado este periodo, a reacdo foi agquecida a uma
temperatura de 85°C por 5 minutos e entdo resfriada imediatamente a uma temperatura de
4°C. Finalizando o processo, o0 cDNA sintetizado foi acrescido de 1uL de RNase H e
incubado por 20 minutos a 37°C. O cDNA sintetizado foi mantido em freezer -20°C até a
realizacdo de sua amplificacdo pela técnica de PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia) em
Tempo Real (QPCR).

4.4.4 REACAO DE POLIMERASE EM CADEIA EM TEMPO REAL
(qPCR)

Analisou-se a expressdo dos genes pro-apoptoticos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax)
e antiapoptoticos (Mcl-1 e Bcl-X,) utilizando o equipamento iQ5 Real Time PCR Detection
System (Bio-Rad). Esta tecnologia é baseada na deteccdo em tempo real da amplificacdo de

uma amostra de DNA ou cDNA pela técnica de PCR. Através dessa tecnologia é possivel a
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quantificacdo das amostras de cDNA na fase exponencial da cinética de amplificacéo, periodo
no qual a PCR pode ser quantificada. Isto foi possivel com a utilizacdo da deteccdo da
quantidade de fluorescéncia de SYBR Green, corante especifico que se liga a um produto de
dupla fita de DNA. Os iniciadores (Quadro 03) de DNA (primers) aqui utilizados foram
desenhados com base nas sequéncias de RNA mensageiro dos genes investigados, acima
descritos, obtidas no sitio eletronico do National Center for Biotechnology Information
(NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Todas as reagdes de PCR em tempo real foram realizadas num volume total de 25
uL contendo 12,5uL de iQSupermix (solucdo padrdo de amplificacdo contendo tampéo
salino, uma mistura de desoxinucleotideos, enzima amplificadora e corante SYBR Green onde
todas as concentracGes foram otimizadas pelo fabricante), 200nM dos iniciadores e 2uL de
cDNA das amostras. Amostras negativas foram também testadas onde o cDNA foi substituido
por a4gua mili-Q autoclavada, para garantir a certeza da auséncia de contaminantes nas
reacOes. As condicdes da PCR foram empregadas da seguinte forma: um periodo de
desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos seguidos de 40 ciclos para as reacOes de
amplificacdo dos genes testes descritos acima. Cada ciclo continha uma fase de desnaturacéo
a 95°C por 30 segundos, uma fase de anelamento dos iniciadores a 60°C por 30 segundos, e
uma fase de extensdo da cadeia de DNA a 72°C por 1 minuto. Ao final dos ciclos as amostras
foram submetidas a uma extenséo final na temperatura de 72°C por 3 minutos.

Com o intuito de analisar a especificidade das amplificacGes, ou seja, saber se 0s
produtos formados eram especificos para os genes testados, foi realizada, ap6s cada reacao,
uma curva de fusdo (Melting Curve) onde a temperatura da reacdo era acrescida em 1°C a
cada 20 segundos, iniciando a partir das temperaturas de anelamento de cada iniciador e
terminando a 95°C. Os dados obtidos pelo iQ50ptical System Software (Version 2.0) foram
baseados no valor do ciclo limiar (Ct — Threshold cycle), ou ciclo de amplificacdo, onde a
quantidade de fluorescéncia observada € 10 vezes maior que a fluorescéncia inicial ou basal
de cada reacdo de PCR. Quanto maior a expressao do gene testado menor o nimero de ciclos
para que a fluorescéncia atinja o patamar de 10 x maior que a fluorescéncia basal. A avaliacdo

da expressao génica foi obtida utilizando o método matematico descrito por Pfaffl (2001).
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QUADRO 03 — Sequéncia dos iniciadores usados na reagéo de qPCR.

Genes Sequéncia dos Iniciadores (5°- 3°)
senso (F) e antisenso (R)
F - CGAGCTGATCAGGACCATCA
Bax
R - CACGTGGGTGTCCCAAAGTA
| F - AACAAACTGGGGCAGGATTG
Mcl-1
R - AAACCCATCCCAGCCTCTTT
| F - GGCCTTTTTCTCCTTCGGTG
Bel-X,
R - CTCTCGGCTGCTGCATTGTT
F - TTCATTATTCAGGCCTGCCGAGG
Caspase-3
R - TTCTGACAGGCCATGTCATCCTCA
F - ACAAGGGCATCATCTATGGCTCTGA
Caspase-8
R - CCAGTGAAGTAGAGGTCAGCTCAT
Fonte: NCBI.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Os resultados dos experimentos de perfusdo renal (n=6), células MDCK (n=5) e Biologia
Molecular (n=6) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com pdés-teste de
Bonferroni (multipla comparacdo entre os grupos) seguido do teste t Student, como
comparativo entre 0s grupos controle e tratado, com significancia de *p<0,05. Todas as
tabelas e graficos que avaliaram os parametros renais foram estudados de acordo com a
variavel tempo e os dados compilados em intervalos de 30 minutos. A 1Cs, foi estimada por
curva de interpolacdo como a concentragdo inibitéria media capaz de provocar 50% de

inibicdo celular. O software Graphpad Prism 5 foi utilizado para as analises estatisticas.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO DOS PARAMETROS FUNCIONAIS RENAIS

5.1.1 GRUPO CONTROLE

Foram realizados seis experimentos controle para avaliagdo dos parametros
funcionais renais sob a influéncia apenas da solucdo de Krebs-Henseleit modificada a 6g%,
para posterior comparagdo com 0s grupos tratados com as fragcdes PLA; Lys 49 (5ug/mL) e
Asp 49 (5pg/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas. O grupo apresentou todos os
pardmetros estaveis durante os 120 minutos de experimento (Graficos 1.0 a 14.0).

O mesmo procedimento foi realizado anteriormente com o grupo tratado com o
veneno total (10ug/mL) de Bothropoides erythromelas. O grupo controle apresentou todos 0s
parametros estaveis durante os 120 minutos de experimento (Graficos 1.1 a 14.1 - ver
AnNexos).

O veneno total (10ug/mL) de Bothropoides erythromelas foi utilizado neste
estudo para posterior comparagcdo com 0s grupos tratados com as fracbes PLA, Lys 49

(5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno.

5.1.2 EFEITOS DA FRACAO LYS 49 DO VENENO DE
BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS

A infusdo da fracdo PLA, Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas
(5ung/mL) ocorreu aos 30 minutos apos o inicio do experimento.

Comparada ao grupo controle, a fracdo Lys 49 apresentou um aumento
significativo da pressdo da perfusdo (PP) aos 60 minutos permanecendo até do final
experimento (Grafico 1.0), da excre¢do de sddio (ENa®) (Gréfico 11.0) e de potassio (EKY)
(Grafico 12.0) aos 90 e 120 minutos, do fluxo urinario (FU) (Grafico 3.0) e do clearance
osmoético (Cosm) (capacidade de depuracdo do rim isolado em relacdo as moléculas

osmoticamente ativas) (Grafico 14.0), somente aos 120 minutos.
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A fracdo Lys 49 causou uma diminuicdo significativa do ritmo de filtracdo
glomerular (RFG) somente aos 60 minutos (Grafico 4.0) e do percentual de transporte tubular
de sédio (%TNa") aos 120 minutos (Gréfico 5.0).

N&o ocorreu alteracdo dos parametros resisténcia vascular renal (RVR) (Gréfico
2.0), percentual de transporte tubular de potassio (%TK®) (Grafico 6.0), percentual de
transporte tubular de cloreto (%TCI) (Grafico 7.0), percentual de transporte proximal de
sodio (%pTNa") (Gréafico 8.0), percentual de transporte proximal de potassio (%pTK")
(Gréfico 9.0), percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCI) (Gréafico 10.0) e
excrecao de cloreto (ECI") (Gréafico 13.0), em relacdo ao grupo controle.

5.1.3 EFEITOS DA FRACAO ASP 49 DO VENENO DE
BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS

A infusdo da fracdo Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5ug/mL)
ocorreu aos 30 minutos apos o inicio do experimento.

Comparada ao grupo controle, a fracdo Asp 49 causou uma diminuicao
significativa do %pTK" somente aos 60 minutos (Gréafico 9.0) e e um aumento da EK" aos 60
minutos permanecendo até o final do experimento (Grafico 12.0).

Em relacdo aos pardmetros renais analisados PP, RVR, FU, RFG, %TNa", %TK",
%TCI, %pTNa*, %pTClI, ENa*, ECI" e Cosy Observou-se que a fragido Asp 49 ndo provocou
nenhuma alteracdo significativa quando comparada ao grupo controle (Gréaficos 1.0 a 8.0;
10.0 e 11.0; 13.0 e 14.0).

5.1.4 EFEITOS DO VENENO TOTAL DE
BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS

Os resultados descritos abaixo foram estudados anteriormente e descritos na
Dissertacdo de Mestrado intitulada Efeito renal do veneno da Bothrops erythromelas e
blogueio induzido pelo Fator Antibotrépico do Didelphis marsupialis (SOUSA, 2004).

A infusdo do veneno de Bothropoides erythromelas (10ug/mL) ocorreu aos 30

minutos apds o inicio do experimento.
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Comparado ao grupo controle, o veneno total apresentou uma diminuicdo
significativa da PP, da RVR, do %TNa", do %pTNa", do %TCl e do %pTCI aos 60 minutos
prosseguindo até os 120 minutos (Gréficos 1.1, 2.1, 5.1, 6.1, 9.1 e 10.1- ver Anexos paginas
198, 199, 200 e 201).

Ocorreu uma diminuicdo significativa do %TK" e do %pTK"® aos 90 minutos
persistindo até o final do experimento (Gréficos 7.1 e 8.1 - ver Anexos pagina 200).

Observou-se uma diminuigdo significativa aos 60 minutos do RFG e da EK"
seguida por um aumento significativo aos 90 e 120 minutos, quando comparado ao grupo
controle (Gréaficos 4.1 e 12.1 - ver Anexos paginas 199 e 201).

Comparado ao grupo controle, o veneno total ocasionou um aumento significativo
do FU, da ENa’, da ECI" e do Cosy a0s 90 e 120 minutos (Gréficos 3.1, 11.1, 13.1 e 14.1 - ver
Anexos paginas 198, 201 e 202).
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GRAFICO 1.0 - Efeitos na pressdo de perfusio renal (PP) na auséncia (controle) e presenca
das fragdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas.
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Bl Controle @ Lys49 (5ug/mL) @ Asp49 (5ug/mL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 2.0 - Efeitos na resisténcia vascular renal (RVR) na auséncia (controle) e
presenca das fracbes Lys 49 (bug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 3.0 - Efeitos no fluxo urinario (FU) na auséncia (controle) e presenca das fracdes
Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas.

0.61

30 60 90 120
Tempo (minutos)

Bl Controle @ Lys49 (5ug/mL) @l Asp49 (5ug/mL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 4.0 - Efeitos no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) na auséncia (controle) e
presenca das fracbes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.

30 60 90 120
Tempo (minutos)

@l Controle Bl Lys49 (5pg/mL) @ Asp49 (5pg/mlL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 5.0 - Efeitos no percentual de transporte tubular de sédio (%TNa®" na auséncia
(controle) e presenca das fragdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.
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30 60 90 120
Tempo (minutos)

Bl Controle Bl Lys49 (5ug/mL) @ Asp49 (5ug/mL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 6.0 - Efeitos no percentual de transporte tubular de potéssio (%TK") na auséncia
(controle) e presenca das fragbes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 7.0 - Efeitos no percentual de transporte tubular de cloreto (%TCI) na auséncia

(controle) e presenca das fragdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.
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Tempo (minutos)

120

Ell Controle Bl Lys49 (5ug/mL) @B Asp49 (5ug/mL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 8.0 - Efeitos no percentual de transporte proximal de sddio (%pTNa®) na auséncia

(controle) e presenca das fragdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.

100+
754

50+

%pTNa*

25+

30 60 90 120
Tempo (minutos)

Bl Controle @ Lys49 (5ug/mL) @ Asp49 (5ug/mL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 9.0 - Efeitos no percentual de transporte proximal de potassio (%pTK") na
auséncia (controle) e presenca das fragdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.
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%pTK"
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I Controle B | ys49 (S5pug/mL) I Asp49 (5pg/mL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
GRAFICO 10.0 - Efeitos no percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCI) na
auséncia (controle) e presenca das fracoes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de
Bothropoides erythromelas.
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 11.0 - Efeitos na excrecio de sodio (ENa*) na auséncia (controle) e presenca das
fracdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas.
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 12.0 - Efeitos na excrecdo de potassio (EK") na auséncia (controle) e presenca
das fracdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas.
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 13.0 - Efeitos na excrecdo de cloreto (ECI") na auséncia (controle) e presenca das
fracdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ng/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas.

40-

30+

ECI"(uEq/g/min)
N
o

10+

30 60 90 120
Tempo (minutos)

Bl Controle EE Lys49 (5pg/mL) @l Asp49 (5pg/mL)

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 14.0 - Efeitos no clearance osmético (Cosm) Na auséncia (controle) e presenca das
fracdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) do veneno de Bothropoides erythromelas.
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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QUADRO 04 — Avaliacéo dos parametros renais utilizando as fragdes PLA; Lys 49 e Asp 49 e

0 veneno total de Bothropoides erythromelas.

B. erythromelas Lys 49 Asp 49 Veneno total
TEMPO
30 | 60 | 90 | 120 | 30 | 60 | 90 | 120] 30 | 60 | 90 | 120

PARAMETROS

PP (mmHg) S N R A ) - - - - B A N
RVR (mmHg/mL.g™min) | - [ - | - - - - - : 1 11 1
FU (mL.g™.min™) A N D - - - : 3 3 * S
RFG (mL.g™.min™) N N - - - - - - 1 1 S
%TNa" - - - ) - - - - - 1 4 1
%TK e .
%TClI - - - - - - - - - J 1 )
%pTNa" - - - - - _ - - - 1 1 1
%pTK” i - - { - - - - J J
%pTCl B e U S S s B ey Bt S A R
ENa * (uEq.g™.min™) - -7 1 - - - - - - 1 1
EK " (uEg.g™. min™) -y -l or
ECI" (uEq.g™.min™) - -1 - - - - - - 3 N T
Cosm (ML.g™.min™) - - - 0 - - - - : - T F

PP = Pressdo de perfusdo renal; RVR = resisténcia vascular renal; FU = fluxo urinario; RFG = ritmo de filtracdo
glomerular; %TNa" = percentual de transporte tubular de sddio; %TK" = percentual de transporte tubular de
potassio; % TCI = percentual de transporte tubular de cloreto; %pTNa" = percentual de transporte proximal de
sédio; %pTK" = percentual de transporte proximal de potassio; %pTCl = percentual de transporte proximal de
cloreto; ENa* = excrecdo de sodio; EK" = excrecdo de potéassio; ECI = excrecdo de cloreto; Cosn = clearance

osmético.
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5.2 ANALISE HISTOLOGICA

Os rins esquerdos serviram como grupo controle ndo apresentando qualquer

alteragdo em glomérulos, tabulos, vasos e intersticio (Figura 19).

FIGURA 19 - Fotomicrografia do rim esquerdo (controle) demonstrando
glomérulos e tubulos normais.

Fonte: Camera digital FUJIFILM® S3300.
Coloracéo hematoxilina-eosina (HE) — Aumento 400x.
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No grupo em que os rins foram perfundidos com a fragdo PLA; Lys 49 do veneno
de Bothropoides erythromelas (5ug/mL) foi observada a presenca de vacuolos nos glomérulos
e depdsito de material protéico nos glomérulos e tabulos quando comparado ao controle.
Observou-se também a presenca de células tubulares com ndcleos picnéticos indicativas de
morte celular (apoptose/necrose) (Figura 20).

N&o foi encontrada qualquer anormalidade em vasos e intersticio.
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FIGURA 20 — Fotomicrografia do rim perfundido com a fragcdo Lys 49 do veneno de
Bothropoides erythromelas na concentragdo de 5ug/mL. A: Glomérulos (deposito de material
protéico nos espacos urinarios); B: Tubulos (deposito de material protéico em células
tubulares); C: Tubulos (células tubulares com nucleos picnéticos indicando morte celular
apoptose/necrose).

A

Fonte: Camera digital FUJIFILM® S3300.
Coloracao hematoxilina-eosina (HE) — Aumento 400x.
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Nos rins perfundidos com 5ug/mL da fragdo PLA; Asp 49 do veneno de
Bothropoides erythromelas foi observado depdsito de material protéico nos glomérulos e
tubulos quando comparado ao controle. Observou-se também a presenca de células tubulares
anucleadas indicativas de morte celular (apoptose/necrose) (Figura 21).

N&o foi encontrada qualquer anormalidade em vasos e intersticio.
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FIGURA 21 — Fotomicrografia do rim perfundido com a fragdo Asp 49 do veneno de
Bothropoides erythromelas na concentragdo de 5ug/mL. A: Glomérulos (deposito de material
protéico nos espacos urinarios); B: Tubulos (deposito de material protéico em células
tubulares); C: Tubulos (células tubulares anucleadas indicando morte celular
apoptose/necrose).

~]

Fonte: Camera digital FUJIFILM® S3300.
Coloracao hematoxilina-eosina (HE) — Aumento 400x.
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No grupo em que os rins foram perfundidos com 10ug/mL do veneno total de
Bothropoides erythromelas foi observado depdsito de material protéico nos glomérulos e
tubulos quando comparado ao controle. Observou-se também a presenca de degeneracdo
hidrépico vacuolar nos tubulos renais (Figura 22).

N&o foi encontrada qualquer anormalidade em vasos e intersticio.

FIGURA 22 - Fotomicrografia do rim perfundido com o veneno total de
Bothropoides erythromelas na concentracdo de 10ug/mL. A: Glomérulos (depésito de
material protéico nos espacos urinarios); B: Tubulos (depdsito de material protéico em células
tubulares); C: Tubulos (células tubulares com degeneragdo hidropico vacuolar).

Fonte: SOUSA, 2004.
Coloragdo hematoxilina-eosina (HE) — Aumento 200x.
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5.3 CELULAS MDCK — MADIN-DARBY CANINE KIDNEY

5.3.1 EFEITOS DO VENENO TOTAL E DAS FRACOES LYS 49 E ASP
49 DE BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS EM CELULAS MDCK

O efeito do veneno total e das fragdes PLA, Lys 49 e Asp 49 da serpente
Bothropoides erythromelas em células tubulares renais foi avaliado através da cultura de
células MDCK. A viabilidade das culturas (1,0 x 10°céls/mL) tratadas com veneno total e
fracBes (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL) foi analisada pelo método MTT apds 24 horas
de incubacédo (n=5).

A citotoxicidade foi estimada, por curva de interpolacdo, com a concentragdo do
veneno total e fracBes capazes de inibir o crescimento de 50% das células em estudo (ICxp),
correlacionando a media do percentual de células mortas com a concentracdo do veneno e

fragcOes examinadas por analise de regresséo ndo linear utilizando o programa Graphpad Prism
5%

Os resultados demonstraram um efeito citotoxico do veneno total e das fracdes
PLA, Lys 49 e Asp 49. Observou-se diminuicdo significativa da viabilidade celular com o
veneno total nas concentracdes de 50 e 100ug/mL (ICso = 93,31ug/mL) (Grafico 15), com a
fracdo Lys 49 nas concentragcdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100ug/mL (ICso = 38,29ug/mL)
(Grafico 16) e com a fracdo Asp 49 nas concentracdes de 50 e 100ug/mL (1Cso = 158ug/mL)

(Gréfico 17).
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GRAFICO 15 — Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na auséncia
(controle) e presenca do veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,125ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 16 — Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na auséncia
(controle) e presenca da fracdo Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25;
12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 17 — Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na auséncia
(controle) e presenca da fragdo Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25;
12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferrroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

5.3.2 AVALIAQA’O DA LIBERACAO DE LACTATO DESIDROGENASE
(LDH) PELAS CELULAS MDCK

Para investigar se o veneno total e as fracdes PLA, Lys 49 e Asp 49 da serpente
Bothropoides erythromelas foram capazes de alterar a integridade da membrana avaliou-se a
liberacdo de Lactato Desidrogenase (LDH) pelas células MDCK (n=5).

Nos grupos tratados com o veneno total (Gréafico 18) e a fracdo Asp 49 (Gréfico
20) de B. erythromelas, ndo foi observada liberacdo estatisticamente significante de LDH em
relacdo ao grupo ndo tratado (controle), indicando que ndo houve liberacdo de contetdo
citoplasmatico em propor¢des significativas, ou seja, ndo houve ruptura da membrana celular.

A fracdo Lys 49 (Grafico 19) apresentou liberacdo estatisticamente significante
de LDH apenas na concentracdo de 100ug/mL.

Como a enzima LDH é de origem citoplasmética, sua presenca no meio
extracelular pode indicar alteracdo na integridade da membrana plasmatica e inferir no tipo de

morte celular.
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GRAFICO 18 - Efeitos sobre a integridade da membrana (liberacdo de Lactato
Desidrogenase - LDH) em células MDCK na auséncia (controle) e presenga do veneno total
de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 19 - Efeitos sobre a integridade da membrana (liberacio de Lactato
Desidrogenase - LDH) em células MDCK na auséncia (controle) e presenca da fracdo Lys 49
do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 20 - Efeitos sobre a integridade da membrana (liberacdo de Lactato
Desidrogenase - LDH) em células MDCK na auséncia (controle) e presenca da fracdo Asp 49
do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

5.4 FOTOMICROGRAFIA DE CELULAS MDCK

Tanto o veneno total como as fragcbes PLA; Lys 49 e Asp 49 resultaram em
visiveis alteracbes morfologicas tais como: morte celular sem rompimento aparente da
membrana, perda do formato caracteristico, perda de aderéncia, presenca de agregado celular

com citoplasma granuloso.

U Controle = Células MDCK na auséncia de veneno total e fracGes Lys 49 e Asp
49 do veneno de Bothropoides erythromelas (Figura 23).

U Veneno total nas concentracdes de 50 e 100ug/mL (Figuras 24 e 25).

QO Fracdo Lys 49 nas concentracdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100ug/mL (Figuras
26, 27, 28, 29 e 30).

U Fracdo Asp 49 nas concentragdes de 50 e 100ug/mL (Figuras 31 e 32).
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FIGURA 23 - Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) na auséncia de wveneno total e fracbes Lys 49 e Asp 49 de
Bothropoides erythromelas.

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.

FIGURA 24 — Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposicdo ao veneno total de Bothropoides erythromelas (50ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.
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FIGURA 25 — Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposicdo ao veneno total de Bothropoides erythromelas (100ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.

FIGURA 26 — Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposicao a fracdo Lys 49 de Bothropoides erythromelas (6,25ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.
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FIGURA 27 — Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposicao a fracdo Lys 49 de Bothropoides erythromelas (12,5ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.

FIGURA 28 — Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposicao a fracdo Lys 49 de Bothropoides erythromelas (25ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.
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FIGURA 29 - Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apds exposicao a fracdo Lys 49 de Bothropoides erythromelas (50ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.

FIGURA 30 - Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposicao a fracdo Lys 49 de Bothropoides erythromelas (100ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.
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FIGURA 31 - Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposicao a fracdo Asp 49 de Bothropoides erythromelas (50ug/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330® Olympus® - Aumento 40x.

FIGURA 32 — Fotomicrografia de células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apds exposicédo a fracdo Asp 49 de Bothropoides erythromelas (100pg/mL).

Fonte: Camera digital acoplada Evolt E330° Olympus® - Aumento 40x.
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55 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE GENES PRO E
ANTIAPOPTOTICOS EM CELULAS MDCK

Apos o cultivo de células MDCK (24hs) com o veneno total, nas concentracdes de
46,65ug/mL e 23,32ug/mL (1/2 e 1/4 da ICso, respectivamente), foi realizada a avaliagéo da
expressdo de genes envolvidos na cascata da apoptose, em comparagdo com controle negativo
(células + PBS) e com o controle positivo (Doxorrubicina 3,12ug/mL). Foram avaliados os
genes pré-apoptdticos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e antiapoptoticos (Mcl-1 e Bcl-X,).

O veneno total estimulou a expressdo de caspase-3 na concentracdo de 23,32
pg/mL e de caspase-8 em ambas as concentracdes estudadas. Estes efeitos foram semelhantes
aos apresentados pela Doxorrubicina (Gréaficos 21 e 22). O gene Bax teve sua expressao
inibida em ambas as concentracdes estudadas, tanto quando comparado com o controle

negativo quanto em comparacdo com o controle positivo (Gréafico 23).

GRAFICO 21 — Expressdo génica de caspase-3 em células MDCK tratadas com veneno total
da serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de
Bothropoides erythromelas).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre 0s grupos
tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05 = diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO.
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GRAFICO 22 — Expressdo génica de caspase-8 em células MDCK tratadas com veneno total
da serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de
Bothropoides erythromelas).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre os grupos
tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05" = diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO.

GRAFICO 23 — Expressdo génica de Bax em células MDCK tratadas com veneno total da
serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de
Bothropoides erythromelas).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre 0s grupos
tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05 = diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO.



121

O veneno total ndo alterou a expressdo de Bcl-X. nas concentragfes estudadas
quando comparado com o controle negativo (Gréafico 24). O gene Mcl-1 teve sua expressao
aumentada na concentragdo de 46,65ug/mL, quando comparado com o controle negativo

(Gréfico 25).

GRAFICO 24— Expressdo génica de Bcl-X_ em células MDCK tratadas com veneno total da
serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de
Bothropoides erythromelas).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre 0s grupos
tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05" = diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO.
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GRAFICO 25 — Expressio génica de Mcl-1 em células MDCK tratadas com veneno total da
serpente Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de
Bothropoides erythromelas).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre os grupos
tratados com VBE e o controle negativo (células + PBS) e p < 0,05 = diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados com VBE e o controle positivo DOXO.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 ESTUDO DO VENENO TOTAL DE BOTHROPOIDES
ERYTHROMELAS

Os venenos de serpentes sdo usados como ferramentas de novas abordagens
terapéuticas, com uma ampla variedade de acdes farmacoldgicas e aplicacdes biotecnol6gicas
sendo descritas para as substancias que compdem estes venenos. Assim o isolamento e a
caracterizacdo funcional dos componentes dos venenos podem fornecer informacdes para o
seu mecanismo de acdo e tornar possivel o seu uso como agentes terapéuticos e/ou futuros
modelos moleculares.

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma das complicacbes sistémicas mais
comuns apds o envenenamento ofidico, podendo envolver todas as estruturas renais, sendo a
causa primaria de morte apos envenenamento (QUEIROZ et al., 2008). Apesar dos avangos
significativos no entendimento da patogénese da insuficiéncia renal aguda (DAGHER et al.,
2003; SCHRIER et al., 2004), pouco ainda é conhecido acerca dos mecanismos de
nefrotoxicidade dos venenos ofidicos (SCHRIER et al., 2004).

Sousa (2004) ao estudar os efeitos renais do veneno total da Bothropoides
erythromelas (10ug/mL) observou nefrotoxicidade direta através da alteracdo dos parametros
funcionais renais. O veneno diminuiu a pressao de perfusdo (PP), a resisténcia vascular renal
(RVR), os percentuais de transporte proximal de sddio, potassio e cloreto (%pTNa’, %pTK" e
%pTCI) e os percentuais de transporte tubular de sddio, potassio e cloreto (%TNa", %TK" e
%TCI). Em contraste, aumentou o fluxo urinario (FU), o ritmo de filtracdo glomerular (RFG),
a excrecdo de sodio, potéssio e cloreto (ENa*, EK* e ECI) e o clearance osmoético (Cosm). FOI
sugerido que a atividade proteolitica e fosfolipasica encontradas no veneno da Bothropoides
erythromelas podem ter sido responsaveis pela queda da pressao de perfusdo e da resisténcia
vascular renal e pelos efeitos deletérios encontrados no epitélio renal com aumento da diurese
e diminuicdo dos transportes dos ions sodio, potassio e cloreto e que o aumento do ritmo de
filtracdo glomerular e do fluxo urinario presentes nos experimentos foi causado pelas
alteracdes tanto glomerulares como tubulares observadas no exame histologico. O estudo
demonstrou que o veneno era diurético, natriurético, caliurético e reduzia a pressao de
perfusdo em rim isolado de rato e que potenciadores de bradicinina poderiam estar

envolvidos.
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A anélise histopatoldgica dos rins perfundidos com o veneno da Bothropoides
erythromelas demonstrou a presenca de discreta quantidade de material protéico nos
glomérulos e tabulos renais e a presenca de degeneracdo hidropico vacuolar presente nos
tubulos levando a injdria renal, sugerindo que a faléncia renal aguda se deve ao processo de
citotoxicidade direta no modelo de rim isolado de rato. O fator antibotropico (ABF)
purificado do soro do gamba Didelphis marsupialis e apontado como sendo o responsavel
pela resisténcia aos venenos ofidicos, especialmente do género Bothrops se mostrou eficaz na
inibicdo (bloqueio dose-dependente) dos efeitos induzidos pelo veneno de B. erythromelas no
modelo de rim isolado de rato. Essa inibicdo pode ser atribuida a formacdo de um complexo
inativo sollvel entre o fator antibotrépico e o veneno.

O veneno de Bothropoides erythromelas causou efeito nefrotoxico direto no
modelo de rim isolado de rato comprovado através da andlise histologica do tecido renal a
qual mostrou lesdes em glomerulos e tabulos (SOUSA, 2004).

Com base nos achados de Sousa (degeneracdo hidrépico vacuolar nos tabulos
renais e a diminuicdo dos percentuais de transporte tubular de sodio (%TNa®), potassio
(%TK") e cloreto (%TCI), nosso grupo de pesquisa resolveu estudar os efeitos do veneno
total da Bothropoides erythromelas em cultura de células renais, mais especificamente células
do epitelio tubular (MDCK) usadas como modelo de células de tabulo distal e ducto coletor.
As células MDCK constituem uma linhagem de rédpido crescimento in vitro e de facil
manutencdo constituindo um modelo adequado para o0 estudo em questéo.

Células MDCK constituem uma linhagem celular bem estabilizada, estando entre
as melhores culturas de células epiteliais renais caracterizadas (MADIN; DARBY, 1958;
FERNANDEZ; OLIVEIRA-SOUSA; MALNIC, 2000; PEIXOTO, 2003). Séo
extensivamente empregadas na investigacdo de uma variedade de processos celulares,
incluindo transporte epitelial e celular em resposta a agentes toxicos e venenos (CHAN et al.,
1989; WIEGELE; BRANDIS; ZIMMERHACKL, 1998; COLLARES-BUZATO et al., 1994,
1998, 2002; SCHWERDT et al., 2004; PEIXOTO; COLLARES-BUZATO, 2005; CHAIM et
al., 2006; CHEN et al., 2006; DAMICO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2007; RIBEIRO
et al., 2007; KUSMA et al., 2008).

Collares-Buzato et al. (2002) investigaram in vitro os efeitos do veneno total de
Bothrops moojeni usando cultura de células MDCK. O veneno resultou em visiveis alteracdes
morfologicas como perda de aderéncia (porém as juncOes intercelulares permaneceram
intactas) e um desarranjo no citoesqueleto, especificamente das fibras de tensdo e da adeséo

focal associada a actina F na regido de contato da matrix celular. Observou-se também um
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aumento significativo na permeabilidade da membrana celular através de um aumento da
liberacdo de lactato desidrogenase pelas células. O veneno causou efeito nefrotoxico direto
nas células renais tubulares derivadas da linhagem celular também induzindo deterioragdo da
interagdo da matrix celular. As células mostraram mitocondrias inchadas, vaclolos
citoplasméticos e sinais de degeneracdo nuclear. Os pesquisadores demonstraram que 0
veneno de Bothrops moojeni induzia faléncia renal aguda como uma consequéncia de
alterac6es morfoldgicas e funcionais em células glomerulares e tubulares. A faléncia renal
aguda resulta de um efeito citotdxico direto no epitélio tubular renal ou de uma isquemia renal
devido a distdrbios hemodindmicos sistémicos.

Ensaios de citotoxicidade celular estdo entre os primeiros métodos de bioensaio in
vitro para predizer a tocixidade de substancias para vérios tecidos (HARBELL et al., 1997;
KIM et al., 2009; WEDI; KAPP, 2010). No caso dos venenos de serpentes, apesar da sua
complexidade de composicdo, este ensaio pode prover uma interessante alternativa para
avaliacdo de toxicidade (OLIVEIRA et al., 2002).

A citotoxicidade foi estimada através da ICsp e da viabilidade das culturas (1,0 x
10° céls./mL) tratadas com veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5;
6,25 e 3,125ug/mL) e analisadas pelo método MTT apds 24 horas de incubacdo. O veneno
apresentou efeito citotoxico caracterizado pela reducéo significativa da viabilidade celular nas
concentracdes de 50 e 100ug/mL (1Cso = 93,31ug/mL) e visiveis alteracbes morfologicas tais
como: morte celular sem rompimento aparente da membrana, perda do formato caracteristico,
perda de aderéncia, presenca de agregado celular com citoplasma granuloso. Os resultados
indicaram que o veneno de B. erythromelas € citotoxico para a cultura de células MDCK
estando de acordo com os resultados de Collares-Buzato et al. (2002).

A injaria celular foi analisada através da liberacdo da enzima citoplasmatica
lactato desidrogenase (LDH), usada como marcador. Nos grupos tratados com o veneno total
de B. erythromelas ndo foi observada liberacdo estatisticamente significante de LDH
indicando que ndo houve ruptura da membrana celular. Como a perda da integridade da
membrana é acompanhada pelo aumento da liberacdo de LDH, pode-se sugerir que a morte
celular é consequéncia de apoptose e ndo de necrose.

Apoptose é um processo ativo, um tipo de morte celular, que pode ocorrer tanto
em situacdes fisioldgicas como patoldgicas, constituindo um mecanismo de remocdo de
células lesadas e, de renovacdo celular e tecidual regulado por proteinas que sdo expressas

pelas proprias células durante o processo de injaria (ANAZETTI; MELO, 2007).
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Doxorrubicina (DOXO) é wum agente antineoplasico altamente ativo
(antibiotico da familia das antraciclinas) envolvido na formacg&o de radicais livres, indugéo de
dano ao DNA, inibicdo da proliferagcdo celular, deterioracdo da mitocondria, efeitos
citotoxicos e morte celular (KIM et al., 2009). Nefrotoxicidade é um dos efeitos dos
antibioticos da familia das antraciclinas. O estresse oxidativo é o principal fator na
nefrotoxicidade induzida por Doxorrubicina. DOXO induz lesdes glomerulares e tubulares
caracterizadas por vacuolizacdo glomerular, proteinQria, congestdo glomerular, deterioracdo
da funcdo tubular proximal, danos as células tubulares proximais e distais, dilatacdo tubular,
material proteinaceo nos tubulos, necrose tubular, apoptose em células epiteliais tubulares
(ZHANG et al., 1996; MULLER et al., 1997; DECORTI et al., 1998; MASSART et al.,
2004; BARDI et al., 2007; MOHAN et al., 2010). DOXO induz apoptose via ativacio de
caspases e interrupcdo do potencial de membrana (GAMEN et al., 2000; EOM et al., 2005).
Estudos recentes indicam que a DOXO induz apoptose em diversas linhagens celulares (KIM
et al., 2009; BOCCELLINO et al., 2010; FAN et al., 2010; MARTIROSYAN et al., 2010;
SAFA et al., 2010; WANG et al., 2010).

Baseado na toxicidade tubular e inducdo de apoptose em celulas epiteliais
tubulares induzidas por Doxorrubicina utilizou-se a DOXO como controle positivo na analise
da expressdo génica de alguns mediadores moleculares envolvidos na morte celular por
apoptose.

As caspases sdo proteases aspartato especificas com residuos de cisteina que
clivam os substratos sempre depois de um residuo de acido aspartico, estando presentes entre
as membranas mitocondriais e na matriz nuclear na forma de zimogénios que sdo ativadas
especificamente em células em apoptose. Agem numa reacdo em cadeia, onde a “hierarquia”
comega com as caspases iniciadoras ou desencadeantes (caspases 2, 8, 9 e 10), que por sua
vez, ativam as propagadoras (1) e estas as efetoras ou executoras (caspases 3, 6 e 7). Os
receptores da familia do TNF induzem morte por ativacdo dessas proteases (caspases-8) pelas
suas porcdes intracelulares (GESKE; GERSCHENSON, 2001; MINKO et al., 2001;
CAMARGO; SCHOR, 2004; ANAZETTI; MELO, 2007). A apoptose pode ser iniciada por
duas vias basicas, conhecidas como intrinseca ou mitocondrial e extrinseca ou dos receptores
de morte (SCHMITZ et al., 2000; FERRI; KROEMER, 2001a, 2001b; BAETU; HISCOTT,
2002).

A ativacdo das caspases promove 0 aparecimento das alteracdes celulares que
caracterizam a apoptose, como desmontagem da membrana nuclear e do arcabouco de

laminas, hipercondensacdo da cromatina e degradacdo proteolitica das estruturas nucleares e
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citoplasméticas. Estas alteracbes sdo comuns a todas as células em apoptose explicita,
independentemente do agente indutor do processo. Isso significa que a agdo destas caspases
representa uma via final comum que opera em todas as células programadas para morrer
(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998; HENGARTNER, 2000; LAVRIK et al., 2005).

A Familia de proteinas Bcl-2 sdo proteinas reguladoras que integram sinais de
morte ou de sobrevivéncia celular para ativar ou ndo a maquinaria da apoptose. Localiza-se no
reticulo endoplasméatico, membrana nuclear, citoplasma e membrana mitocondrial externa,
tendo estas Gltimas localizagdes papel conhecido e importante na apoptose. Dividem-se em
antiapoptéticas (Bcl-2, Bel-X, Bel-w, Mcl-1 e ALBfl-1) e pré-apoptéticas (Bax, Bak, MtdBok
e Bcl-rambo) (HENGARTNER, 2000; GESKE; GERSCHENSON, 2001; BORNER, 2003;
MALUF; POMPEIA, 2005).

Para avaliar se a morte celular envolvida nos experimentos era consequéncia de
apoptose avaliou-se a expressao de genes pro-apoptéticos (Caspase-3, Caspase-8 e Bax) e
antiapoptdticos (Mcl-1 e Bcl-X,), envolvidos na cascata da apoptose, em comparagdo com o
controle negativo (células + PBS) e com o controle positivo (Doxorrubicina 3,12pug/mL) em
células MDCK tratadas com o veneno total de B. erythromelas nas concentracdes de 46,65
pg/mL e 23,32ug/mL.

O veneno de B. erythromelas estimulou a expressdo de caspase-3 na concentragao
de 23,32ug/mL e de caspase-8 em ambas as concentragdes estudadas. Estes efeitos foram
semelhantes aos apresentados pela Doxorrubicina. A caspase-8 inicia a apoptose ao ativar a
caspase efetora (caspase-3) que uma vez ativada cliva proteinas-chave que processam a
apoptose. A caspase-8 ativa a via extrinseca da apoptose enquanto a caspase-3 é comum as
duas vias. A DOXO atua de forma inespecifica ativando ambas as vias da apoptose. O gene
Bax (pro-apoptético — atua na via intrinseca) teve sua expressdo inibida em ambas as
concentragcdes estudadas, tanto quando comparado com o controle negativo quanto em
comparacdo com o controle positivo (DOXO). O veneno total ndo alterou a expressao de Bcl-
XL nas concentracOes estudadas quando comparado com o controle negativo. O gene Mcl-1
teve sua expressdo aumentada na concentracdo de 46,65ug/mL, quando comparado com o
controle negativo indicando que somente na concentracdo mais alta ha reversao dos efeitos do
veneno.

Diversos estudos sugerem que ha varias rotas distintas para a ativacdo de
caspases, dependendo do estimulo que desencadeia a maquinaria de morte, sendo que, em
geral, duas vias distintas podem estar ativas (SLEE; ADRAIN; MARTIN, 1999; SLEE et al.,
1999; HENGARTNER, 2000; PHILCHENKOQOV, 2004; HARRINGTON et al., 2008; PUHR
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et al., 2009; MACKENZIE; SCHIPPER; CLARK, 2010). A apoptose iniciada via receptores
de morte (via extrinseca) tais como Fas, também chamado de CD95 ou Apo-1 e TNF-R1
(receptor fator de necrose tumoral), requerem pré-caspase-8 ou 10 no complexo
(CAMARGO; SCHOR, 2004; MALUF; POMPEIA, 2005). Porém, estimulos apoptéticos
induzidos por agentes quimioterapéuticos em varias linhagens de leucemia parecem ser
independentes desta via (EISCHEN et al., 1997; DEBATIN, 2000).

A via mitocondrial (via intrinseca) é ativada predominantemente, com
envolvimento de alteracbes de permeabilidade de membrana mitocondrial e liberagdo do
citocromo ¢ para o citosol, que se liga a dATP, APAF-1 e pro-caspase-9, formando o
complexo apoptossomo. A caspase-9 ativa (iniciadora) pode entdo clivar as caspases efetoras
subsequentes (2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10). Portanto, a ativacdo da caspase-9 mediada pelo citocromo
c serve como um mecanismo de amplificagcdo de sinais durante o processo apoptoético (LI et
al., 1997, GREEN; REED, 1998; SLEE; ADRAIN; MARTIN, 1999; SLEE et al., 1999;
DESAGHER; MARTINOU, 2000; KUIDA, 2000; HERR; DEBATIN, 2001; ANAZETTI et
al., 2003a, 2003b).

A via mitocondrial é frequentemente ativada em resposta a danos no DNA,
envolvendo a ativacdo de um membro prd-apoptotico da familia Bcl-2 (Bax, Bid). Membros
pro e antiapoptoticos da familia Bcl-2 regulam a liberacdo de citocromo c a partir da
membrana mitocondrial interna. Os membros antiapoptéticos da familia Bcl-2 inibem a morte
celular por apoptose impedindo a formacdo de poros na membrana mitocondrial,
consequentemente, inibem o extravasamento do citocromo ¢ para o citosol (GOTTLIEB,
2000). Este se associa com APAF-1, dATP e pro-caspase-9, formando o apoptossomo.
Caspases subsequentes sdo ativadas, culminando na clivagem de substratos especificos e
morte celular por apoptose (ANURADHA; KANNO; HIRANO, 2001).

De acordo com os resultados encontrados e as evidéncias anteriormente expostas,
pode-se propor que a apoptose causada pelo veneno de Bothropoides erythromelas
provavelmente atue através da via extrinseca ou dos receptores de morte.

Venenos de serpentes causam apoptose em uma variedade de células (SUHR;
KIM, 1996; ARAKI et al., 2002) e este efeito € mediado por diversos componentes tais como
LAAO (DU; CLEMETSON, 2002; ANDE et al, 2006; STABELI et al., 2007),
metaloproteinases (WU et al., 2001; TANJONI et al., 2005), desintegrinas (COMINETTI et
al., 2003; REN et al., 2006) e PLA, (ZHAO et al., 2002; LEE et al., 2006).

Existem indicios que o PAF esteja associado com os efeitos toxicos do TNF-a e

IL-1. Os receptores da familia do TNF induz morte celular por ativagdo da caspase-8. Uma
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vez ativada, a caspase-8 ativa as pré-caspases-6 e 3, e outras caspases efetoras, induzindo a
apoptose (GUPTA, 2001; CHEN; GOEDDEL, 2002; JOZA et al., 2002).

Alguns estudos tém sugerido a correlacdo entre a liberacdo de &cido araquid6nico
e as PLA; no processo de apoptose (PENZO et al., 2004; MAIA et al., 2006).

Estudos com as PLA; Lys 49 de Bothrops asper (MORA et al., 2005, 2006) e Asp
49 de Bothropoides erythromelas (DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006)
demonstraram uma série de atividades tdxicas, particularmente citotoxicidade in vitro em
diferentes linhagens celulares. Estudos posteriores com as fragdes PLA;, Lys 49 e Asp 49 do
veneno de Bothropoides erythromelas em células MDCK poderiam vir esclarecer o
mecanismo responsavel pela apoptose.

Diversos estudos comprovam o envolvimento de componentes dos venenos de
Bothrops e Bothropoides na apoptose (DIAZ et al., 2005; LAING; MOURA-DA-SILVA,
2005; MORA et al., 2005; TANJONI et al., 2005; MORA et al., 2006; ALVES et al., 2008;
JIMENEZ et al., 2008).

Através dos estudos com o veneno de Bothropoides erythromelas conclui-se que o
veneno causa apoptose em células MDCK provavelmente através da via extrinseca ou dos
receptores de morte. Estudos posteriores com os componentes purificados deste veneno

poderiam vir esclarecer quais as fracdes responsaveis pelos efeitos observados.

6.2 ESTUDO DAS FRACOES LYS 49 E ASP 49 DO VENENO TOTAL
DE BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS

As fosfolipases A, (PLA;) miotdxicas exercem um papel principal na patogénese
dos envenenamentos causados por picadas de serpentes, sendo amplamente encontradas nos
venenos botrépicos (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; CINTRA-FRANCISCHINELLI et al.,
2010a). Devido a sua abundancia e a variedade de efeitos tdoxicos (citotoxicidade,
miotoxicidade e atividades inflamatdrias) € um dos componentes mais estudados (LYNCH,
2007; BONFIM et al., 2009; DE PAULA et al., 2009).

Comparando as sequéncias de miotoxinas e fosfolipases isoladas de venenos de
serpentes, Kini e lwanaga (1986) sugeriram que o sitio catibnico associado com a regido
hidrofobica, localizado na regido C-terminal, é responsavel pela miotoxicidade, sendo

independente da atividade fosfolipasica (podendo determinar lesdo celular pela
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desorganizacdo da barreira lipidica, afetando em consequéncia o influxo de calcio e causando
necrose) sugerindo que a atividade fosfolipasica ndo € essencial para o efeito farmacologico.

Gutiérrez et al. (1989) afirmaram que o “sitio miotdxico” nessas toxinas pode ser
responsavel pela ligacdo e penetracdo a membrana plasmatica do masculo esquelético
possivelmente por interacdes hidrofobicas, enquanto o sitio catiénico pode ligar fosfolipidios
acidos ou proteinas acidas do reticulo sarcoplasmaético. Isto resulta na desorganizacdo da
bicamada lipidica resultando no influxo de célcio para a célula através dos canais de célcio
alterando de forma generalizada a membrana plasmaética, sendo o provavel mecanismo para as
lesbes causadas por estas toxinas.

Kini e Evans (1989) propuseram um modelo para explicar os diferentes efeitos
farmacoldgicos das VPLA,. Este modelo é baseado na presenca de sitios de ligacao
especificos na superficie das células alvo que possuem elevada afinidade por vPLA; toxicas,
mas ndo para VPLA; ndo toxicas. Subsequentemente, para este nivel de ligacdo primaria, as
VPLA, podem induzir um efeito farmacolégico por mecanismos dependentes ou
independentes da hidrolise fosfolipidica. As VPLA; nédo toxicas ndo podem se ligar com alta
afinidade a esses sitios, e entdo ndo sdo especificamente direcionadas para as células alvo.
Espera-se que essas VPLA, sejam tdxicas somente em elevadas doses, ou seja, em
concentracdes elevadas o suficiente para se ligar a outros sitios celulares ou, néo
especificamente, hidrolisar fosfolipidios celulares na superficie tanto de células alvo como de
celulas néo alvo.

Diversas PLA; extraidas de venenos de serpentes tém demonstrado potencial em
provocar lesdo renal em perfusdo de rim isolado, em particular aquelas extraidas de serpentes
do género Bothrops e Bothropoides (BARBOSA et al., 2002, 2005, 2006; BRAGA et al.,
2008; EVANGELISTA et al., 2010).

Sousa (2004) ao estudar o veneno total de Bothropoides erythromelas (10ug/mL)
no modelo de rim isolado sugeriu que a atividade fosfolipasica poderia estar envolvida nas
alteracdes dos parametros renais observados. Baseado nos estudos de Sousa, resolveu-se
estudar os efeitos das fracdes Lys 49 e Asp 49 deste veneno no modelo de rim isolado de rato
e em células MDCK na perspectiva de comprovar o envolvimento das PLA; na
nefrotoxicidade.

A fracdo Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5ug/mL) causou
nefrotoxicidade através da alteracdo dos parametros funcionais renais. Lys 49 aumentou a
pressdo de perfusdo (PP), o fluxo urinario (FU), a excregdo de sodio e potassio (ENa*, EK™) e

0 clearance osmatico (Cosm). Ocorreu diminuigdo do ritmo de filtragdo glomerular (RFG) e do
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percentual de transporte tubular de sodio (%TNa*). Ndo foram observadas alteracdes na
resisténcia vascular renal (RVR), nos percentuais de transporte proximal de sddio, potassio e
cloreto (%pTNa*, %pTK" e %pTCI), nos percentuais de transporte tubular de potassio e
cloreto (% TK" e %TCI') e na excrecio de cloreto (ECI"). O estudo demonstrou que fragdo Lys
49 do veneno era diurética, natriurética, caliurética e aumentava a pressao de perfusdo em rim
isolado de rato e que substancias vasoconstritoras poderiam estar envolvidas.

A fragdo Lys 49 apresentou um efeito similar ao veneno total nos parametros FU,
%TNa*, ENa’, EK" e Cosn.

A fragdo Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (5ug/mL) possui acao
nefrotoxica apresentando uma diminuicdo significativa no %pTK" e um aumento na EK".
Estes efeitos foram similares aos apresentados pelo veneno total.

Barbosa et al. (2002) ao estudarem os efeitos renais das miotoxinas (BmTx-1 e
BmTx-11) do veneno da Bothrops moojeni, classificadas como Lys 49, observaram que na
estrutura primaria da BmTx-1 a regido C-terminal rica em lisina é altamente conservada,
porém na BmTx-11 esta regido esta ausente. Atribuiu-se a regido C-terminal rica em lisina da
BmTx-I como responsavel pela toxicidade renal encontrada no modelo de rim isolado de rato.
BmTx-I seria a indutora da atividade toxica por agressao direta @ membrana celular, podendo
estimular a liberacdo de wvasoconstritores, liberados por estimulos agressores diretos
independentemente de atividade enzimatica como ocorre com muitas PLA, com Lys 49 de
veneno de serpentes (LOMONTE et al.,, 2003a). BmTx-I apresentou um efeito deletério
(similar ao veneno total) na funcdo renal em perfuséo de rim isolado de rato.

A atividade enzimatica da PLA; Lys 49 utilizada nesse estudo, poderia induzir a
producdo de derivados do acido araquidénico (atuacéo indireta), como a prostaglandina F,
(PGF,,,), 0 Tromboxano A, (TXA.) e o fator de agregacéo plaquetéria (PAF) que tém acéo
vasoconstritora, e fisiologicamente promovem reducdo do fluxo sanguineo renal e da taxa de
filtracdo glomerular (BYDLOWSKI, 2000). Observou-se um aumento da PP com
consequente aumento do FU levando ao aumento da excre¢do dos ions Na* e K* com maior
formacdo de urina possivelmente devido ao envolvimento de substancias vasoconstritoras.

No sistema de rim isolado de rato utilizado, o fluxo do perfusato € mantido
constante devido o permanente bombeamento, transitando sob maior pressdo nos capilares
glomerulares e produzindo maior filtrado em decorréncia da pressdo vascular aumentada,
resultando em um aumento no ritmo de filtracdo glomerular e no fluxo urinario. No entanto,

observou-se uma diminui¢do do ritmo de filtracdo glomerular com aumento do fluxo urinario.
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Com base nesses achados, pode-se propor que a Lys 49 poderia estar atuando na
barreira de filtracdo glomerular. Uma vez que ocorre lesdo da barreira de filtragdo, o ritmo de
filtracdo diminui com uma maior quantidade de proteinas sendo filtradas e consequente
passagem destas proteinas para os tObulos com aumento do fluxo urinario. A analise
histolégica confirma os resultados encontrados.

Em algumas Lys 49 PLA; a regido C-terminal rica em lisina é responsavel pela
atividade toxica e citotoxica (ARNI; WARD, 1996; GUTIERREZ; LOMONTE, 1997a,
1997b; NUNEZ et al., 2001; CHIOATO et al., 2002; CHACUR et al., 2003; CHIOATO;
WARD, 2003; LOMONTE et al., 2003a, 2003b; AMBROSIO et al., 2005; COSTA et al.,
2008; DOS SANTOS; SOARES; FONTES, 2009; LOMONTE et al., 2009b).

Barbosa et al. (2006) estudaram os efeitos renais induzidos pela miotoxina I (Lys
49 - BmTx-1) purificada do veneno da serpente da Bothrops moojeni. Indometacina (inibidor
ndo seletivo da ciclooxigenase) bloqueou parcialmente os efeitos da BmTx-1. O bloqueio
parcial exercido pela indometacina demonstrou que prostaglandinas poderiam ser importantes
mediadores nos efeitos renais produzidos pela Lys 49, porem a participacdo de outras
substancias ndo poderia ser excluida. Com o uso do tezosentan (antagonista da endotelina) o
blogueio das alteracdes renais foi total. Os autores concluiram que a endotelina era a principal
responsavel pelas alteracdes dos parametros renais promovidas pela Lys 49.

Barbosa et al. (2005) estudaram os efeitos renais induzidos pelas miotoxinas |
(BthTx-1- Lys-49) e Il (BthTx-I1I- Asp 49) de Bothrops jararacussu e um possivel bloqueio
por indometacina no sistema de perfusdo de rim isolado de rato. Ambas as miotoxinas
aumentaram a pressdo de perfusdo (PP), a resisténcia vascular renal (RVR), o fluxo urinario
(FU) e o ritmo de filtracdo glomerular (RFG). Em contraste ambas diminuiram os percentuais
de transporte tubular de sodio e potassio (%TNa’® e %TK"). Indometacina antagonizou
totalmente os efeitos vasculares, glomerulares e tubulares promovidos pela Lys 49 e
parcialmente os efeitos promovidos pela Asp 49 sugerindo o envolvimento de mediadores
inflamatérios (possivelmente eicosandides) e do dominio C-terminal nos efeitos promovidos
pelas PLA,. Por outro lado, outros sitios farmacolégicos poderiam estar envolvidos na
atividade encontrada independente da atividade da BthTx-11. BthTx-1 e BthTx-Il apresentam
propriedades estruturais e bioquimicas variadas as quais podem induzir diferentes atividades.
Proteinas especificas das PLA, podem causar efeitos similares por diferentes modos de acéo.

Os resultados com a Lys 49 de Bothropoides erythromelas foram similares aos da
Lys 49 de Bothrops moojeni e a Lys 49 de Bothrops jararacussu, com exce¢do dos

parametros RFG, RVR, %TK" e %TCI. Pode-se sugerir o envolvimento de derivados do
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acido araquidonico vasoconstritores e do dominio C-terminal como responsaveis pelas
alteracbes nos parametros renais, poréem a participacdo de outras substancias vasoconstritoras
nao pode ser excluida.

O cortex renal normal produz grande quantidade de PGE, e PGIl, (PGs
vasodilatadoras) e pouca quantidade de TXA;. O epitélio glomerular e células mesangiais tém
a capacidade de sintetizar ambas as formas de PGIl, e PGE,. Estes prostandides seriam
responsaveis por influenciar o fluxo sanguineo renal, ritmo de filtracdo glomerular e liberagdo
de renina. Tanto PGIl, como PGE, sintetizadas pelo cértex renal sdo importantes
estimuladores para liberacdo de renina e agentes vasoconstritores (HACKENTAL et al., 1990;
SCHNERMANN, 2001; GOMEZ; STRICK; ROMERO, 2008).

De Albuquerque Modesto et al. (2006) isolaram e caracterizaram uma fosfolipase
Az Asp 49 (BE-I-PLA;) de Bothropoides erythromelas, a qual apresenta alta similaridade com
as PLA, de serpentes do género Bothrops, sendo um potente antiplaquetario e indutor da
liberacdo de prostaglandina I, (PGl,) por células endoteliais.

As alteracbes nos parametros funcionais renais causados pelas fragcdes Lys 49 e
Asp 49 demonstraram injuria nos glomérulos e tdbulos renais comprovados pela analise
histoldgica.

No grupo em que os rins foram perfundidos com a fracdo Lys 49 e Asp 49 do
veneno de Bothropoides erythromelas, foi observado deposito de material protéico nos
glomérulos e tubulos possivelmente devido ao efeito citotdxico das PLA,. A deposicdo
proteinacea na capsula de Bowman reflete bem a elevacdo da permeabilidade vascular nos
capilares glomerulares, permitindo o extravasamento de proteinas. Este extravasamento levou
consequentemente ao aumento da deposicdo de proteinas nos tubulos renais. O aumento da
pressdo de perfusdo renal ocasionado pela fracdo Lys 49 pode ter sido responsavel pela
passagem de proteinas dos capilares para o filtrado glomerular. A fracdo Asp 49 ndo
apresentou aumento da pressdo de perfusdo renal podendo-se sugerir que o efeito observado
se deve a citotoxicidade direta. Observou-se também a presenca de células tubulares com
nucleos picnédticos (Lys 49) e a presenca de células tubulares anucleadas (Asp 49) indicativas
de morte celular as quais refletem lesdo irreversivel dos tabulos, possivelmente em resposta a
atividade citotdxica da PLA, sobre os fosfolipidios das membranas celulares reforcando a
suposicdo de agressdo direta nas células. A analise histologica demonstra que as fracdes Lys
49 e Asp 49 sdo citotoxicas, com efeitos similares nos glomérulos e tubulos renais, porém

com diferentes modos de acao.
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Essas alteragBes histopatoldgicas foram condizentes com as demais modificagdes
funcionais renais observadas, especialmente se levadas em consideracdo a presenca de
vacuolos e de massas proteinaceas nos tubulos, sinais comuns de injuria e disfuncdo renais
(BOER-LIMA et al., 1999, 2002; CRUZ-HOFLING et al., 2001).

Pode-se propor também que a perda da funcdo de transporte das células epiteliais
tubulares em virtude da lesdo renal promovida pela acéo citotdxica da Lys 49 ocasionaria a
diminuicdo da reabsorcdo de sddio com consequente aumento de sua excre¢do, da diurese e
do clearance osmotico.

A retencdo de ions pode ser apontada como um dos fatores responsaveis pela
injuria tubular visto ter ocorrido uma diminuicdo da reabsorcdo tubular dos ions sédio e
potassio promovendo uma maior retencdo desses solutos nos tubulos renais com consequente
aumento do volume urinario com maior concentracdo desses solutos na urina. Isto explicaria o
aumento da excrecdo assim como aumento do clearance osmotico.

O clearance osmotico (capacidade de depuracdo renal em relacdo as moléculas
osmoticamente ativas) apresentou aumento significativo aos 120 minutos. Esse aumento pode
ser devido a uma possivel disfuncdo tubular. A diminuicdo da reabsorcdo tubular do sddio,
molécula com grande capacidade de carrear agua, pode ter sido responsavel pela alteracdo
desse parametro (HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

Braga et al. (2008) estudaram os efeitos renais da PLA, Asp 49 extraida do
veneno de Bothropoides insularis em rim isolado de rato. A PLA, aumentou a pressao de
perfusdo (PP), a resisténcia vascular renal (RVR), o fluxo urinario (FU) e o ritmo de filtracao
glomerular (RFG) enguanto que os percentuais de transporte tubular de sodio e cloreto
diminuiram (%TNa" e %TCI") sem alteracio no percentual de transporte tubular de potéssio
(%TK"). A sequéncia N-terminal da Asp 49 de Bothropoides insularis apresenta elevada
identidade (até 95%) com as PLA, de Bothropoides jararaca e Bothrops asper.

As acOes da Asp 49 de Bothropoides insularis assemelharam-se as acdes da Asp
49 do veneno de Bothrops jararacussu, exceto pelo fato da Bothropoides insularis ndo afetar
o transporte de potassio. As PLA; isoladas dos venenos causaram alteracdes renais no modelo
de rim isolado, o que pode refletir sua atividade enzimatica sobre os fosfolipidios de
membrana de células renais, o envolvimento de mediadores inflamatérios e do dominio C-
terminal nos efeitos observados (BARBOSA et al., 2005; BRAGA et al., 2008).

Os resultados obtidos com a fracdo Asp 49 de Bothropoides erythromelas
demonstraram uma diminuigdo significativa no transporte proximal de potassio (%pTK") e

um aumento na excrecao de potassio (EK™).
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As lesdes tubulares causados pelas fragcdes Lys 49 e Asp 49, comprovadas pela
analise histoldgica, podem a vir justificar as alteracdes nos transportes de Na* e K* levando a
excrecao desses ions.

Levando-se em consideragdo o0s relatos da participacdo de mediadores
inflamatorios na injdria celular produzidos pelas fosfolipases A, secretorias (SPLA))
provenientes de venenos de serpentes, é possivel sugerir que o aumento da excrecao de
potassio sem alteracdo nos transporte proximal e tubular promovidos pela PLA; Lys 49 seja
uma consequéncia da diminuicdo no transporte de s6dio o que resultaria em grande aporte
deste ion para o néfron distal e, subsequentemente, em inducdo da secrecdo de potassio,
levando a caliurese (FONTELES et al., 1998).

O transporte distal de sédio é indispensavel para a secrecdo de potassio e promove
o potencial elétrico para o efluxo de K* via BK ou ROMK (MALNIC et al., 1964; KAHLE et
al., 2003; PALMER; FRINDT, 2007a; RODAN; HUANG, 2009). Pode-se propor o
envolvimento dos canais ROMK ou BK na caliurese induzida pela PLA; Lys 49.

ROMK ¢ uma denominacéo para canais de potassio na por¢do externa da medula
renal. Estes sdo canais de potassio ATP-dependentes que transportam o potassio para fora das
células. Possuem uma elevada probabilidade de abertura e pequena condutincia aos ions K*
(HEBERT, 1995; WANG; HEBERT; GIEBISCH, 1997; WANG, 1999, 2006; RODAN;
HUANG, 2009).

Canais BK (Big potassio), também chamados Maxi-K, sdo canais i6nicos
caracterizados por sua grande condutancia aos ions potassio através das membranas celulares.
Estes canais sdo ativados por mudancas no potencial elétrico da membrana e/ou pelo aumento
da concentragéo intracelular do fon célcio (Ca*"). Diferentemente dos canais ROMK possuem
baixa probabilidade de abertura (PLUZNICK; SANSOM, 2006; GRIMM; SANSOM, 2007;
RIEG et al., 2007).

Ambos os canais sdo encontrados na membrana apical da al¢a ascendente espessa,
tubulo contorcido distal e ducto coletor cortical (RODAN; HUANG, 2009). Os canais ROMK
e BK sdo expressos no néfron distal, porém os canais ROMK sdo responsaveis pela maior
parte da secrecdo de K' devido a elevada probabilidade de abertura (LING; HILTON;
EATON, 1991; PLUZNICK; SANSOM, 2006).

A fracdo Asp 49 de Bothropoides erythromelas causou uma diminuicao
significativa no transporte proximal de potassio (%pTK") e um aumento na excrecdo de

potéssio (EK™). Alguns estudos demonstram a existéncia de canais BK em tlbulos proximais
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(KAWAHARA; OGAWA,; SUZUKI, 1991; HIRANO et al., 2002). Baseado nestes estudos
pode-se propor o envolvimento dos canais BK na caliurese induzida pela PLA; Asp 49.

O fon Ca*" ativa os canais BK exercendo um importante papel na secrecdo de K*
no néfron distal (WODA et al., 2001, 2002; LIU et al., 2003; WANG, 2004; RODAN;
HUANG, 2009).

Alguns estudos sugeriram que canais de K" calcio-ativados podem desempenhar
um papel na secrecdo de K* em condices que aumentam o Ca®" intracelular (HUNTER et al.,
1986; PALMER; FRINDT, 2007D).

Cintra-Francischinelli et al. (2010a) ao estudarem as miotoxinas Lys 49 e Asp 49
do veneno da serpente Bothrops asper demonstraram que ambas induzem a liberacdo de
grandes quantidades de K™ e ATP do musculo esquelético. Ambas miotoxinas causam um
grande influxo de Ca®* em células musculares, o que desencadeia uma cascata de eventos tais
como a perda da funcdo mitocondrial, protedlise generalizada, hipercontracdo miofibrilar e
eventos degenerativos adicionais.

As miotoxinas Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas desestabilizam os
fosfolipidios das membranas celulares induzindo a leséo da membrana permitindo um influxo
descontrolado de ions calcio o qual promove alteracBes intracelulares irreversiveis que
culmina com a morte celular. Esses achados estdo de acordo com os estudos de Cintra-
Francischinelli et al. (2009, 2010b). Podemos propor que o0 aumento do Ca®* intracelular
promovido por ambas as miotoxinas ativa os canais BK exercendo um importante papel na
secrecéo de K.

Ambas PLA; utilizadas no estudo apresentaram acdo nefrotoxica no modelo de
rim isolado de rato. Atribuiu-se que a PLA; Asp 49 tem sua acdo associada a seu sitio
catalitico e a PLA; Lys 49 tem sua acao associada com a por¢do C-terminal e ao estimulo da
liberacdo de agentes vasoconstritores. Os efeitos toxicos das PLAS de venenos podem nao ser
atribuidos a sua atividade catalitica, sugerindo que elas podem ligar-se a alvos protéicos
(LAMBEAU; LAZDUNSKI, 1999; VALENTIN; LAMBEAU, 2000a; BORTOLETO-BUGS;
NETO; WARD, 2004; ZULIANI et al., 2005). As PLA; Lys 49 e Asp 49 do veneno de
Bothropoides erythromelas tém estrutura e propriedades bioguimicas distintas responsaveis
por induzir diferentes atividades na fisiologia renal através de diferentes mecanismos.

Tanto as PLA; Lys 49 e Asp 49 como o veneno total de Bothropoides
erythromelas apresentaram nefrotoxicidade direta no modelo de rim isolado de rato. Quando
comparadas as andlises histologicas das fracdes Lys 49 e Asp 49 com o veneno total,

observou-se efeitos similares como o deposito de material protéico nos glomérulos e tubulos.
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Em funcdo das alteracdes histologicas e dos pardmetros funcionais encontradas
nos rins perfundidos com as fracbes Lys 49 e Asp 49 do veneno da Bothropoides
erythromelas, foi avaliada a citotoxidade induzida pelas fragdes Lys 49 e Asp 49 em cultura
de células MDCK.

A citotoxicidade foi estimada através da ICso e da viabilidade das culturas (1,0 x
10°céls./mL) tratadas com as fracdes Lys 49 e Asp 49 (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL)
e analisadas pelo método MTT apds 24 horas de incubacdo. Ambas as fragdes apresentaram
efeito citotoxico caracterizado pela redugdo da viabilidade celular. Observou-se diminuicao
significativa da viabilidade celular com a fragdo Lys 49 nas concentracdes de 6,25; 12,5; 25;
50 e 100ug/mL (ICso = 38,29ug/mL) e com a fracdo Asp 49 nas concentragdes de 50 e
100ug/mL (ICsp = 158ug/mL). Estes achados estdo de acordo com as alteracfes encontradas
nas fotomicrografias das células MDCK as quais apresentaram as mesmas alteracdes
visualizadas com o veneno total de B. erythromelas.

O aumento na concentracdo das PLA; Lys 49 e Asp 49 causou uma reducédo da
viabilidade celular. Diferencas na suscetibilidade podem estar relacionadas a existéncia de
sitios especificos na membrana plasmatica similares aos encontrados em celulas musculares
esqueléticas. O estudo demonstrou que as fracdes Lys 49 e Asp 49 sdo citotoxicas e exibem
atividade farmacologica independente da presenca de atividade catalitica.

Os resultados indicaram efeito citotoxico das fragdes Lys 49 e Asp 49 de B.
erythromelas em cultura de células MDCK estando de acordo com os resultados de Bonfim et
al. (2009) o qual investigaram a citotoxicidade das fosfolipases A, D49 (Asp 49) e K49 (Lys
49 ) do veneno de Bothrops jararacussu em linhagem de células fibroblasticas.

A PLA; Lys 49 causou citotoxicidade a baixas doses enquanto a fracdo Asp 49
apresentou efeito citotdxico significante apenas em concentracdes elevadas. Estes resultados
estdo de acordo com os experimentos de Cintra-Francischinelli et al. (2009) o qual
investigaram a acdo das miotoxinas Lys 49 e Asp 49 de Bothrops asper e Bothrops
jararacussu em células musculares. Os pesquisadores demonstraram que ambas as miotoxinas
causaram morte celular embora a Lys 49 apresentasse acdo citotoxica mais direta e rapida que
a Asp 49.

As PLA; Lys 49 e Asp 49 exibiram efeitos similares na viabilidade celular em
cultura de células MDCK. Esses achados estdo de acordo com os estudos de Lomonte et al.

(1999) o qual demonstraram que a atividade citolitica das classes de PLA; miotdxicas (Lys 49
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e Asp 49) € a mesma, e € independente da atividade enzimatica intrinseca in vitro destas
proteinas.

Alguns estudos tém demonstrado que a citotoxicidade da PLA; Lys 49 em varios
tipos de células é independente da hidrolise dos fosfolipidios de membrana (LOMONTE et
al., 1999; MORA et al., 2005, 2006). No caso da Lys 49 a atividade citotdxica tem sido
associada com uma modificagdo nos residuos catiénicos e hidrofébicos localizados na regido
C-terminal (LOMONTE et al., 1994b; NUNEZ et al., 2001; CHIOATO et al., 2002). Assim,
Lys 49 constitui um modelo interessante para a investigacdo de uma variedade de efeitos
celulares independente da hidrélise dos fosfolipidios de membrana.

Ambas PLA, utilizadas no estudo apresentaram agdo citotoxica em células
MDCK. Assim como no modelo de rim isolado de rato, atribuiu-se que a PLA; Asp 49 tem
sua acdo associada a seu sitio catalitico enquanto que a regido C-terminal da PLA; Lys 49 tem
um papel crucial nos efeitos observados.

Para investigar se as fracGes Lys 49 e Asp 49 de B. erythromelas foram capazes
de alterar a integridade da membrana avaliou-se a liberagdo de Lactato Desidrogenase (LDH)
pelas células MDCK.

Nos grupos tratados com a fracdo Asp 49 de B. erythromelas ndo foi observada
liberacdo estatisticamente significante de LDH indicando que ndo houve ruptura da membrana
celular. Como a perda da integridade da membrana é acompanhada pelo aumento da liberacéo
de LDH, pode-se sugerir que a morte celular é consequéncia de apoptose e ndo de necrose.

A fracdo Lys 49 apresentou liberacéo estatisticamente significante de LDH apenas
na concentracdo de 100ug/mL sugerindo que a morte celular ocorre via necrose e nao via
apoptose. Em geral a apoptose acorre a baixas doses do agente tdxico enquanto a necrose
requer altas doses (MORA et al., 2005; SERVAIS et al., 2005, 2008). As caracteristicas
predominantes de um ou outro tipo de morte geralmente sdo determinadas pela intensidade e
ndo pela especificidade do estimulo (ORRENIUS et al., 1992; DYPBUKT et al., 1994;
BONFOCO et al., 1995; COTRAN et al., 2000).

Com base nas afirmacdes acima e na observacdo de que ndo ocorreu liberacdo
estatisticamente significante de LDH a baixas doses da fracdo Lys 49, pode-se propor que a
morte celular é consequéncia de apoptose. Estes resultados estdo de acordo com o0s
experimentos de Mora et al. (2005) o qual investigaram a acdo da miotoxina Lys 49 de
Bothrops asper em linhagem de células linfoblastdides. O estudo demonstrou que a PLA; Lys
49 foi capaz ndo apenas de induzir dano a membrana e necrose, mas também de promover

apoptose e proliferacéo celular. Em concentragdes mais elevadas ocorreu predominantemente
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necrose enquanto que a baixas concentracdes ocorreu apoptose. Assim, dependendo da
concentragdo usada observaram-se diferentes efeitos em uma mesma linhagem celular.

O estudo com as fracbes Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas
demonstrou que ambas as PLA, apresentam efeito citotoxico em células MDCK estando de
acordo com os resultados de Lobner (2000) o qual comparou os ensaios de MTT e LDH para
quantificar a morte celular e determinar se a morte de neur6nios ocorria via apoptose ou
necrose. Seus experimentos determinaram com precisdo a morte de neurdnios via apoptose.

A partir dos resultados encontrados pode-se sugerir que a morte celular
ocasionada por ambas as fracdes Lys 49 e Asp 49 é consequéncia de apoptose 0 que viria
confirmar os achados histolégicos encontrados em rins perfundidos com ambas as fracdes do
veneno. Estudos posteriores com a fracdo Lys 49 na concentracdo de 100ug/mL poderia
confirmar se a morte celular € realmente consequéncia de necrose.

Diversos estudos demonstraram o envolvimento das PLA; no processo apoptético
(CUMMINGS et al., 2000; TAKETO; SONOSHITA, 2002; AKIBA; SATO, 2004;
BALSINDE et al., 2006; LEE et al., 2006; CHU et al., 2007; LIU et al., 2009; ZHANG et
al., 2009; CHIRICOZZI et al., 2010; LEI et al., 2010a, 2010b).

A correlacdo entre a hidrélise dos fosfolipidios de membrana e os efeitos
citotoxicos da PLA; tem sido postulada (HUMES et al., 1989; KUWATA et al., 1999;
KOHJIMOTO et al., 2000; ZAGER et al., 2001; FAROOQUI et al., 2004; CARO;
CEDERBAUM, 2006; VILLALOBOS et al., 2007; SUN et al., 2010).

Alguns estudos tém sugerido que as PLA; sdo importantes durante o processo de
apoptose em decorréncia da liberacdo de acido araquiddénico que, por sua vez, seria convertido
em prostaglandinas ou leucotrienos apoptoticos (ATSUMI et al., 2000; PENZO et al., 2004;
PEREZ et al., 2004; MAIA et al., 2006).

Vérias PLA; isoladas a partir de venenos de serpentes induzem apoptose em
diversos tipos de células (HERKERT et al., 2001; TAKETO; SONOSHITA, 2002;
SHAKHMAN et al., 2003; MORA et al., 2005; MA et al., 2006; YAN et al., 2007;
GEORGIEVA et al., 2008).

Alguns estudos com PLA; Asp 49 (HERKERT et al., 2001; SHAKHMAN et al.,
2003; DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006) e Lys 49 (MORA et al., 2005, 2006;
LIU et al., 2009; MURAKAMI et al., 2011) de venenos de serpentes demonstraram seu
envolvimento na apoptose em diferentes linhagens celulares.

A participagdo da apoptose na IRA ndo estd totalmente esclarecida (VIERA,

2001). Estudos posteriores com as fracdes PLA; Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides
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erythromelas em células MDCK utilizando os mesmos mediadores moleculares da apoptose
(Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-X,) utilizados para o veneno total poderiam vir
esclarecer o mecanismo responsavel pela apoptose e a participacdo das fracdes nos efeitos

observados com o veneno total.

QUADRO 05 — Resumo dos efeitos renais do veneno total e das fragdes Lys 49 e Asp 49 de
Bothropoides erythromelas em rim isolado de rato.

Parametros Efeitos observados Efeitos observados  Efeitos observados
Funcionalis Veneno Total Lys 49 Asp 49

PP ) T -
RVR 1 ] ]
FU 1 T -
RFG T \ -
%TNa" \’ J -
%TK" l - -
%TCI \! - -
%pTNa’ \’ - -
%pTK" \ - 2
%pTCI \2 - -
ENa’ 0 0 -
EK’ LT T T
ECI T - -
Cosm T T =

QUADRO 06 — Resumo dos efeitos do veneno total e das fracdes Lys 49 e Asp 49 de
Bothropoides erythromelas em células MDCK.

Parametros Efeitos observados Efeitos observados  Efeitos observados
Analisados Veneno Total Lys 49 Asp 49
Viabilidade celular d d l
Liberacdo de LDH NAO SIM NAO
Apoptose SIM SIM (?) SIM (?)
Necrose NAO SIM (?) NAO
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FIGURA 33 — Resumo da expresséo de genes nas vias de sinalizacdo da apoptose.

Apoptosis

Fonte: DEVARAJAN et al., 2003.

Os genes pro-apoptéticos da via extrinseca sdo mostrados em vermelho enquanto que os genes da via
intrinseca sdo mostrados em verde. Os genes antiapoptéticos da familia Bcl-2 sdo mostrados em azul.

A figura foi modificada pela autora da Tese a qual circulou os genes proé-apotéticos (Caspase-3,
Caspase-8 e Bax) e introduziu os genes antiapoptéticos da familia Bcl-2 (Bcl-X_, Mcl-1) mostrados em
azul.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

» O veneno de Bothropoides erythromelas (10ug/mL) causou nefrotoxicidade direta
no modelo de rim isolado de rato comprovada através da alteracdo dos parametros funcionais

renais e da andlise histoldgica do tecido renal a qual mostrou lesdes em glomérulos e tabulos.

> O veneno de B. erythromelas causou efeito citotéxico em células MDCK nas
concentracdes de 50 e 100ug/mL (ICsp = 93,31ug/mL) evidenciado através da diminuicdo da

viabilidade celular e das alteracfes morfoldgicas visualizadas em fotomicrografias.

» A acdo citotoxica observada com o veneno ndo promoveu a lise das membranas
celulares das células MDCK sugerindo que a morte celular é consequéncia de apoptose e ndo

de necrose.

» Estudos com os mediadores moleculares (Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-
X1) envolvidos na injdria renal demonstraram que o veneno de Bothropoides erythromelas
(46,65 e 23,32ug/mL) causou apoptose em celulas MDCK provavelmente através da via

extrinseca ou dos receptores de morte.

» Estudos posteriores com os componentes purificados do veneno de Bothropoides

erythromelas poderdo esclarecer quais as fracGes responsaveis pelos efeitos observados.

» Ambas as fracGes Lys 49 e Asp 49 (5ug/mL) causaram efeito nefrotoxico no
modelo de rim isolado de rato comprovado através das alteraces dos parametros renais e da

andlise histoldgica do tecido renal a qual mostrou lesbes tanto glomerulares como tubulares.

» A fracdo Lys 49 apresentou um efeito similar ao veneno total nos parametros FU,
%TNa*, ENa’, EK" e Cogn.

> A fracdo Asp 49 apresentou uma diminuicdo significativa no %pTK™ e um

aumento na EK”. Estes efeitos foram similares aos apresentados pelo veneno total.
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» Quando comparadas as analises histoldgicas das fracdes Lys 49 e Asp 49 com o
veneno total de B. erythromelas, observou-se efeitos similares nos glomérulos e tdbulos

renais.

> A andlise histoldgica demonstrou que as fragdes Lys 49 e Asp 49 sdo citotoxicas

com efeitos similares nos glomérulos e tubulos renais, porém com diferentes modos de acgéo.

» As fragOes Lys 49 e Asp 49 do veneno de B. erythromelas causaram efeito
citotoxico em células MDCK nas concentragcfes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100ug/mL (ICso =
38,29ug/mL) e 50 e 100ug/mL (ICso = 158ug/mL) respectivamente, evidenciado através
diminuicdo da viabilidade celular e das alteracdes morfoldgicas visualizadas em

fotomicrografias.

» Fotomicrografias das células MDCK com as fragdes Lys 49 e Asp 49

apresentaram as mesmas alteracdes visualizadas com o veneno total de B. erythromelas.

» A acdo citotoxica observada com a Asp 49 ndo promoveu a lise das membranas
celulares das células MDCK sugerindo que a morte celular é consequéncia de apoptose e ndo

de necrose.

» A fracdo Lys 49 apresentou liberacédo estatisticamente significante de LDH apenas
na concentracdo de 100ug/mL sugerindo que a morte celular € consequéncia de necrose e nao
de apoptose. Em geral a apoptose acorre a baixas doses do agente toxico enquanto a necrose

requer altas doses.

» Com base na observacdo de que ndo ocorreu liberacdo estatisticamente
significante de LDH a baixas doses da fracdo Lys 49, pode-se propor que a morte celular é

consequéncia de apoptose.

» A partir dos resultados encontrados pode-se sugerir que a morte celular
ocasionada por ambas as fracdes Lys 49 e Asp 49 é consequéncia de apoptose 0 que viria

confirmar os achados histoldgicos encontrados em rins perfundidos com as fraces do veneno.
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» Estudos posteriores com a fracdo Lys 49 na concentracdo de 100ug/mL poderia

confirmar se a morte celular é realmente consequéncia de necrose.

» Estudos posteriores com as fracfes Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides
erythromelas em células MDCK utilizando os mesmos mediadores moleculares da apoptose
(Caspase-8, Caspase-3, Bax, Mcl-1 e Bcl-X,) utilizados para o veneno total poderiam vir
esclarecer o mecanismo responsavel pela apoptose e a participacdo das fracdes nos efeitos

observados com o veneno total.
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8 CONCLUSOES

» O veneno total e as fragfes Lys 49 e Asp 49 de Bothropoides erythromelas

possuem a¢do nefrotdxica e citotdxica.

» O veneno de Bothropoides erythromelas causou morte celular via apoptose

provavelmente através da via extrinseca ou dos receptores de morte.

» Estudos posteriores com as fracGes Lys 49 e Asp 49 do veneno de Bothropoides
erythromelas sobre a expressdo de genes pré e antiapoptdticos utilizados para o veneno total
poderiam vir esclarecer o mecanismo responsavel pela apoptose e a participacdo das fracdes

nos efeitos observados com o veneno.

» Estudos utilizando o modelo de rim isolado de rato e cultura de células MDCK
podem auxiliar na compreensdo do mecanismo de acdo responsavel pela nefrotoxicidade e no
desenvolvimento de farmacos com capacidade de prevenir a morte celular causada por uma
variedade de injurias teciduais produzidas por venenos de serpentes, assim como o0

desenvolvimento de substancias com valor terapéutico.

» A compreensdo dos mecanismos apoptéticos associados aos envenenamentos

ofidicos permitira o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento.



149

REFERENCIAS




150

REFERENCIAS

ABUELO, G. J. Diagnosing vascular causes of renal failure. Ann. Inter. Med., v. 123, n. §,
p. 601-614, 1995.

AIRD, S. D. Ophidian envenomation strategies and the role of purines. Toxicon, v. 40, n. 4,
p. 335-393, 2002.

AIRD, S. D. Chromatographic behavior of Bothrops erythromelas phospholipase and other
venom constituents on Superdex 75. Prep. Biochem. Biotechnol., v. 34, n. 4, p. 345-364,
2004.

AKIBA, S.; SATO, T. Cellular function of calcium-independent phospholipase A,. Biol.
Pharm. Bull., v. 27, n. 8, p. 1174-1178, 2004.

ALVES, R. M.; ANTONUCCI, G. A.; PAIVA, H. H.; CINTRA, A. C. O.; FRANCO, J. J;
MENDONCA-FRANQUEIRO, E. P.; DORTA, D. J.; GIGLIO, J. R.; ROSA, J. C.; FULY, A.
L.; DIAS-BARUFFI, M.; SOARES, A. M.; SAMPAIO, S. V. Evidence of caspase-mediated
apoptosis induced by L-amino acid oxidase isolated from Bothrops atrox snake venom.
Comp. Biochem. Physiol. A Mol. Integr. Physiol., v. 151, n. 4, p. 542-550, 2008.

AMARAL, A. New genera and species of snakes. Proc. N. Engl. Zool. Club, v. 8, p. 85-105,
1923.

AMARAL, C. F. S.; REZENDE, N. A;; SILVA, O. A; RIBEIRO, M. M. F.; MAGALHAES,
R. A.; REIS, R. J; CARNEIRO, J. G.; CASTRO, J. R. S. Insuficiéncia renal aguda
secundaria a acidente ofidico botrépico e crotalico. Analise de 63 casos. Rev. Inst. Med.
Trop. S. Paulo, v.28, n. 4, p.220-227, 1986.

AMBROSIO, A. L.; NONATO, M. C.; DE ARAUJO, H. S.; ARNI, R.; WARD, R. J;
OWNBY, C. L.; DE SOUZA, D. H.; GARRATT, R. C. A molecular mechanism for Lys49-
phospholipase A; activity based on ligand-induced conformational change. J. Biol. Chem., v.
280, n. 8, p. 7326-7335, 2005.

ANAZETTI, M. C.; MELO, P. S. Morte Celular por Apoptose: uma visdo bioquimica e
molecular. Metrocamp Pesquisa, v. 1, n. 1, p. 37-58, 2007. Disponivel em: <http://
www.metrocamp.com.br/pesquisa>. Acesso em: 08 set. 2010.

ANAZETTI, M. C.; MELO, P. S.; DURAN, N.; HAUN, M. Comparative cytotoxicity of
dimethylamide-crotonin in the promyelocytic leukemia cell line (HL60) and human peripheral
blood mononuclear cells. Toxicol., v. 188, n. 2/3, p. 261-274, 2003a.

ANAZETTI, M. C.; MELO, P. S.; DURAN, N.; HAUN, M. Dehydrocrotonin and its
derivative, dimethylamide-crotonin induce apoptosis with lipid peroxidation and activation of
caspases-2, -6 and -9 in human leukemic cells HL60. Toxicol., v. 203, n. 1/3, p. 123-137,
2003b.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15553904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15553904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akiba%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sato%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ambrosio%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nonato%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Ara%C3%BAjo%20HS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arni%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ward%20RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ownby%20CL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Souza%20DH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garratt%20RC%22%5BAuthor%5D
http://www.metrocamp.com.br/pesquisa
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anazetti%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Melo%20PS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dur%C3%A1n%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haun%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anazetti%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Melo%20PS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dur%C3%A1n%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haun%20M%22%5BAuthor%5D

151

ANDE, S. R,; KOMMOJU, P. R.; DRAXL, S.; MURKOVIC, M.; MACHEROUX, P.;
GHISLA, S.; FERRANDO-MAY, E. Mechanisms of cell death induction by L-amino acid
oxidase, a major component of ophidian venom. Apoptosis, v. 11, n. 8, p. 1439-1451, 2006.

ANDRADE-FILHO, A.; CAMPOLINA, D.; DIAS, M. B. Ofidismo: toxicologia na prética
clinica. Folium Comunicacéo, Belo Horizonte, p. 229-241, 2001.

ANDRIAO-ESCARSO, S. H.; SOARES, A. M.; RODRIGUES, V. M.; ANGULO, Y.; DIAZ,
C.; LOMONTE, B.; GUTIERREZ, J. M.; GIGLIO, J. R. Myotoxic phospholipase A, in
Bothrops snake venom: effect of chemical modifications on the enzymatic and
pharmacological properties of bothropstoxin from Bothrops jararacussu. Biochimie., v. 82,
n. 8, p. 755-763, 2000.

ANDRIAO-ESCARSO, S. H.; SOARES, A. M.; FONTES, M. R.; FULY, A. L.; CORREA,
F. M.; ROSA, J. C.; GREENE, L. J.; GIGLIO, J. R. Structural and functional characterization
of an acidic platelet aggregation inhibitor and hypotensive phospholipase A, from Bothrops
jararacussu snake venom. Biochem. Pharmacol., v. 64, n. 4, p. 723-732, 2002.

ANGULDO, Y.; LOMONTE, B. Biochemistry and toxicology of toxins purified from the
venom of snake Bothrops asper. Toxicon, v. 54, n. 7, p. 949-957, 20009.

ANGULO, Y.; OLAMENDI-PORTUGAL, T.; POSSANI, L. D.; LOMONTE, B. Isolation
and characterization of myotoxin Il from Atropoides (Bothrops) mummifer snake venom, a
new Lys 49 phospholipase A, homologue. Int. J. Biochem. Cell. Biol., v.32, n. 1, p. 63-71,
2000.

ANURADHA, C. D.; KANNO, S.; HIRANO, S. Oxidative damage to mitochondrial is a
preliminary step to caspase-3 activation in fluoride-induced apoptosis in HL60 cells. Free
Rad. Biol. Med., v. 31, n. 3, p. 367-373, 2001.

AMARAL, C. F. S.; REZENDE, N. A;; SILVA, O. A;; RIBEIRO, M. M. F.; MAGALHAES,
R. A.; REIS, R. J.; CARNEIRO, J. G.; CASTRO, J. R. S. Insuficiéncia renal aguda
secundaria a acidente ofidico botrépico e crotalico. Analise de 63 casos. Rev. Inst. Med.
Trop. S. Paulo, v. 28, n. 4, p. 220-227, 1986.

ARAKI, S.; MASUDA, S.; MAEDA, H.; YING, M. J.; HAYASHI, H. Involvement of
specific integrins in apoptosis induced by vascular apoptosis-inducing protein 1. Toxicon, V.
40, n. 5, p. 535-542, 2002.

ARAUJO, M. S.; MARTINS, M. The defensive strike of five species of lanceheads of the
genus Bothrops (Viperiadae). Braz. J. Biol., v. 67, n. 2, p. 327-332, 2007.

ARNI, R. K; WARD, R. J Phospholipase A,. a structural review.
Toxicon, v. 34, n. 8, p. 827-841, 1996.

ATSUMI, G.; MURAKAMI, M.; KOJIMA, K.; HADANO, A.; TAIIMA, M.; KUDO, I.
Distinct roles of two intracellular phospholipase Ays in fatty acid release in the cell death
pathway. Proteolytic fragment of type IVA cytosolic phospholipase Azalpha inhibits stimulus-
induced arachidonate release, whereas that of type VI Ca**-independent phospholipase A;
augments spontaneous fatty acid release. J. Biol. Chem., v. 275, n. 24, p. 18248-18258, 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12167491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12167491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12167491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Araki%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Masuda%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maeda%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ying%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hayashi%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=8875770&query_hl=3&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Atsumi%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Murakami%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kojima%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hadano%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tajima%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kudo%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Distinct%20Roles%20of%20Two%20Intracellular%20Phospholipase%20A2s%20in%20Fatty%20Acid%20Release%20in%20the%20Cell%20Death%20Pathway

152

BAETU, T. M.; HISCOTT, J. On the TRAIL to apoptosis. Cytokine Growth Factor Rev., v.
13, v. 3, p. 199-207, 2002.

BAILEY, P.; WILCE, J. Venom as a source of useful biologically active molecules. Emerg.
Med. (Fremantle), v. 13, n. 1, p. 28-36, 2001.

BALSINDE, J.; PEREZ, R.; BALBOA, M. A. Calcium-independent phospholipase A, and
apoptosis. Biochim. Biophys. Acta, v. 1761, n. 11, p. 1344-1350, 2006.

BALSINDE, J.; WINSTEAD, M. V.; DENNIS, E. A. Phospholipase A, regulation of
arachidonic acid mobilization. FEBS Lett., v. 531, n 1, p. 2-6, 2002.

BARBOSA, P. S. F.; HAVT, A.; FACO, P. E. G.; SOUSA, T. M.; BEZERRA, I. S. A. M.;
FONTELES, M. C.; TOYAMA, M. H.; MARANGONI, S.; NOVELLO, J. C.; MONTEIRO,
H. S. A. Renal toxicity of Bothrops moojeni snake venom and its main myotoxins. Toxicon,
v. 40, n. 10, p. 1427-1435, 2002.

BARBOSA, P. S. F.; MARTINS, A. M. C.; ALVES, R. S.; AMORA, D. N.; MARTINS, R.
D.; TOYAMA, M. H.; HAVT, A.; NASCIMENTO, N. R. F.; ROCHA, V. L. C;
MENEZES, D. B.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. The role of indomethacin
and tezosentan on renal effects induced by Bothrops moojeni Lys49 myotoxin I. Toxicon, v.
47, n. 8, p. 831-837, 2006.

BARBOSA, P. S. F.; MARTINS, A. M. C.; HAVT, A.; TOYAMA, D. O.; EVANGELISTA,
J. S. A. M,; FERREIRA, D. P. P.; JOAZEIRO, P. P.; BERIAM, L. O. S.; TOYAMA, M. H.;
FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. Renal and antibacterial effects induced by
myotoxin | and Il isolated from Bothrops jararacussu venom. Toxicon, v. 46, n. 4, p. 376-
386, 2005.

BARDI, E.; BOBOK, |.; V OLAH, A.; KAPPELMAYER, J.; KISS, C. Anthracycline
antibiotics induce acute renal tubular toxicity in children with cancer. Pathol. Oncol. Res., v.
13, n. 3, p. 249-253, 2007.

BARRAVIERA, B. Acidentes por serpentes dos géneros Bothrops, Lachesis e Micrurus. Arg.
Bras. Med., v. 65, n. 4, p. 345-355, 1991.

BARRAVIERA, B. Estudo clinico dos acidentes ofidicos. J. Bras. Med., v. 65, n. 4, p. 209-
250, 1993.

BARRAVIERA, B. Acidentes ofidicos. In. VERONESI, R.; FOCACCIA, R. Tratado de
infectologia. Sdo Paulo: Atheneu, 1997. cap. 129, p. 1561-1577.

BELTON, O., FITZGERALD, D. J. Cyclooxygenase isoforms and atherosclerosis. Expert
Rev. Mol. Med., v. 5,n. 9, p. 1-18, 2003.

BERNILS, R. S. (Org.). Brazilian reptiles — List of species. 2010. Disponivel em:
<http://www.sbherpetologia.org.br/checklist/repteis.htm>. Acesso em: 08 sept. 2010.

BJARNASON, J. B.; FOX, J. W. Hemorragic metalloproteinases from snake venoms.
Pharmac. Ther., v. 62, n. 3, p. 325-372, 1994.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12401193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12401193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16730045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16730045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%A1rdi%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bobok%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22V%20Ol%C3%A1h%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kappelmayer%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kiss%20C%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Pathol%20Oncol%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14987412
http://www.sbherpetologia.org.br/checklist/repteis.htm

153

BOATRIGHT, K. M.; SALVESEN, G. S. Mechanisms of caspase activation. Curr. Opin.
Cell. Biol., v. 15, n. 6, p. 725-731, 2003.

BOCCELLINO, M.; PEDATA, P.; CASTIGLIA, L.; LA PORTA, R.; PIERI, M
QUAGLIUOLO, L.; ACAMPORA, A.; SANNOLO, N.; MIRAGLIA, N. Doxorubicin can
penetrate nitrile gloves and induces apoptosis in keratinocytes cell lines. Toxicol. Lett., v.
197, n. 2, p. 61-68, 2010.

BOCHNER, R.; STRUCHINER, C. J. Epidemiologia dos acidentes ofidicos nos dltimos 100
anos no Brasil: uma revisdo. Cad. Saude Publica, v. 19, n. 1, p. 7-16, 2003a.

BOCHNER, R., STRUCHINER, C. J. Acidentes por animais peconhentos e sistemas
nacionais de informacgdes. Cad. Saude Publica, v. 18, n. 3, p. 735-746, 2003b.

BOECHAT, A. L. R; PAIVA, C. S.; FRANCA, F. O.; DOS-SANTOS, M. C. Heparin-
antivenom association: differential neutralization effectiveness in Bothrops atrox and
Bothrops erythromelas envenoming. Rev. Inst. Med. Trop. S&o Paulo, v. 43, n. 1, p. 7-14,
2001.

BOER-LIMA, P. A.; GONTHO, J. A. R.; CRUZ-HOFLING, M. A. Histologic and functional
renal alterations caused by Bothrops moojeni snake venom in rat. Am. J. Trop. Med. Hyg., v.
61, n. 5, p. 698-706, 1999.

BOER-LIMA, P. A.; GONTHIO, J. A. R.; CRUZ-HOFLING, M. A. Bothrops moojeni snake
venom-induced renal glomeruli changes in rat. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 67, n. 2, p. 217-
222, 2002.

BON, C. Snake venom & pharmacopoeia. In: BAUCHOT, R. (Ed.). Snakes a natural
history. New York: Sterling Publishing, 1997. p. 194-2009.

BONFIN, V. L.; DE CARVALHO, D. D.; PONCE-SOTO, L. A.; KASSAB, B. H.;
MARANGONI, S. Toxicity of phospholipases A, D-49 (6-1 and 6-2) and K49 (Bj-VII) from
Bothrops jararacussu venom. Cell. Biol. Toxicol., v. 25, n. 6, p. 523-532, 20009.

BONFOCO, E.; KRAINC, D.; ANKARCRONA, M.; NICOTERA, P.; LIPTON, S. A.
Apoptosis and necrosis: two distinct events induced, respectively, by mild and intense insults
with N-methyl-D-aspartate or nitric oxide/superoxide in cortical cell cultures. Proc. Nat. |
Acad. Sci. USA., v. 92, n. 16, p. 7162-7166, 1995.

BONINI, A. L.; MOURA, L. A. R.; FRANCO, M. Revisdo: apoptose em glomerulopatias. J.
Bras. Nefrol., v. 22, n. 2, p. 70-77, 2000.

BORTOLETO-BUGS, R. K.; NETO, A. A.; WARD, R. J. Activation of Ca*"independent
membrane-damaging activity in Lys49-phospholipase A, promoted by amphiphilic molecules.
Biochem. Biophys. Res. Commun., v. 322, n. 2, p. 364-372, 2004.

BORGES-NOJOSA, D. M.; LIMA-VERDE, J. S. Lachesis muta rhombeata Geographical
Distribution. Herpetol. Rev., v. 30, n. 4, p. 235, 1999.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boccellino%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pedata%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Castiglia%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22La%20Porta%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pieri%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Quagliuolo%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Acampora%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sannolo%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Miraglia%20N%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicol%20Lett.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Paiva%20CS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fran%C3%A7a%20FO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dos-Santos%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bonfoco%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krainc%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ankarcrona%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nicotera%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lipton%20SA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7638161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7638161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bortoleto-Bugs%20RK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neto%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ward%20RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Activation%20of%20Ca2%2B-independent%20membrane-damaging%20activity%20in%20Lys49%E2%80%93phospholipase%20A2%20promoted%20by%20amphiphilic%20molecules

154

BORNER C. The Bcl-2 protein family: sensors and checkpoints for life-or-death decisions.
Mol. Immunol., v. 39, n. 11, p. 615-647, 2003.

BOWMAN, W. C.; RAND, M. J. Textbook of Pharmacology. 2" ed. Oxford: Blackwell
Scientific Publications, 1980.

BRADY, H. R.; BRENNER, B. M. Acute Renal Failure. In: . Harrison’s: Principles
of Intenal Medicine. 14th ed. New York: McGraw-Hill, 1998. cap. 20.

BRAGA, M. D. M.; MARTINS, A. M. C.; ALVES, C. D.; DE MENEZES, D. B,
MARTINS, R. D.; BARBOSA, P. S. F.; OLIVEIRA, I. M. S.; TOYAMA, M. H.; TOYAMA,
D. O.; FILHO, E. B. S. D.; FAGUNDES, F. H. R.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S.
A. Purification and renal effects of phospholipase A; isolated from Bothrops insularis venom.
Toxicon, v. 51, n. 2, p.181-190, 2008.

BRAGA, M. D. M.; MARTINS, A. M. C.; AMORA, D. N.; DE MENEZES, D. B,
TOYAMA, M. H.; TOYAMA, D. O.; MARANGONI, S.; BARBOSA, P. S. F.; ALVES, R.
S.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. Purification and biological effects of C-type
lectin isolated from Bothrops insularis venom. Toxicon, v. 47, n. 8, p. 859-867, 2006.

BRASIL. Ministério da Saude. Manual de diagnostico e tratamento de acidentes por
animais peconhentos. Brasilia: Fundacdo Nacional de Saude, 2001. Disponivel em:<
www.ebah.com.br/manual-de-diagnostico-e-tratamento-de-acidente-por-animaispeconhentos-
pdf>. Acesso em: 08 set. 2010.

BRASIL. Ministério da Saude. Manual de diagnostico e tratamento de acidentes por
animais peconhentos. Brasilia: Fundacdo Nacional de Saude, 2010. Disponivel em:<
www.ebah.com.br/manual-de-diagnostico-e-tratamento-de-acidente-por-animaispeconhentos-
pdf>. Acesso em: 03 out. 2010.

BRAUD, S.; BON, C.; WISNER, A. Snake venom acting on hemostasis. Biochimie, v. 82, n.
9/10, p. 851-859, 2000.

BROKER, L. E.; KRUYT, F. A. E.; GIACCONE, G. Cell death independent of caspases: a
review. Clin. Cancer Res., v. 11, n. 9, p. 3155-3162, 2005.

BRONNER, M. P.; CULIN, C.; REED, J. C.; FURTH, E. E. The bcl-2 proto-oncogene and
the gastrointestinal tumor progression model. Am. J. Pathol., v. 146, n. 1, p. 20-26, 1995.

BUDIHARDJO, I.; OLIVER, H.; LUTTER, M., LUO, X.; WANG, X. Biochemical pathways
of caspase activation during apoptosis. Ann. Rev. Cell Dev. Biol., v. 15, p. 269-290, 1999.

BUCKLAND, A. G.; WILTON, D. C. The antibacterial properties of secreted phospholipases
A. Biochim. Biophys. Acta., v. 1488, n. 1/2, p. 71-82, 2000.

BURDMANN, E. A.; WORONIK, V.; PRADO, E. B. A; ABDULKADER, R. C;
SALDANHA, L. B.; BARRETO, O. C. O.; MARCONDES, M. Snake bite-induced acute
failure: an experimental model. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 48, n. 1, p. 82-88, 1993.


http://www.ebah.com.br/manual-de-diagnostico-e-tratamento-de-acidente-por-animaispeconhentos-pdf
http://www.ebah.com.br/manual-de-diagnostico-e-tratamento-de-acidente-por-animaispeconhentos-pdf
http://www.ebah.com.br/manual-de-diagnostico-e-tratamento-de-acidente-por-animaispeconhentos-pdf
http://www.ebah.com.br/manual-de-diagnostico-e-tratamento-de-acidente-por-animaispeconhentos-pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11080678
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11080678

155

BYDLOWSKI, S. P. Bioquimica e fisiologia dos Eicosandides. In. DOUGLAS, C. R. (Ed.).
Patofisiologia geral, mecanismos das doencgas. S&o Paulo: Robe Editorial, 2000. p. 528-529.

CALDERON, L.; LOMONTE, B. Immunochemical characterization and role in toxic
activities of region 115-129 of myotoxin Il, a Lys 49 phospholipase A, from Bothrops asper
snake venom. Arch. Biochem. Byophys., v. 358, n. 2, p. 343-350, 1998.

CALGAROTTO, A. K.; DAMICO, D. C.; PONCE-SOTO, L. A.; BALDASSO, P. A;; DA
SILVA, S. L.; SOUZA, G. H.; EBERLIN, M. N.; MARANGONI, S. Biological and
biochemical characterization of new basic phospholipase A, BmTX-I isolated from Bothrops
moojeni snake venom. Toxicon, v. 25, n. 5, p. 574-577, 2008.

CALVETE, J. J.; JUAREZ, P.; SANZ, L. Snake venomics. Strategy and applications. J.
Mass. Spectrom., v. 42, n. 11, p. 1405-1414, 2007.

CAMARA, P. R.; ESQUISATTO, L. C.; CAMARGO, E. A;; RIBELA, M. T.; TOYAMA M.
H.; MARANGONI, S.; DE NUCCI, G.; ANTUNES, E. Inflammatory o edema induced by
phospholipases A; isolated from Crotalus durissus sp. in the rat dorsal skin: a role for mast
cells and sensory C-fibers. Toxicon, v. 41, n. 7, p. 823-829, 2003.

CAMARGO, S. M. R.; SCHOR, N. Apoptose/Necrose: regeneracdo celular. In;: SCHOR, N.;
BOIM, M. A.; SANTOS, O. F. P. (Ed.). Bases moleculares da nefrologia. Sdo Paulo:
Atheneu, 2004. v. 3, cap. 15, p. 149-158.

CAMEY, K. U.; VELARDE, D. T.; SANCHEZ, E. F. Pharmacological characterization and
neutralization of the venoms used in the production of Bothropic antivenom in Brazil.
Toxicon, v. 40, n. 5, p. 501-509, 2002.

CAMPBELL, J. A.; LAMAR, W. W. The venomous reptiles of Latin America. Ithaca:
Cornell Univ., 1989.

CAMPBELL, J. A.; LAMAR, W. W. The Venomous Reptiles of the Western Hemisphere.
Ithaca, NewYork: Cornell Univ Press., 2004.

CARDOSO, J. L. C.; FRANCA, F. 0. S.; WEN, F. H.; MALAQUE, C. M. S.; HADDAD, V.
Animais peconhentos no Brasil: Biologia, clinica e terapéutica dos acidentes. 2. ed. Sao
Paulo: Sarvier, 2009.

CARO, A. A.; CEDERBAUM, A. I. Role of cytochrome P450 in phospholipase A, and
arachidonic acid-mediated cytotoxicity. Free Radic. Biol. Med., v. 40, n. 3, p. 364-375, 2006.

CARROLL, M. A.; McGIFF, J. C. A new class of lipid mediators: cytochrome P450
arachidonate metabolites. Thorax, v. 55, Suppl. 2, p. S13-16, 2000.

CASTRO, H. C.; ZINGALI, R. B.; ALBUQUERQUE, M. G.; PUJOL-LUZ, M,;
RODRIGUES, C. R. Snake venom thrombin-like enzymes: from reptilase to now. Cell. Mol.
Life Sci., v. 61, n. 7/8, p. 843-856, 2004.

CASTRO, I. Study of toxicity of crotalic and botropic species in ofidic accidents, with an
emphasis in renal toxicity. O mundo da saude Sao Paulo, v. 30, n. 4, p. 644-653, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18501940?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18501940?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18501940?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.icp.ucr.ac.cr/~blomonte/1987_PLA2_Toxicon_Brenes_immunohistochemistry.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Caro%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cederbaum%20AI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Role%20of%20cytochrome%20P450%20in%20phospholipase%20A2-%20and%20arachidonic%20acid-mediated%20cytotoxicity

156

CEARA. Secretaria da Salde. Comissdo Estadual de Controle de Zoonoses. Zoonoses no
Ceara um desafio a vencer. Fortaleza, 1991.

CEARA. Secretaria da Saude. Analise epidemioldgica dos acidentes ofidicos ocorridos nos
altimos cinco anos no estado do Ceara. Fortaleza, 2003.

CHACUR, M.; PICOLO, G.; GUTIERREZ, J. M; TEIXEIRA, C. F. P.; CURY, Y.
Pharmacological modulation of hyperalgesia induced by Bothrops asper (terciopelo) snake
venom. Toxicon, v. 39, n. 8, p. 1173-1181, 2001.

CHACUR, M.; LONGO, |.; PICOLO, G.; GUTIERREZ, J. M.; LOMONTE, B.; GUERRA, J.
L.; TEIXEIRA, C. F. P.; CURY, Y. Hyperalgesia induced by Asp49 and Lys49 phospholipase
A, from Bothrops asper snake venom: pharmacological mediation and molecular determinats.
Toxicon, v. 41, n. 6, p. 667- 678, 2003.

CHAIM, O. M. Estudo da atividade citotdxica da proteina dermonecrdtica do veneno da
aranha marrom (Loxosceles intermédia) com énfase no efeito nefrotdxico. 2005. 94 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular) - Setor de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2005.

CHAIM, O. M.; SADE, Y. B.; DA SILVEIRA, R. B.; TOMA, L.; KALAPOTHAKIS, E,;
CHAVEZ-OLORTEGUI, C.; MANGILI, O. C.; GREMSKI, W.; VON DIETRICH, C. P.;
NADER, H. B.; SANCHES VEIGA, S. Brown spider dermonecrotic toxin directly induces
nephrotoxicity. Toxicol. Appl. Pharmacol., v. 211, n. 1, p. 64-77, 2006.

CHAKRABORTI, S. Phospholipase A; isoforms: a perspective. Cell. Signal., v.15, n. 7, p.
637-665, 2003.

CHAN, A. B., ALLEN, C. N., SIMMONS, N. L., PARSONS, M. E., HIRST, B. H.
Resistance to acid of canine kidney (MDCK) and human colonic (T84) and ileo-caecal (HCT-
8) adenocarcinoma epithelial cell monolayers in vitro. Q. J. Exp. Physiol., v. 74, n. 4, p. 553-
556, 1989.

CHAVES, F.; GUTIERREZ, J. M.; LOMONTE, B.; CERDAS, L. Histopathological and
biochemical alterations induced by intramuscular injection of Bothrops asper (terciopelo)
venom in mice. Toxicon, v. 27, n. 10, p. 1085-1093, 1989.

CHAVES, F.; LEON, G.; ALVARADO, V. H.; GUTIERREZ, J. M. Pharmacological
modulation of edema induced by Lys-49 and Asp 49 myotoxic phospholipase A, isolated
from the venom of the Snake Bothrops asper (terciopelo). Toxicon, v. 36, n. 12, p. 1861-
1869, 1998.

CHEN, G.; GOEDDEL, D. V. TNF-R1 signaling: a beautiful pathway. Science, v. 296, n.
5573, p.1634-1635, 2002.

CHEN, S. C.; CHEN, C. H.; CHERN C. L.; HSU, L. S.; HUANG, Y. C.; CHUNG, K. T,
CHYE, S. M. p-Phenylenediamine induces p53-mediated apoptosis in Mardin-Darby canine
kidney cells. Toxicol. in Vitro, v. 20, n. 6, p. 801-807, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16005484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16005484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaves%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cerdas%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20CH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chern%20CL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hsu%20LS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huang%20YC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chung%20KT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chye%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=p-Phenylenediamine%20induces%20p53-mediated%20apoptosis%20in%20Mardin%E2%80%93Darby%20canine%20kidney%20cells

157

CHENG, M. K.; DOUMAD, A. B.; JIANG, H.; FALCK, J. R.; McGIFF, J. G.; CARROL, M.
A. Epoxyeicosatrienoic acids mediate adenosine-induced vasodilation in rat preglomerular
microvessels (PGMV) via Aya receptors. Br. J. Pharmacol., v. 141, n. 3, p. 441-448, 2004.

CHIOATO, L.; DE OLIVEIRA, A. H. C.; RULLER, R.; SA, J. M.; WARD, R. J. Distinct
sites for myotoxic and membrane-damaging activities in the C-terminal region of a Lys49-
phospholipase A,. Biochem. J., v. 366, Pt. 3, p. 971-976, 2002.

CHIOATO, L.; WARD, R. J. Mapping structural determinants of biological activities in snake
venom phospholipase A, by sequence analysis and site directed mutagenesis. Toxicon, v. 42,
n. 8, p. 869-883, 2003.

CHIPPAUX, J. P. Snake-bites: appraisal of the global situation. Bull. World Health Org., v.
76, n. 5, p. 515-524, 1998.

CHIPPAUX, J. P.; WILLIAMS, V.; WHITE, J. Snake venom variability: methods of study,
results and interpretation, Toxicon, v. 29, n. 11, p. 1279-1303, 1991.

CHIRICOZZI, E.; FERNANDEZ-FERNANDEZ, S.; NARDICCHI, V.; ALMEIDA, A;
BOLAMOS, J. P.; GORACCI, G. Group IlA secretory phospholipase A, (GIIA) mediates
apoptotic death during NMDA receptor activation in rat primary cortical neurons. J.
Neurochem., v. 112, n. 6, p. 1574-1583, 2010.

CHU, S. T.; CHENG, H. H.; HUANG, C. J.; CHANG, H. C.; CHI, C. C.; SU, H. H.; HSU, S.
S.; WANG, J. L.; CHEN, I. S;; LIU, S. I; LU, Y. C.; HUANG, J. K;; HO, C. M.; JAN, C. R.
Phospholipase A-independent Ca®* entry and subsequent apoptosis induced by melittin in
human MG63 osteosarcoma cells. Life Sci., v. 80, n. 4, p. 364-369, 2007.

CINTRA-FRANCISCHINELLI, M.; CACCIN, P.; CHIAVEGATO, A.; PlzzO, P,
CARMIGNOTO, G.; ANGULO, Y.; LOMONTE, B.; GUTIERREZ, J. M.; MONTECUCCO,
C. Bothrops snake myotoxins induce a large efflux of ATP and potassium with spreading of
cell damage and pain. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 107, n. 32, p. 14140-14145, 2010a.

CINTRA-FRANCISCHINELLI, M.; P1ZZO, P.; ANGULO, Y.; GUTIERREZ, J. M,
MONTECUCCO, C.; LOMONTE, B. The C-terminal region of a Lys49 myotoxin mediates
Ca”" influx in C2C12 myotubes. Toxicon, v. 55, n. 2/3, p. 590-596, 2010b.

CINTRA-FRANCISCHINELLI, M.; P1ZzZO, P.; RODRIGUES-SIMIONI, L.; PONCE-
SOTO, L. A;; ROSSETTO, O.; LOMONTE, B.; GUTIERREZ, J. M.; POZZAN, T.;
MONTECUCCO, C. Calcium imaging of muscle cells treated with snake myotoxins reveals
toxin synergism and presence of acceptors. Cell. Mol. Life Sci.., v. 66, n. 10, p. 1718-1728,
2009.

COHEN, J. J.; KOOK, Y. J,; LITTLE, J. R. Substrate-limited function and metabolism of the
isolated perfused rat kidney: effects of lacytate and glucose. J. Physiol., v. 266, n 1, p. 103-
121, 1977.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12079495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12079495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12079495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20067579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20067579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17054998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17054998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cintra-Francischinelli%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Caccin%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chiavegato%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pizzo%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carmignoto%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Angulo%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montecucco%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montecucco%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19835905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19835905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cintra-Francischinelli%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pizzo%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodrigues-Simioni%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ponce-Soto%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ponce-Soto%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rossetto%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pozzan%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montecucco%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19370311

158

COLLARES-BUZATO, C. B.; DE PAULA LE SUEUR, L.; CRUZ-HOFLING, M. A.
Impairmentof the cell-to-matrix adhesion and cytotoxicity induced by Bothrops moojeni
snake venom in cultured renal tubular epithelia. Toxicol. Appl. Pharmacol., v. 181, n. 2, p.
124-132, 2002.

COLLARES-BUZATO, C. B.; JEPSON, M. A.; SIMMONS, N. L.; HIRST, B. H. Increased
tyrosine phosphorylation causes redistribution of adherens junction and tight junction proteins
and perturbs paracellular barrier function in MDCK epithelia. Eur. J. Cell. Biol., v. 76, n. 2,
p. 85-92, 1998.

COLLARES-BUZATO, C. B.; MCEWAN, G. T. A; JEPSON, M. A,; SIMMONS, N. L,
HIRST, B. H. Paracellular barrier and junctional protein distribution depend on basolateral
extracellular Ca** in cultured epithelia. Biochim. Biophys. Acta., v. 1222, n. 2, p. 147-158,
1994.

COMINETTI, M. R,; RIBEIRO, J. U.; FOX, J. W.; SELISTRE-DE-ARAUJO, H. S. BaG, a
new dimeric metalloproteinase/disintegrin from the Bothrops alternatus snake venom that
interacts with osP; integrin. Arch. Biochem. Biophys., v. 416, n. 2, p.171-179, 2003.

COSTA, T. R.; MENALDO, D. L.; OLIVEIRA, C. Z.; SANTOS-FILHO, N. A.; TEIXEIRA,
S. S.; NOMIZO, A.; FULY, A. L.;, MONTEIRO, M. C.; DE SOUZA, B. M.; PALMA, M. S,;
STABELLI, R. G.; SAMPAIO, S. V.; SOARES, A. M. Myotoxic phospholipases A isolated
from Bothrops brazili snake venom and synthetic peptides derived from their C-terminal
region: cytotoxic effect on microorganism and tumor cells. Peptides, v. 29, n. 10, p. 1645-
1656, 2008.

COTRAN, R. S.; KUMAR, V.; COLLINS, T.; ROBBINS, S. L. Patologia Estrutural e
Funcional. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000.

CRUZ-HOFLING, M. A.; PARONETTO, C. C. L.; RODRIGUES-SIMIONI, L.; D’ABREU,
A. C. F. Histopathological changes in avian kidney caused by Bothrops insularis (jararaca
ilnéa) venom and a phospholipase A; -containing fraction. Histol. Histopathol., v. 16, n. 1, p.
185-195, 2001.

CUMMINGS, B. S.; MCHOWAT, J.; SCHNELLMANN, R .G. Phospholipase A; in cell
injury and death. JPET, v. 294, n. 3, p. 793-799, 2000.

CURTIN, J. F.; DONOVAN, M.; COTTER, T. G. Regulation and measurement of oxidative
stress in apoptosis. J. Immunol. Methods, v. 265, n. 1/2, p. 49-72, 2002.

DAGHER, P. C.; HERGET-ROSENTHAL, S.; RUEHM, S. G.; SANG-KYUNG, S.; STAR,
R. A.;; AGARWAL, R.; MOLITORIS, B. A. Newly Developed Techniques to Study and
Diagnose Acute Renal Failure. J. Am. Soc. Nephrol., v. 14, n. 8, p. 2188-2198, 2003.

DALTRY, J. C.; WUSTER, W.; THORPE, R. S. Diet and snake venom evolution. Nature, v.
379, n. 6565, p. 537-540, 1996.

DAMIANI, D. Mecanismos da Apoptose. 2004. Disponivel em: <http://
WwWWw.Sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia id=202&materiaver=1>.  Acesso
em: 08 set. 2010.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jepson%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simmons%20NL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirst%20BH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20J%20Cell%20Biol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McEwan%20GT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jepson%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simmons%20NL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirst%20BH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochim%20Biophys%20Acta.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cominetti%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ribeiro%20JU%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fox%20JW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Selistre-de-Araujo%20HS%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Arch%20Biochem%20Biophys.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Costa%20TR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Menaldo%20DL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliveira%20CZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santos-Filho%20NA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teixeira%20SS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teixeira%20SS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nomizo%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fuly%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Monteiro%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Souza%20BM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Palma%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22St%C3%A1beli%20RG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sampaio%20SV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soares%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Myotoxic%20phospholipases%20A2%20isolated%20from%20Bothrops%20brazili%20snake%20venom%20and%20synthetic%20peptides%20derived%20from%20their%20C-terminal%20region:%20Cytotoxic%20effect%20on%20microorganism%20and%20tumor%20cells&cmd=correctspelling
http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia_id=202&materiaver=1

159

DAMICO, D. C.; NASCIMENTO, J. M.; LOMONTE, B.; PONCE-SOTO, L. A;
JOAZEIRO, P. P.; NOVELLO, J. C.; MARANGONI, S.; COLLARES-BUZATO, C. B.
Cytotoxicity of Lachesis muta muta snake (bushmaster) venom and its purified basic
phospholipase A, (LmTX-I) in cultured cells. Toxicon, v. 49, n. 5, p. 678-692, 2007.

DANIEL P. T.; WIDER, T.; STURM, I.; SCHULZE-OSTHOFF, K. The Kiss of death:
promises and failures of death receptors and ligands in cancer therapy. Leukemia, v. 15, n. 7,
p. 1022-1032, 2001.

DANTAS, R. T. Avaliacdo dos efeitos renais da fracdo L-aminoacido oxidase isolada do
veneno da serpente Bothrops marajoensis. 2010. 103 f. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacologia) - Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Cear3,
Fortaleza, 2010.

DA SILVA, M. M. S. Estudo da variabilidade intraespecifica da peconha de Bothrops
erythromelas AMARAL, 1926 (Jaraca Malha de Cascavel). 2002. 72f. Dissertacdo
(Mestrado em Biologia Animal) - Departamento de Zoologia, Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2002.

DA SILVA, C. J.; JORGE, M. T.; RIBEIRO, L. A. Epidemiology of snakebite in a central
region of Brazil. Toxicon, v. 41, n. 2, p. 251-255, 2003.

DE ALBUQUERQUE MODESTO, J. C.; SPENCER, P. J.; FRITZEN, M.; VALENCA, R.
C.;OLIVA, M. L. V.; DASILVA, M. B.; CHUDZINSKI-TAVASSI, A. M.; GUARNIERI,
M. C. BE-I-PLA2, a novel acidic phospholipase A, from Bothrops erythromelas venom:
isolation, cloning and characterization as potent anti-platelet and inductor of prostaglandin 12
release by endothelial cells. Biochem. Pharmacol., v. 72, n. 3, p. 377-384, 2006.

DEBATIN, K. M. Activation of apoptosis pathways by anticancer treatment. Toxicol. Lett.,
v. 112-113, p. 41-48, 2000.

DE CASTRO, |.; BURDMANN, E. A.; SEGURO, A. C.; YU, L. Bothrops venom induces
direct renal tubular injury: role for lipid peroxidation and prevention by antivenom. Toxicon,
v. 43, n. 7, p. 833-839, 2004.

DE CASTRO, R. C.; LANDUCCI, E .C .T.;, TOYAMA, M .H.; GIGLIO, J .R;
MARANGONI, S.; DE NUCCI, G.; ANTUNES, E. Leucocyte recruitment induced by type Il
phospholipase A; into the rat pleural cavity. Toxicon, v. 38, n. 12, p. 1773-1785, 2000.

DECORTI, G.; PELOSO, I.; FAVARIN, D.; KLUGMANN, F. B.; CANDUSSIO, L.
CRIVELLATO, E.; MALLARDI, F.; BALDINI, L. Handling of doxorubicin by the LLC-PK;
kidney epithelial cell line. J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 286, n. 1, p. 525-530, 1998.

DENAULT, J. B.; SALVESEN, G. S. Caspases: keys in the ignition of cell death. Chem.
Rev., v. 102, n. 12, p. 4489-4500, 2002.

DENG, X., WELCH, W. J.; WILCOX, C. S. A. Role of nitric oxide in short term and
prolonged effects of angiotensin Il on renal hemodynamics. Hypertension, v. 27, n. 5, p.
1173-1179, 1996.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17208264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17208264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16750518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16750518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16750518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Decorti%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Peloso%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Favarin%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Klugmann%20FB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Candussio%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Crivellato%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mallardi%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baldini%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9655898

160

DENNIS, E. A. Diversity of group types, regulation, and function of phospholipase A;. J.
Biol. Chem., v. 269, n. 18, p. 13057-13060, 1994.

DE PAULA, R. C.; CASTRO, H. C.; RODRIGUES, C. R.; MELO, P. A.; FULY, A. L.
Structural and pharmacological features of phospholipases A, from snake venoms. Prot.
Pep. Lett., v. 16, n. 8, p. 899-907, 2009.

DEVARAJAN, P.; MISHRA, J.; SUPAVEKIN, S.; PATTERSON, L. T.; STEVEN POTTER,
S. Gene expression in early ischemic renal injury: clues towards pathogenesis, biomarker
discovery, and novel therapeutics. Mol. Genet. Metab., v. 80, n. 4, p. 365-376, 2003.

DESAGHER, S.; MARTINOU, J. C. Mitochondrial as the central control point of apoptosis.
Trends Cell. Biol., v. 10, n. 9, p. 369-376, 2000.

DE SOUZA, A. L.; MALAQUE, C. M.; SZTAINBOK, J.; ROMANO, C. C.; DUARTE, A.
J.; SEGURO, A. C. Loxosceles venom-induced cytokine activation, hemolysis, and acute
kidney injury. Toxicon, v. 51, n. 1, p. 151-156, 2008.

DEVARAJAN, E.; SAHIN, A. A.; CHEN, J. S.; KRISHNAMURTHY, R. R.; AGGARWAL,
N.; BRUN, A. M.; SAPINO, A.; ZHANG, F.; SHARMA, D.; YANG, X. H.; TORA, A. D
MEHTA, K. Down-regulation of caspase 3 in breast cancer. a possible mechanism for
chemoresistance. Oncogene, v. 21, n. 57, p. 8843-8851, 2002.

DIAZ, C.; LEON, G.; RUCAVADO, A.; ROJAS, N.; SCHROIT, A. J.; GUTIERREZ, J. M.;
Modulation of the suscptibility of human erytrocytes to snake venom myotoxic phospholipase
A; role of negatively charge phospholilipids as potential membrane binding sites. Arch.
Biochem. Biophys., v. 391, n. 1, p. 56-64, 2001.

DIAZ, C.; VALVERDE, L.; BRENES, O.; RUCAVADO, A.; GUTIERREZ, J. M.
Characterization of events associated with apoptosis/anoikis induced by snake venom
metalloproteinase BaP1 on human endothelial cells. J. Cell. Biochem., v. 94, n. 3, p. 520-528,
2005.

DOS SANTOS, J. I.; FERNANDES, C. A.; MAGRO, A. J.; FONTES, M. R. M. The
intriguing phospholipases A, homologues: relevant structural features on myotoxicity and
catalytic inactivity. Protein Pept. Lett., v. 16, n. 8, p. 887-893, 20009.

DOS SANTOS, J. I.; SOARES, A. M.; FONTES, M. R. Comparative structural studies on
Lys49-phospholipases A, from Bothrops genus reveal their myotoxic site. J. Struct. Biol., v.
167, n. 2, p. 106-116, 2009.

DOUGLAS, C. R. Patofisiologia da insuficiéncia renal aguda. In: DOUGLAS, C. R. (Ed.).
Patofisiologia de sistema renal. Sdo Paulo: Robe editorial, 2001. p. 272-274.

DOUGLAS, C. R. Patofisiologia do processo inflamatério. In. DOUGLAS, C. R. (Ed.).
Patofisiologia geral, mecanismo das doencas. Sdo Paulo: Robe editorial, 2000. p. 549.

DU, X. Y.; CLEMETSON, K. J. Snake venom L-amino acid oxidases. Toxicon, v. 40, n. 6, p.
659-65, 2002.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Devarajan%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mishra%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Supavekin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Patterson%20LT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Steven%20Potter%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Steven%20Potter%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gene%20expression%20in%20early%20ischemic%20renal%20injury%3A%20clues%20towards%20pathogenesis%2C%20biomarker%20discovery%2C%20and%20novel%20therapeutics
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Devarajan%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sahin%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krishnamurthy%20RR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aggarwal%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aggarwal%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brun%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sapino%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sharma%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20XH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tora%20AD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mehta%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15543558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15543558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22dos%20Santos%20JI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fernandes%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Magro%20AJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fontes%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=tHE%20INTRIGUING%20PHOSPHOLIPASES%20A2%20HOMOLOGUES
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22dos%20Santos%20JI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soares%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fontes%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Comparative%20structural%20studies%20on%20Lys49-phospholipases%20A2%20from%20Bothrops%20genus%20reveal%20their%20myotoxic%20site

161

DYPBUKT, J. M.; ANKARCRONA, M.; BURKITT, M.; SJOHOLM, A.; STROM, K.;
ORRENIUS, S.; NICOTERA, P. Different prooxidant levels stimulate growth, trigger
apoptosis, or produce necrosis of insulin-secreting RINmSF cells. The role of intracellular
polyamines. J. Biol. Chem., v. 269, n. 48, p. 30553-30560, 1994.

EISCHEN, C. M. et al. EISCHEN, C. M.; KOTTKE, T. J.; MARTINS, L. M..; BASI, G. S,;
TUNG, J. S.; EARNSHAW, W. C.; LEIBSON, P. J.; KAUFMANN, S. H. Comparison of
apoptosis in wild-type and Fas-resistant cells: chemotherapy-induced apoptosis is not
dependent on Fas/Fas ligand interactions. Blood, n. 90, v. 3, p. 935-943, 1997.

EOM, Y. W.; KIM, M. A.; PARK, S. S.; GOO, M. J.; KWON, H. J.; SOHN, S.; KIM, W. H.;
YOON, G.; CHOI, K. S. Two distinct modes of cell death induced by doxorubicin: apoptosis
and cell death through mitotic catastrophe accompanied by senescence-like phenotype.
Oncogene, v. 24, n. 30, p. 4765-4777, 2005.

EVANGELISTA, I. L.; MARTINS, A. M. C.;, NASCIMENTO, N. R. F.; HAVT, A;
EVANGELISTA, J. S. A. M; DE NOROES, T. B. S.; TOYAMA, M. H.; DIZ-FILHO, E.B.;
TOYAMA, D. O.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. Renal and cardiovascular
effects of Bothrops marajoensis venom and phospholipase A,. Toxicon, v. 55, n. 6, p. 1061-
1070, 2010.

ESTEVAO-COSTA, M. |.; ROCHA, B. C.; DE ALVARENGA MUDADO, M.; REDONDO,
R.; FRANCO, G. R.; FORTES-DIAS, C. L. Prospection, structural analysis and phylogenetic
relationships of endogenous y phospholipase A inhibitors in Brazilian Bothrops snakes
(Viperidae, Crotalinae). Toxicon, v. 52, n. 1, p. 122-129, 2008.

FAN, L. L.; SUN, G. P.; WEI, W.; WANG, Z. G.; GE, L.; FU, W. Z.; WANG, H. Melatonin
and doxorubicin synergistically induce cell apoptosis in human hepatoma cell lines. World J.
Gastroenterol., v. 16, n. 12, p. 1473-1481, 2010.

FAROOQUI, A. A.; ONG, W. Y., HORROCKS, L. A. Biochemical aspects of
neurodegeneration in human brain: involvement of neural membrane phospholipids and
phospholipases A;. Neurochem. Res., v. 29, n. 11, p. 1961-1977, 2004.

FEITOSA, R. F. G.; MELO, I. M. L. A.; MONTEIRO, H. S. A. Epidemiologia dos acidentes
por serpentes peconhentas no Estado do Ceara — Brasil. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 30, n.
4, p. 295-301, 1997.

FENWICK, A. M.; RONALD, L.; GUTBERLET, J. R. R.; EVANS, J. A.; PARKINSON, C.
L. Morphological and molecular evidence for phylogeny and classification of South American
pitvipers, genera Bothrops, Bothriopsis, and Bothrocophias (Serpentes: Viperidae). Zool. J.
Linn. Soc., n. 156, v. 3, p. 617-640, 2009.

FERNANDEZ, R.; OLIVEIRA-SOUZA, M.; MALNIC, G. Na'-independent proton secretion
in MDCK-C11 cells. Pfligers Arch., v. 441, n. 2/3, p. 287-293, 2000.

FERREIRA, L. A.; HENRIQUES, O. B.; LEBRUN, I.; BATISTA, M. B.; PREZOTO, B. C;
ANDREONI, A. S.;. ZELNIK, R.; HABERMEHL, G. A new bradykinin-potentiating
peptide (peptide P) isolated from the venom of Bothrops jararacussu (jararacucu tapete, urutu
dourado). Toxicon, v. 30, n. 1, p. 33-40, 1992.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Eischen%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kottke%20TJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martins%20LM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Basi%20GS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tung%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Earnshaw%20WC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leibson%20PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaufmann%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Evangelista%20IL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nascimento%20NR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Havt%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Nor%C3%B5es%20TB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Toyama%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Diz-Filho%20EB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Toyama%20Dde%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18620721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18620721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18620721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fan%20LL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sun%20GP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wei%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20ZG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ge%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fu%20WZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melatonin%20and%20Doxorubicin%20synergistically%20induce%20cell%20apoptosis%20in%20human%20hepatoma%20cell%20lines
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melatonin%20and%20Doxorubicin%20synergistically%20induce%20cell%20apoptosis%20in%20human%20hepatoma%20cell%20lines
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15662832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15662832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15662832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fernandez%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliveira-Souza%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malnic%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=NA-INDEPENDENT%20PROTON%20SECRETION%20IN%20MDCK%3D-11%5CCELLS
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zelnik%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Habermehl%20G%22%5BAuthor%5D

162

FERRI, K. F.; KROEMER, G. Mitochondria- the suicide organelles. Bioessays, v. 23, n. 2, p.
111-115, 2001a.

FERRI, K. F.; KROEMER, G. Organelle-specific initiation of cell death pathways. Nat. Cell.
Biol., v. 3, n. 11, p. E255-263, 2001b.

FISHER, D. E. Pathways of apoptosis and the modulation of cell death in cancer. Hematol.
Oncol. Clin. North Am., v. 15, n. 5, p. 931-956, 2001.

FLETCHER, J. E.; JIANG, M. S. LYS49 phospholipase A, myotoxins lyse cell cultures by
two distinct mechanisms. Toxicon, v. 36, n. 11, p. 1549-1555, 1998.

FLORES, C. A.; ZAPPELLINI, A.; PRADO-FRANCHESCHI, J. Lipoxigenase-derived
mediators may be involved in in vivo neutrophil migration induced by Bothrops erythromelas
and Bothrops alternatus venoms. Toxicon, v. 31, n. 12, p. 1551-1559, 1993.

FOEGH, M. L.; RAMWELL, P. W. Os Eicosandides: Prostaglandinas, Tromboxanos,
Leucotrienos & Compostos Relacionados. In: KATZUNG, B. G. Farmacologia Basica &
Clinica. 8. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001. p. 273-285.

FONTELES, M. V. C. Efeitos do &cido 2-tetradecilglicidio no rim solado: papel dos
lipidios endogenos no transporte de sodio e funcdo renal. 1980. 121 f. Tese (POs-
Doutorado em Farmacologia) - Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza, 1980.

FONTELES, M. C.; COHEN, J. J.; BLACK, A. J.; WERTHEIM, S. J. Support of renal
kidney function by long-chain fatty acids derived from renal tissue. Am. J. Physiol., v. 244,
n. 3, p. F235-246, 1983.

FONTELES, M. C.; GREENBERG, R. N; MONTEIRO, H. S. A; CURRIE, M. G.; FORTE,
L. R. Natriuretic and kaliuretic activities of guanylin and uroguanylin in the isolated perfused
rat kidney. Am. J. Physiol., v. 275, n. 2, Pt. 2, p. F191-197, 1998.

FONTELES, M. C.; LEIBACH, F. H. Glucose formation from glutathione in the isolated
perfused rat kidney. Arch. Int. Physiol. Biochem., v. 90, n. 3, p. 159-161, 1982.

FONTELES, M. C. C.; VILLAR-PALLASI, C.; FANG, G.; LARNER, J.; GUERRANT, R.
L. Partial characterization of an ANF/urodilatin-like substance released from perfused rabbit
kidney under hypoxia. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 26, n. 1, p. 75-79, 1993.

FORTE-DIAS, C. L.; JANNOTTI, M. L. D.; FRANCO, F. J. L.; MAGALHAES, A.; DINIZ,
C. R. Studies on the specificity of CNF, a phospholipase A, inhibitor isolated from the blood
of the South American rattlesnake (Crotalus durissus terrificus). I. Interaction with PLA;
from Lachesis muta muta snake venom. Toxicon, v. 37, n. 12, p. 1747-1759, 1999.

FRANCA, F. O. S.; MALAQUE, C. M. S. Acidente Botrdpico. In: CARDOSO, J. L. C.,
FRANCA, F. O. S.; WEN, F. H.; MALAQUE, C. M. S.; HADDAD, J. R. V. Animais
peconhentos no Brasil: biologia, clinica e terapéutica dos acidentes. 2. ed. Sdo Paulo:
Sarvier, 2009. p. 72-86.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fletcher%20JE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20MS%22%5BAuthor%5D

163

FRANCESCHI, A.; RUSCAVADO, A.; MORA, N.; GUTIERREZ, J. M. Purification and
characterization of BaH4, a hemorragic metalloproteinase from the venom of the snake
Bothrops asper. Toxicon, v. 38, n. 1, p. 63-77, 2000.

FRIEDERICH, C.; TU, A. T. Role of metals in snake venoms for hemorrhage, esterase and
proteolitic activities. Biochem. Pharmacol., v. 20, n. 7, p. 1549-1556, 1971.

FURTADO, M. F. D.; MARUYAMA, M.; KAMIGUTI, A. S.; ANTONIO, L. C.
Comparative study of nine Bothrops snake venoms from adult female snakes and their
offspring. Toxicon, v. 29, n. 2, p. 219-226, 1991.

GALBIATTI, C,; LEITE, G. B.; MARANGONI, S.; PONCE-SOTO, L.; CAVALCANTE,
W. L. G.; BONFIM, V. L.; RODRIGUES-SIMIONI, L. Neuromuscular activity of a
Phospholipase A, from Bothrops marajoensis venom. J. Venom. Anim. Toxins incl. Trop.
Dis., v. 13, n. 1, p. 321, 2007.

GAMBERO, A.; LANDUCCI, E. C. T.; TOYAMA, M. H.; MARANGONI, S.; GIGLIO, J.
R.; NADER, H. B.; DIETRICH, C. P.; DE NUCCI, G.; ANTUNES, E. Human neutrophil
migration in vitro induced by secretory phospholipase A,: a role for cell surface
glycosaminoglycans. Biochem. Pharmacol., v. 63, n. 1, p. 65-72, 2002.

GAMEN, S.;: ANEL, A.; PEREZ-GALAN, P.; LASIERRA, P.;: JOHNSON, D.; PINEIRO,
A.; NAVAL, J. Doxorubicin treatment activates a Z-VAD-sensitive caspase, which causes
deltapsim loss, caspase-9 activity, and apoptosis in Jurkat cells. Exp. Cell. Res., v. 258, n. 1,
p. 223-235, 2000.

GEORGIEVA, D.; RISCH, M.;, KARDAS, A.; BUCK, F.; VON BERGEN, M.; BETZEL, C.
Comparative analysis of the venom proteomes of Vipera ammodytes ammodytes and Vipera
ammodytes meridionalis. J. Proteome Res., v. 7, n. 3, p. 866-886, 2008.

GESKE, F. J.; GERSCHENSON, L. E. The biology of apoptosis. Hum. Pathol., v. 32, n. 10,
p. 1029-1038, 2001.

GLASER, K. B.; MOBILIO, D.; CRESPO, M. S.; NIETO, M. L. Secretory phospholipase A,
enzymes: regulation and inhibition. Trends Pharmacol. Sci., v. 14, n. 3, p. 92-98, 1993.

GOMEZ, S. I.; STRICK, D. M.; ROMERQO, J. C. Role of nitric oxide and prostaglandin in the
maintenance of cortical and renal medullary blood flow. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 41, n.2,
p. 170-175, 2008.

GOTTLIEB, E.; VANDER HEIDEN, M. G.; THOMPSON, C. B. Bcl-XL prevents the initial
decrease in mitochondrial membrane potential and subsequent reactive oxygen species
production during tumor necrosis factor alpha-induced apoptosis. Mol. Cell. Biol., v. 20, n.
15, p. 5680-5689, 2000.

GOTTLIEB, R. A. Mitochondrial and apoptosis. Biol. Signals Recept., v. 10, n. 3/4, p. 147-
161, 2001.

GOTTLIEB, R. A. Role of mitochondria in apoptosis. Crit. Rev. Eukaryot. Gene Expr., n.
10, n. 3/4, p. 231-239, 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gamen%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anel%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22P%C3%A9rez-Gal%C3%A1n%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lasierra%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pi%C3%B1eiro%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pi%C3%B1eiro%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Naval%20J%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Exp%20Cell%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Georgieva%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Risch%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kardas%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buck%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22von%20Bergen%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Betzel%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18257516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gomez%20SI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Strick%20DM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Romero%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18297197

164

GREEN, D. R.; KROEMER, G. The pathophysiology of mitochondrial cell death. Science, v.
305, n. 5684, p. 626-629, 2004.

GREEN, D. R.; REED, J. C. Mitochondria and apoptosis. Science, v. 281, n. 5381, p. 1309-
1312, 1998.

GRIMM, P. R.; SANSOM, S. C. BK channels in the kidney. Curr. Opin. Nephrol.
Hypertens., v. 16, n. 5, p. 430-436, 2007.

GRISOTTO, L. S.; MENDES, G. E.; CASTRO, I.; BAPTISTA, M. A.; ALVES, V. A.;: YU,
L.; BURDMANN, E. A. Mechanisms of bee venom-induced acute renal failure. Toxicon, V.
48, n. 1, p. 44-54, 2006.

GRIVICICH, I.; REGNER, A.; ROCHA, A. B. Morte celular por apoptose. Rev. Bras.
Cancerol., v. 53, n. 3, p. 335-343, 2007.

GU, R. M.; WANG, W. H. Arachidonic acid inhibits K channels in basolateral membrane of
the thick ascending limb. Am. J. Physiol. Ren. Physiol., v. 283, n. 3, p. F407-414, 2002.

GUIMARAES, J. A.; FONSECA-NETO, M. D.; ROUQUAYROL, M. Z.; LIMA-VERDE, J.
S. Acidentes ofidicos: identifique-trate. Fortaleza: Centro de Atendimento Toxicoldgico,
1989.

GUPTA, S. Molecular signaling in death receptor and mitochondrial pathways of apoptosis.
Int J. Oncol., v. 22, n. 1, p. 15-20, 2003.

GUPTA, S. Molecular steps of death receptor and mitochondrial pathways of apoptosis. Life
Sci., v. 69, n. 25/26, p. 2957-2964, 2001.

GUTIERREZ, J. M.; CHAVES, S.; GENE, J. A; LOMONTE, B.; CAMACHO, Z;
SCHOSINSKY, K. Myonecrosis induced in mice by a basic myotoxin isolated from the
venom of the snake Botkrops nummifer (jumping viper) from Costa Rica. Toxicon, v. 27, n.
7, p. 735-745, 1989.

GUTIERREZ, J. M.; LOMONTE, B. Phospholipase A, myotoxins from Bothrops snake
venoms, In: KINI, R. M. (Ed.). Venom phospholipase A, enzymes: structure, function and
mechanism. Chichester: Wiley, 1997a. p. 321-352.

GUTIERREZ, J. M.; LOMONTE, B. Phospholipase A, myotoxins from Bothrops snake
venoms. Toxicon, v. 33, n. 11, p. 1405-1424, 1997b.

GUTIERREZ, J. M.;LOMONTE, B.;LEON, G;RUCAVADO, A, CHAVES,
F.; ANGULO, Y. Trends in snakebite envenomation therapy: scientific, technological and
public health considerations. Curr. Pharm. Des., v. 13, n. 28, p. 2935-2950, 2007.

GUTIERREZ, J. M.; OWNBY, C. L. Skeletal muscle degeneration induced by venom
phospholipases A,: insights into the mechanisms of local and systemic myotoxicity. Toxicon,
v. 42, n. 8, p. 915-931, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17693758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Le%C3%B3n%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rucavado%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaves%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaves%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Angulo%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=GUTI%C3%89RREZ%20et%20al.%2C%202007.%20Trends%20in%20snakebite%20envenomation

165

GUTIERREZ, J. M.; THEAKSTON, R. D. G.; WARRELL, D. A. Confronting the neglected
problem of snake bite envenoming: the need for a global partnership. PloS Med., v. 3, n. 6, p.
727-731, 2006.

HACKENTAL, E.; PAUL, M.; GANTEN, D.; TAUGNER, R. Morphology, physiology and
molecular biology of rennin secretion. Physiol. Rev., v. 70, n. 4, p. 1067-1116, 1990.

HALE, A. J.; SMITH, C. A.; SUTHERLAND, L. C.; STONEMAN, V. E.; LONGTHORNE,
V. L.; CULHANE, A. C.; WILLIAMS, G. T. Apoptosis: molecular regulation of cell death.
Eur. J. Biochem., v. 236, n. 1, p. 1-26, 1996.

HANSON, R. W.; BALLARD, F. S. Citrate, pyruvate and lactate contaminants of comercial
serum albumin. J. Lipid. Res., v. 9, n. 5, p. 667-668, 1968.

HARBELL, J. W.; KOONTZ, S. W.; LEWIS, R. W.; LOVELL, D.; ACOSTA, D. Cell
toxicity assays. Food Chem. Toxicol., v. 35, n. 1, p. 79-126, 1997.

HARDMAN, J. G.; LIMBIRD, L. E. Goodman & Gilman: As Bases Farmacologicas da
Pratica Médica. 11. ed. New York: McGraw-Hill; Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.

HARDY D. L.; HAAD, J. J. S. A review of venom toxinology and epidemiology of
envenoming of the bushmaster (Lachesis) with report of a fatal bite. Bull. Chicago Herp.
Soc., v. 33, n. 6, p. 113-123, 1998.

HARRINGTON, H. A.; HO, K. L.; GHOSH, S.; TUNG, K. C. Construction and analysis of a
modular model of caspase activation in apoptosis. Theor. Biol. Med. Model., v. 5, n. 26, p. 1-
15, 2008.

HAVT, A. Toxicidade aguda e alterac6es hematologicas e renais do veneno da serpente
Bothrops jararacussu em ratos. 1999. 161f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) -
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 1999.

HAVT, A.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. The renal effects of Bothrops
jararacussu venom and the role of PLA; and PAF blockers. Toxicon, v. 39, n. 12, p. 1841-
1846, 2001.

HAVT, A.; TOYAMA, M. H.; DO NASCIMENTO, N. R. F.; TOYAMA, D. O.; NOBRE, A.
C. L.; MARTINS, A. M. C.; BARBOSA, P. S. F.; NOVELLO, J. C.; BOSCHERO, A. C,;
CARNEIRO, E. M.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H.S. A. new C-type animal lectin
isolated from Bothrops pirajai is responsible for the snake venom major effects in the isolated
kidney. Int. J. Biochem. Cell. Biol., v. 37, n. 1, p. 130-141, 2005.

HENGARTNER, M. O. The biochemistry of apoptosis. Nature, v. 407, n. 6805, p. 770-776,
2000.

HEBERT, S. C. An ATP-regulated, inwardly rectifying potassium channel from rat kidney
(ROMK). Kidney Int., v. 48, n. 4, p. 1010-1016, 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Theakston%20RD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Warrell%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hale%20AJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sutherland%20LC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stoneman%20VE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Longthorne%20VL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Longthorne%20VL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Culhane%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Williams%20GT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8617251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19077196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19077196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8569061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8569061

166

HERKERT, M.; SHAKHMAN, O.; SCHWEINS, E.; BECKER, C. M. Beta-bungarotoxin is a
potent inducer of apoptosis in cultured rat neurons by receptor-mediated internalization. Eur.
J. Neurosci., v. 14, n. 5, p. 821-828, 2001.

HERR, I.; DEBATIN, K. M. Cellular stress response and apoptosis in cancer therapy. Blood,
v. 98, n. 9, p. 2603-2614, 2001.

HIGUCHI, D. A.; BARBOSA, C. M. V.; BINCOLETTO, C.; CHAGAS, J. R;
MAGALHAES, A.; RICHARDSON, M.; SANCHEZ, E. F.; PESQUERO, J. B.; ARAUJO,
R. C.; PESQUERO, J. L. Purification and partial characterization of two phospholipases A;
from Bothrops leucurus (white-tailed-jararaca) snake venom. Biochimie., v. 89, n. 3, p. 319-
328, 2007.

HIRANO, J; NAKAMURA, K., ITAZAWA, S.; SOHMA, Y., KUBOTA, T;
KUBOKAWA, M. Modulation of the Ca**- activated large conductance K* channel by
intracellular pH in human renal proximal tubule cells. Jpn J. Physiol., v. 52, n. 3, p. 267-276,
2002.

HONDEGHEM, L. M.; RODEN, D. M. Drogas utilizadas nas arritmias cardiacas. In:
KATZUNG, B. G. Farmacologia Basica & Clinica. 8. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2001. p. 193-215.

HUMES, H. D.; NGUYEN, V. D.; CIESLINSKI, D. A.; MESSANA, J. M. The role of free
fatty acids in hypoxia-induced injury to renal proximal tubule cells. Am. J. Physiol., v. 256,
n. 4, Pt. 2, p. F688-696, 1989.

HUNTER, M.; LOPES, A. G.; BOULPAEP, E.; GIEBISCH, G. Regulation of single
potassium ion channels from apical membrane of rabbit collecting tubule. Am. J. Physiol., v.
251, n. 4, Pt. 2, p. F725-733, 1986.

IMIG J. D.; NAVAR L. G. Afferent arteriolar response to arachidonic acid: involvement of
metabolic pathways. Am. J. Physiol., v. 271, n. 1, p. 87-93, 1996.

ISRAELS, L. G.; ISRAELS, E. D. Apoptosis. Steam Cells, v. 17, n. 5, p. 306-313, 1999.

JIMENEZ, N.; ESCALANTE, T.; GUTIERREZ, J. M.; RUCAVADO, A. Skin pathology
induced by snake venom metalloproteinase: acute damage, revascularization, and re-
epithelization in a mouse ear model. J. Invest. Dermatol., v. 128, n. 10, p. 2421-2428, 2008.

JORGE, M.T.; RIBEIRO, L.A.; O'CONNELL, J.L. Prognostic factor for amputation in the
case of envenoming by snake of the Bothrops genus (Viperidae). Ann. Trop. Med.
Parasitol., v. 93, n. 4, p. 401-408, 1999.

JORGE, M. T.; RIBEIRO, L. A,; SILVA, M. L.; KUSANO, E. J. U.; MENDONCA, J. S.
Bacteriology of abscesses complicating Bothrops snake bite in humans: a prospective study.
Toxicon, v. 32, n. 6, p. 743-788, 1994.

JOSEPH, R.; PAHARI, S.; HODGSON, W. C.; KINI, R. M.. Hipotensive agents from snake
venoms. Curr. Drug Targets Cardiovasc. Haematol. Disord., v. 4, n. 4, p. 437-759, 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Herkert%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shakhman%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schweins%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Becker%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11576186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11576186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Higuchi%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barbosa%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bincoletto%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chagas%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Magalhaes%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Richardson%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sanchez%20EF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pesquero%20JB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Araujo%20RC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Araujo%20RC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pesquero%20JL%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochimie.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirano%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakamura%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Itazawa%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sohma%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kubota%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kubokawa%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=HIRANO%20et%20al.%2C%202002.%20Modulacion%20of%20the%20Ca2%2B-activated%20large%20conductance%20K%2B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Humes%20HD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nguyen%20VD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cieslinski%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Messana%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2705539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hunter%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lopes%20AG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boulpaep%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giebisch%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=HUNTER%20et%20al.%2C%201986.%20Regulation%20of%20single%20potassium
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18449209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18449209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18449209

167

JOZA, N.; KROEMER, G.; PENNINGER, J. M. Genetic analysis of the mammalian cell
death machinery. Trends Genet., v. 18, n. 3, p. 142-149, 2002.

JUNQUEIRA-DE-AZEVEDQO, I. L. M; DA SILVA, M. B.; CHUDZINSKI-TAVASSI, A.
M.; HO, P. L. Identification and cloning of snake venom vascular endothelial growth factor
(svWEGF) from Bothrops erythromelas pitviper. Toxicon, v. 44, n. 5, p.571-575, 2004.

KAHLE, K. T.; WILSON, F. H.; LENG, Q.; LALIOTI, M. D.; O'CONNELL, A. D.; DONG,
K.; RAPSON A. K.; MACGREGOR, G. G.; GIEBISCH, G.; HEBERT, S. C.; LIFTON, R. P.
WNK4 regulates the balance between renal NaCl reabsorption and K™ secretion. Nat. Genet.,
v. 35, n. 4, p. 372-376, 2003.

KAMANNA, V. S.; BASSA, B. V.; GANJI, S. H.; ROH, D. D. Bioactive lysophospholipids
and mesangial cell intracellular signaling pathways: role in the pathobiology of kidney
disease. Histol. Histopathol., v. 20, n. 2, p. 603-613, 2005.

KAWAHARA, K.; OGAWA, A.; SUZUKI, M. Hyposmotic activation of Ca-activated K
channels in cultured rabbit kidney proximal tubule cells. Am. J. Physiol., v.260, n. 1, Pt. 2, p.
F27-33, 1991.

KIM, H. S; LEE, Y. S.; KIM, D. K. Doxorubicin exerts cytotoxic effects through cell cycle
arrest and Fas-mediated cell death. Pharmacol., v. 84, n. 5, p. 300-309, 20009.

KIM, H.; YOON, S. C.; LEE, T. Y.; JEONG, D. Discriminative cytotoxicity assessment
based on various cellular damages. Toxicol. Lett., v. 184, n. 1, p. 13-17, 20009.

KINI, R. M. Excitement ahead: structure, function and mechanism of snake venom
phospholipase A, enzymes. Toxicon, v. 42, n. 8, p. 827-840, 2003.

KINI, R. M.; EVANS, H. J. A model to explain the pharmacological effects of snake venom
phospholipases. Toxicon, v. 27, n. 6, p. 613-635, 1989.

KINI, R. M.; IWANAGA, S. Structure-function relationships of phospholipases Il: Charge
density distribution and the myotoxicity of presynaptically neurotoxic phospholipases.
Toxicon, v. 24, n. 9, p. 895-905, 1986.

KOH, D. C. I.; ARMUGAN, A.; JEYASEELAN, K. Snake venom components and their
applications in biomedicine. Cell. Mol. Life Sci., v. 63, n. 24, p. 3030-3041, 2006.

KOHJIMOTO, Y.; HONEYMAN, T. W.; JONASSEN, J.; GRAVEL, K.; KENNINGTON,
L.; SCHEID, C. R. Phospholipase A, mediates immediate early genes in cultured renal
epithelial cells: possible role of lysophospholipid. Kidney Int., v. 58, n. 2, p. 638-646, 2000.

KRAMER, H. J.; STINNESBECK, B. A.; KLAUTKE, H. J.; KIPNOWSKI, J., GLAENZER,
K. and DUESING, R. Interaction of renal prostaglandin with the renin-angiotensin and renal
adrenergic nervous system in healthy subjects during dietary changes in sodium intake. Clin.
Sci., v. 68, n. 4, p. 387-393, 1985.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15450933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15450933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kahle%20KT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wilson%20FH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leng%20Q%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lalioti%20MD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O%27Connell%20AD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dong%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dong%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rapson%20AK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22MacGregor%20GG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giebisch%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hebert%20SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lifton%20RP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14608358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kamanna%20VS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bassa%20BV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ganji%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roh%20DD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15736064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kawahara%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ogawa%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Suzuki%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1992778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19829019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19829019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoon%20SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20TY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jeong%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=discriminative%20cytotoxicity%20assessment%20based%20on%20various%20cellular%20damages
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3544338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3544338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10916087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10916087

168

KRIZAJ, |.; BIEBER, A. L.; RITONJA, A.; GUBENSEK, F. The primary structure of
ammodytin L, a myotoxic phospholipase A; homologue from Vipera ammodytes venom. Eur.
J. Biochem., v.202, n. 3, p.1165-1168, 1991.

KROEMER, G.; REED, J. C. Mitochondrial control of cell death. Nat. Med., v. 6, n. 5, p.
513-516, 2000.

KUDO, I.; MURAKAMI, M. Phospholipase A, enzymes.Prostaglandins Other Lipid
Mediat., v. 68-69, p. 3-58, 2002.

KUIDA, K. Caspase-9. Intern. J. Biochem.Cell Biol., v. 32, n. 2, p. 121-124, 2000.

KUSMA, J.; CHAIM, O. M.; WILLE, A. C.; FERRER, V. P.; SADE, Y. B.; DONATTI, L.;
GREMSKI, W.; MANGILI, O. C.; VEIGA, S. S. Nephrotoxicity caused by brown spider
venom phospholipase-D (dermonecrotic toxin) depends on catalytic activity. Biochimie., v.
90, n. 11/12, p.1722-1736, 2008.

KUWATA, H.; SAWADA, H.; MURAKAMI, M.; KUDO, I. Role of type IIA secretory
phospholipase A; in arachidonic acid metabolism. Adv. Exp. Méd. Biol., v. 469, p.183-188,
1999.

LAING, G. D.; MOURA-DA-SILVA, A. M. Jararhagin and its multiple effects on
hemostasis. Toxicon, v. 45, n. 8, p. 987-996, 2005.

LAMBEAU, G.; LAZDUNSKI, M. Receptors for a growing family of secreted
phospholipases A,. Trends Pharmacol. Sci., v. 20, n. 4, p. 162-170, 1999.

LANDUCCI, E. C. T.; CASTRO, R. C.; PEREIRA, M. F.; CINTRA, A. C. O.; GIGLIO, J.
R.; MARANGONI, S.; OLIVEIRA, B.; CIRINO, G.; ANTUNES, E.; De NUCCI, G. Mast
cell degranulation induced by two phospholipase A, homologues: dissociation between
enzymatic and biological activities. Eur. J. Pharmacol., v. 343, n. 2/3, p. 257-263, 1998.

LANDUCCI, E. C. T.; TOYAMA, M. H.; MARANGONI, S.; OLIVEIRA, B.; CIRINO, G.;
ANTUNES, E.; NUCCI, G. Effect of crotapotin and heparin on the rat paw edema induced by
different secretory phospholipase A, Toxicon, v. 38, n. 2, p. 199-208, 2000a.

LANDUCCI, E. C. T.; DE CASTRO, R. C.; TOYAMA, M. H.; GIGLIO, J. R,
MARANGONI, S.; DE NUCCI, G., ANTUNES E. Inflammatory oedema induced by the lys-
49 phospholipase A(2) homologue piratoxin-i in the rat and rabbit. Effect of polyanions and
p-bromophenacyl bromide. Biochem. Pharmacol., v. 59, n. 10, p. 1289-1294, 2000b.

LAVRIK, I. N.; GOLKS, A.; KRAMMER, P. H. Caspases: pharmacological manipulation of
cell death. J. Clin. Invest., v. 115, n. 10, p. 2665-2672, 2005.

LEE, C.; PARK, D. W.; LEE, J.; LEE, T. I.; KIM, Y. J.; LEE,Y. S.; BAEK, S. H. Secretory
phospholipase A, induces apoptosis through TNF-alpha and cytochrome c-mediated caspase
cascade in murine macrophage RAW 264.7 cells. Eur. J. Pharmacol., v. 536, n. 1/2, p. 47-
53, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12432908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18760322
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18760322
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10667329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10667329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10322502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10322502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lavrik%20IN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Golks%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krammer%20PH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16200200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16564042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16564042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16564042

169

LEE, W. H.; DA-SILVA-GIOTTO, M. T.;, MARANGONI, S.; TOYAMA, M. H,;
POLICARPOV, I.; GARRAT, R. C. Structural basis for low catalytic activity in Lys49
phospholipases A-a hypotesis: the crystal structure of piratoxin Il complexed to fatty acid.
Biochem., v. 40, n. 1, p. 28-36, 2001.

LEI, X.; BARBOUR, S. E.;, RAMANADHAM, S. Group VIA Ca**-independent
phospholipase A, (iPLA;beta) and its role in beta-cell programmed cell death. Biochimie., v.
92, n. 6, p. 627-637, 2010a.

LEI, X.; ZHANG, S.; EMANI, B.; BARBOUR, S. E.; RAMANADHAM, S. A link between
endoplasmic reticulum stress-induced B-cell apoptosis and the group VIA Ca®*-independent
phospholipase A; (iPLA2p). Diabetes Obes. Metab., v. 12, n. 2, p. 93-98, 2010b.

LI, P.; NIJHAWAN, D.; BUDIHARDJO, I.; SRINIVASULA, S. M.; AHMAD, M.;
ALNEMRI, E. S.; WANG, X. Cytochrome c¢ and ATP-dependent formation of Apaf-
1/capase-9 complex initiates an apoptotic protease cascade. Cell., v. 91, n. 4, p. 479-4809,
1997.

LIEBERTHAL, W.; NIGAM, S. K. Acute Renal Failure. 1. Relative Importance of Proximal
vs. Distal Tubular Injury. Am. J. Physiol., v. 275, n. 5, Pt 2, p. F623-631, 1998.

LIGA DE NEUROCIRURGIA SISTEMANERVOSO.COM. Mecanismos da apoptose.
Disponivel em:<http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia
id=202&materiaver=1>. Acesso em: 10 set. 2010.

LING, B. N.; HINTON, C. F.; EATON, D. C. Potassium permeable channels in primary
cultures of rabbit cortical collecting tubule. Kidney Int., v. 40, n. 3, p. 441-452, 1991.

LIU, C. S.; CHEN, J. M.; CHANG, C. H.; CHEN, S. W; TENG, C. M; TSAI, L. H. The
amino acid sequence and properties of an edema-inducing Lys-49 phospholipase A, homolog
from the venom of Trimeresurus mucrosquamatus. Biochim. Biophys. Acta., v. 1077, n. 3, p.
362-370, 1991.

LIU, W.; XU, S.; WODA, C.; KIM, P.; WEINBAUM, S.; SATLIN, L. M. Effect of flow and
stretch on the [Ca®']i response of principal and intercalated cells in cortical collecting duct.
Am. J. Physiol. Renal Physiol., v. 285, n. 5, p. F998-1012, 2003.

LIU, W. H.; KAO, P. H.; CHIOU, Y. L.; LIN, S. R.; WU, M. J.; CHANG, L. S. Catalytic
activity-independent pathway is involved in phospholipase A.-induced apoptotic death of
human leukemia U937 cells via Ca**-mediated p38 MAPK activation and mitochondrial
depolarization. Toxicol. Lett., v. 185, n. 2, p. 102-109, 20009.

LIZANO, S.; DOMONT, G.; PERALES, J. Natural phospholipase A, myotoxin inhibitor
proteins from snakes, mammals and plants. Toxicon, v. 42, n. 8, p. 963-977, 2003.

LOBNER, D. Comparison of the LDH and MTT assays for quantifying cell death: validity for
neuronal apoptosis? J. Neurosci. Methods, v. 96, n. 2, p. 147-152, 2000.

LOEFFLER, M.; KREMER, G. The mitochondrion in cell death control: certainties and
incognita. Exp. Cell. Res., v. 256, n. 1, p. 19-26, 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20083151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20083151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21029305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21029305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21029305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nijhawan%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Budihardjo%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Srinivasula%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ahmad%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alnemri%20ES%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ling%20BN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hinton%20CF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Eaton%20DC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1664902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Woda%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Weinbaum%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Satlin%20LM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19118607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19118607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19118607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19118607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lobner%20D%22%5BAuthor%5D

170

LOMONTE, B.; ANGULO, Y.; CALDERON, L. An overview of lysine-49 phospholipase A,
myotoxins from crotalid snake venoms and their structural determinants of myotoxic action.
Toxicon, v. 42, n. 8, p. 885-901, 2003a.

LOMONTE, B.; ANGULO, Y.: RUFINI, S.; CHO, W.; GIGLIO, J. R.; OHNO, M.
DANIELE, J. J.; GEOGHEGAN, P.; GUTIERREZ, J. M. Comparative study of the cytolytic
activity of myotoxic phospholipases A2 on mouse endothelial (tEnd) and skeletal muscle
(C2C12) cells in vitro. Toxicon, v. 37, n. 1, p. 145-158, 1999.

LOMONTE, B.; ANGULO, Y.; SANTAMARIA C. Comparative study of synthetic peptides
corresponding to region 115-129 in Lys49 myotoxic phospholipases A, from snake venoms.
Toxicon, v. 42, n. 3, p. 307-312, 2003b.

LOMONTE, B.; ANGULO, Y.; SASA, M.; GUTIERREZ, J. M. The phospholipase A,
homologues of snake venoms: Biological activities and their possible adaptive roles. Protein
Pept. Lett., v. 16, n. 8, p. 860-876, 2009b.

LOMONTE, B.; GUTIERREZ, J. M. A new muscle damaging toxin miotoxin Il, from the
venom of the snake Bothrops asper (terciopelo). Toxicon, v. 27, n. 7, p. 725-733, 1989.

LOMONTE, B.; LEON, G.; ANGULO, Y.; RUCAVADO, A.; NUNEZ, V. Neutralization of
Bothrops asper venom by antibodies, natural products and synthetic drugs: Contributions to
understanding snakebite envenomings and their treatment. Toxicon, v. 54, n. 7, p. 1012-1028,
2009a.

LOMONTE, B.; MORENO, E.; TARKOWSKI, A.; HANSON, L. A.; MACCARANA, M.
Neutralizing interaction between heparins and myotoxin 11, a lysine 49 phospholipase A, from
Bothrops asper snake venom. Identification of a heparin-binding and cytolytic toxin region by
the use of synthetic peptides and molecular modeling. J. Biol. Chem., v. 269, n. 47, p. 29867-
29873, 1994b.

LOMONTE, B.; TARKOWSKI, A.; HANSON, L. A. Host response to Bothrops asper snake
venom analysis of edema formation, inflammatory cell and cytokine release in a mouse
model. Inflammation, v. 17, n. 2, p. 93-105, 1993.

LOMONTE, B.; TARKOWSKI, A.; HANSON, L. A. Broad cytolitic specificity of myotoxin
I1, a lysine-49 phospholipase A, of Bothrops asper snake venom. Toxicon, v. 32, n. 1, p. 41-
45, 1994a.

LORO, L. L.; VINTERMYR, O. K.; JOHANNESSEN, A. C. Cell death regulation in oral
squamous cell carcinoma: methodological considerations and clinical significance. J. Oral
Pathol. Med., v. 32, n. 3, p. 125-138, 2003.

LYNCH, V. J. Investing an arsenal: adaptive evolution and neofunctionalization of snake
venom phospholipase A; genes. BMC Evol. Biol., v. 7, n. 2, p. 1-14, 2007.

MA, A. D.; WU, S. Y.; ZHANG, J. J; LI, Z. Q.; XU, W.; WEN, X. Y.; YU, L.;, WU, S. G.
Purification of a new phospholipase A, homologue from Agkistrodon blomhoffii siniticus and
its effects on gene expression profile of Hep3B cells. Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao, v.
26, n. 1, p. 75-79, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15019489&ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9920486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9920486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9920486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14559083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14559083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19689412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19689412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19324064?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19324064?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19324064?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moreno%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tarkowski%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanson%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maccarana%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7961981
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vintermyr%20OK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ma%20AD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20SY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20ZQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wen%20XY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20SG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16495181

171

MACKENZIE, S. H.; SCHIPPER, J. L.; CLARK, A. C. The potential for caspases in drug
discovery. Curr. Opin. Drug Discov. Devel., v. 13, n. 5, p. 568-576, 2010.

MADIN, S. H.; DARBY, N. B. As catalogued in American Type culture collection. Catalog
Strains, v. 2, p. 574-576, 1958.

MAGRO, A. J.,; MURAKAMI, M. T.; MARCUSSI, S.; SOARES, A. M.; ARNI, R. K;
FONTES, M. R. M. Crystal structure of an acidic platelet aggregation inhibitor and
hypotensive phospholipase A, in the monomeric and dimeric states: insights into its
oligomeric state. Biochem. Biophys. Res. Commun., v. 323, n. 1, p. 24-31, 2004.

MAIA, R. C., CULVER, C. A.; LASTER, S. M. Evidence against Calcium as a Mediator of
Mitochondrial Dysfunction during Apoptosis Induced by Arachidonic Acid and Other Free
Fatty Acids. J. Immunol., v. 177, n. 9, p. 6398-6404, 2006.

MAIER, K. G.; ROMAN, R. J. Cytochrome P450 metabolites of arachidonic acid in the
control of renal function. Curr. Opin. Nephrol. Hypertens., v. 10, n. 1, p. 81-87, 2001.

MALNIC, G.; KLOSE, R. M.; GIEBISCH, G. Micropuncture study of renal potassium
excretion in the rat. Am. J. Physiol., v. 206, p. 674-686, 1964.

MALUF, L. M. P.; POMPEIA, C. Morte Celular: Apoptose e Necrose. In: PERES, C. M,;
CURI, R. Como cultivar células. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2005. cap. 30, p. 200-
226.

MAROTTA, A. M. M.; ALENCAR, M. R. P.; ANDRADE, T. A.; XAGORARIS, M
RUIVO, G. F. Insuficiéncia renal aguda apos acidente botropico: um relato de caso. Rev.
Biocién., v. 12, n. 1/2, p. 88-93, 2006.

MARTINEZ-MALDONATO, M.; STAWROULAKI-TSAPARA, A.; TSAPARA, N.; SUKI,
W.N.; EKNOYAN, G. Renal effects of lithium administration in rats: alterations in water and
eletrolyte metabolism and the response to vasopressin and cyclic-adenosine monophosphate
during prolonged administration. J. Lab. Clin. Med., v. 80, n. 3, p. 445-461, 1978.

MARTINS, A. M. C.; MONTEIRO, H. S. A;; JUNIOR, E. O. G.; MENEZES, D. B;
FONTELES, M. C. Effects of Crotalus durissus cascavella venom in the isolated rat Kidney.
Toxicon, v. 36, n. 10, p. 1441-1450, 1998.

MARTINS, A. M. C.; SOUSA, F. C. M.; BARBOSA, P. S. F.; TOYAMA, M. H;
TOYAMA, D. O.; APRIGIO, C. C.; QUEIROZ, M. G. R.; GUARNIERI, M. C; HAVT, A,;
DE MENEZES, D. B.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. Action of anti-bothropic
factor isolated from Didelphis marsupialis on renal effects of Bothrops erythromelas venom.
Toxicon, v. 46, n. 6, p. 595-599, 2005.

MARTIROSYAN, A.; CLENDENING, J. W.; GOARD, C. A.; PENN, L. Z. Lovastatin
induces apoptosis of ovarian cancer cells and synergizes with doxorubicin: potential
therapeutic relevance. BMC Cancer, v. 10, n. 103, p. 1-13, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22MacKenzie%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schipper%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Clark%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20812148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Magro%20AJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Murakami%20MT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marcussi%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soares%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arni%20RK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fontes%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15351695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22MALNIC%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22KLOSE%20RM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22GIEBISCH%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14166157
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16168450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16168450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martirosyan%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Clendening%20JW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goard%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Penn%20LZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=RLeosevarcahs%20arttaicltein%20induces%20apoptosis%20of%20ovarian%20cancer%20cells%20and%20synergizes%20with%20doxorubicin%3A%20potential%20therapeutic%20relevance

172

MARUYAMA, M.; KAMIGUTI, A. S.; TOMY, S. C.; ANTONIO, L. C.; SUGIKI, M;
MIHARA, H. Prothrombin and factor X activating properties of Bothrops erythromelas
venom. Ann. Trop. Med. Parasitol., v. 86, n. 5, p. 549-556, 1992.

MASSART, C.; BARBET, R.; GENETET, N.; GIBASSIER, J. Doxorubicin induces Fas-
mediated apoptosis in human thyroid carcinoma cells. Thyroid, v. 14, n. 4, p. 263-270, 2004.

MATSUI, T.; FUIIMURA, Y.; TITANI, K. Snake venom proteases affecting hemostasis and
thrombosis. Biochim. Biophys. Acta., v. 1477, n. 1/2, p. 146-156, 2000.

MEBS, D. Enzymes in snake venom: an overview. In: BAILEY, G.S. (Ed.). Enzymes from
snake venom. Fort Collins, USA: Alaken, 1998. p. 1-10.

MELGAREJO. A. R. Se[pentes Peconhentas do Brasil. In: CARDOSO, J. L. C.; FRANCA,
F.O.S.; WEN, F. H.; MALAQUE, C. M. S.; HADDAD JR., V. (Ed.). Animais peconhentos
no Brasil: biologia, clinica e terapéutica dos acidentes. 2. ed. Sdo Paulo: Sarvier, 2009. p.33-
61.

MILANI, J. R. R.; JORGE, M. T.; DE CAMPOS, F. P.; MARTINS, F. P.; BOUSSO, A.;,
CARDOQOSQ, J. L.; RIBEIRO, L. A.; FAN, H. W.; FRANCA, F. O.; SANO-MARTINS, I. S;;
CARDOSO, D.; IDE FERNANDEZ, C.; FERNANDES, J. C.;, ALDRED, V. L,
SANDOVAL, M. P.; PUORTO, G.; THEAKSTON, R. D.; WARRELL, D. A. Snake bites by
the jararacucu (Bothrops jararacussu): clinicopathological studies of 29 proven cases in Sao
Paulo State, Brazil. Q.J.M., v. 90, n. 5, p. 323-334, 1997.

MINKO, T.; KOPECKOVA, P.; KOPECEK, J. Primary evaluation of caspases-dependent
apoptosis signaling pathways of free and HPMA copolymer-bound doxorrubicin in human
ovarian carcinoma cells. J. Control. Release, v. 71, n. 3, p. 227-237, 2001.

MISE, Y. F.; LIRA-DA-SILVA, R. M.; CARVALHO, F. M. Envenomation by Bothrops in
the State of Bahia: epidemiological and clinical aspects. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 40,
n. 5, p. 569-573, 2007.

MITCHELL, R. N. Hemodynamic disorders, thromboembolic disease, and shock. In:
KUMAR, V.; ABBAS, A. K.; FAUSTO, N. Robbins and Cotran: Pathologic basis of
disease. 7th ed. Philadelphia: Saunders, 2005. cap. 4, p.119-144.

MOHAN, M.; KAMBLE, S.; GADHI, P.; KASTURE, S. Protective effect of Solanum
torvum on doxorubicin-induced nephrotoxicity in rats. Food Chem. Toxicol., v. 48, n. 1, p.
436-440, 2010.

MONTECUCCO, C.; GUTIERREZ, J. M.; LOMONTE, B. Cellular pathology induced by
snake venom phospholipase A, myotoxins and neurotoxins: Common aspects of their
mechanisms of action. Cell. Mol. Life Sci., v. 65, n. 18, p. 2897-2912, 2008.

MONTECUCCO, C.; ROSSETO, O. How do presynaptic PLA, neurotoxins block nerve
terminals? Trends Biochem. Sci., v. 25, n. 6, p. 266-270, 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15142359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15142359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mohan%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kamble%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gadhi%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kasture%20S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Food%20Chem%20Toxicol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montecucco%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MONTECUCCO%3B%20GUTI%C3%89RREZ%3B%20LOMONTE%2C%202008

173

MONTEIRO, H. S. A. Efeitos nefrotoxicos do veneno Bothrops jararaca no rim
perfundido de rato: estudo de antagonistas de PAF e da indometacina. 1990. 79 f. Tese
(Doutorado em Medicina)-Universidade Estadual de Campinas, Campinas,1990.

MONTEIRO, H. S. A.; FONTELES, M. C. The effect of Bothrops jararaca venom on rat
kidney after short-term exposure: preliminary results. Pharmacol. Toxicol., v. 85, n. 4, p.
198-200, 1999.

MORA, R.; MALDONADO, A.; VALVERDE, B.; GUTIERREZ, J. M. Calcium plays a key
role in the effects induced by a snake venom Lys49 phospholipase A, homologue on a
lymphoblastoid cell line. Toxicon, v. 47, n. 1, p.75-86, 2006.

MORA, R.; VALVERDE, B.; DIAZ, C.; LOMONTE, B; GUTIERREZ, J. M. A Lys49
phospholipase A, homologue from Bothrops asper snake venom induces proliferation,
apoptosis and necrosis in a lymphoblastoid cell line. Toxicon, v. 45, n. 5, p. 651-660, 2005.

MORENO E.; QUEIROZ-ANDRADE, M.; LIRA-DA-SILVA, R. M.; TAVARES-NETO, J.
Clinical and epidemiological characteristics of snakebites in Rio Branco, Acre. Rev. Soc.
Bras. Méd. Trop., v. 38, n. 1, p. 15-21, 2005.

MORTARI, M. R.; CUNHA, A. O.; FERREIRA, L. B.; DOS SANTOS, W. F. Neurotoxins
from invertebrates as anticonvulsants: from basic research to therapeutic application.
Pharmacol. Ther., v. 114, n. 1, p. 171-183, 2007.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and citotoxicity. J. Immunol. Methods, v. 65, n. 1/2, p. 55-63, 1983.

MOURA-DA-SILVA, A. M.; CARDOSO, D. F.; TANIZAKI, M. M. Differences in
distribution on myotoxic proteins in venoms from different Bothrops species. Toxicon, v. 28,
n. 11, p. 1293-1301. 1990a.

MOURA-DA-SILVA, A. M.; LIMA, M. R.; NISHIKAWA, A. K.; BRODSKYN, C. |;
SANTOS, M. C.; FURTADO, M. F. D.; DIAS DA SILVA, W.D.; MOTA, I. Antigenic cross-
reativity of venoms obtained from snakes of genus Bothrops. Toxicon, v. 28, n. 2, p. 181-188,
1990b.

MOURA DA SILVA, A. M.; DESMOND, H.; LAING, G.; THEAKSTON, R. D. G. Isolation
and comparison of myotoxins isolated from venoms of different species of Bothrops snakes.
Toxicon, v. 29, n. 6, p. 713-723, 1991.

MOURA-DA-SILVA, A. M.; RAMOS, O. H. P,; BALDO, C.; NILAND, S.; HANSEN, U.;
VENTURA, J. S.; FURLAN, S.; BUTERA, D.; DELLA-CASA, M. S.; TANJONI, I;
CLISSA, P. B.; FERNANDES, |.; CHUDZINSKI-TAVASSI, A. M.; EBLE, J. A. Collagen
binding is a key factor for the hemorrhagic activity of snake venom metalloproteinases.
Biochimie., v. 90, n. 3, p. 484-492, 2008.

MULLER, I.; JENNER, A.; BRUCHELT, G.; NIETHAMMER, D.; HALLIWELL, B. Effect
of concentration on the cytotoxic mechanism of Doxorubicin-apoptosis and oxidative DNA
damage. Biochem. Biophys. Res. Commun., v. 230, n. 2, p. 254-257, 1997.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moreno%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Queiroz-Andrade%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lira-da-Silva%20RM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tavares-Neto%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18096518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18096518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22M%C3%BCller%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jenner%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bruchelt%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Niethammer%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Halliwell%20B%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochem%20Biophys%20Res%20Commun.');

174

MURAKAMI, T.; KAMIKADO, N.; FUJIIMOTO R.; HAMAGUCHI, K.; NAKAMURA, H.;
CHIJIWA, T.; OHNO, M.; ODA-UEDA, N. A [Lys*°] phospholipase A, from Protobothrops
flavoviridis venom induces caspase-independent apoptotic cell death accompanied by rapid
plasma-membrane rupture in human leukemia cells. Biosci. Biotechnol. Biochem., v. 75, n.
5, p. 864-870, 2011.

MURPHY, K. M.; RANGANATHAN, V.; FARNSWORTH, M. L.; KAVALLARIS, M,;
LOCK, R. B. Bcl-2 inhibits Bax translocation from cytosol to mitochondria during drug-
induced apoptosis of human tumor cells. Cell. Death Differ., v. 7, n. 1, p. 102-111, 2000.

NAHAS, L.; KAMIGUTI, A. S.; BARROS, M. A. R. Thrombin-like and factor X- activador
components of Bothrops snake venom. Thrombos. Haemostas., v. 41, n. 2, p. 314-328, 1979.

NAHAS, L.; KAMIGUTI, A. S.; RZEPPA, H. W.; SANO, I. S.; MATSUNAGA, S. Effect of
heparin on the coagulant action of snake venoms. Toxicon, v. 13, n. 6, p. 457-463, 1975.

NAISMITH, J. H.; SPRANG, S. R. Modularity in the TNF-receptor family. Trends
Biochem. Sci., v. 23, n. 2, p. 74-79, 1998.

NASCIMENTO, J. M.; FRANCHI, G. C. JR.; NOWILL, A. E.; COLLARES-BUZATO, C.
B.; HYSLOP, S. Cytoskeletal rearrangement and cell death induced by Bothrops alternatus
snake venom in cultured Madin-Darby canine kidney cells. Biochem. Cell. Biol., v. 85, n. 5,
p. 591-605, 2007.

NATARAJAN, R.; REDDY, M. A. HETES/EEts in renal glomerular and epithelial cell
functions. Curr. Opin. Pharmacol., v. 3, n. 2, p. 198-203, 2003.

NEVALAINEN, T. J.; PEURAVUORI, H.J.; QUINN, R.J.; LLEWELLYN, L.E.; BENZIE,
J. A.; FENNER, P. J.; WINKEL, K. D. Phospholipase A; in cnidaria. Comp. Biochem.
Physiol. Biochem. Mol. Biol., v. 139, n. 4, p. 731-735, 2004.

NUNEZ, C. E.; ANGULO, Y.; LOMONTE, B. ldentification of the myotoxic site of the
Lys49 phospholipase A, from Agkistrodon piscivorus piscivorus snake venom: synthetic C-
terminal peptides from Lys49, but not from Asp49 myotoxins, exert membrane-damaging
activities. Toxicon, v. 39, n. 10, p. 1587-1594, 2001.

NUNEZ, V.; ARCE, V.; GUTIERREZ, J. M.; LOMONTE, B. Structural and functional
characterization of myotoxin I, a Lys49 phospholipase A, homologue from the venom of the
snake Bothrops atrox. Toxicon, v. 44, n. 1, p. 91-101, 2004.

OGUNGBADE, G. 0O.; AKINSANMI, L. A.; JIANG, H.; OYEKAN, A. O. Role of
epoxyeicosatrienoic acids in renal functional response to inhibition of NO production in the
rat. Am. J. Ren. Physiol., v. 285, n. 5, p. F955-964, 2003.

OLIVEIRA, A. H. C.; GIGLIO, J. R.; ANDRIAO-ESCARSO, S. H.; ITO A. S.; WARD, R. J.
A pH-induced dissociation of the dimeric form of a lysine 49-phospholipase A abolishes
Ca“*- independent membrane damaging activity. Biochem., v. 40, n. 23, p. 6912-6920, 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21597201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21597201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21597201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nascimento%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Franchi%20GC%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nowill%20AE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Collares-Buzato%20CB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Collares-Buzato%20CB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hyslop%20S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochem%20Cell%20Biol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22N%C3%BA%C3%B1ez%20CE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Angulo%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15225567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15225567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15225567

175

OLIVEIRA, A. L.; PINTO, J. L. F.; FONSECA, A. L. A, CAPUTTO, L. Z.; FONSECA, F.
L. A. Avaliagdo epidemioldgica e laboratorial de pacientes que sofreram acidente ofidico na
cidade de Miracatu (Vale do Ribeira, S&o Paulo). Rev. Patol. Trop., v. 37, n. 3, p. 268-274,
2008.

OLIVEIRA, D. G.; TOYAMA, M. H.: NOVELLO, J. C.. BERIAM, L. O. S;
MARANGONI, S. Structural and functional characterization off basic PLA, isolated from
Crotalus durissus terrificus venom. J. Prot. Chem., v. 21, n. 3, p. 161-168, 2002.

OLIVEIRA F. N.; BRITO, M. T.; DE MORAIS, I. C.; FOOK, S. M.; DE ALBUQUERQUE,
H. N. Accidents caused by Bothrops and Bothropoides in the State of Paraiba:
epidemiological and clinical aspects. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 43, n. 6, p. 662-667,
2010.

OLIVEIRA, J. C. R.; DE OCA, H. M.; DUARTE, M. M.; DINIZ, C. R.; FORTES-DIAS, C.
L. Toxicity of South American snake venoms measured by an in vitro cell culture assay.
Toxicon, v. 40, n. 3, p. 321-325, 2002.

ORRENIUS, S.; BURKITT M. J.; KASS, G. E.; DYPBUKT, J. M.; NICOTERA, P. Calcium
jons and oxidative cell injury. Ann. Neurol., v. 32, p. S33-42, 1992.

OTERO, R.; NUNEZ, V.; GUTIERREZ, J. M.; ROBLES, A.; ESTRADA, R.; OSORIO, R.
G.; DEL-VALLE, G.; VALDERRAMA, R.; GIRALDO, C. A. Neutralizing capacity of a new
monovalent anti-Bothrops atrox antivenom: comparison with two commercial antivenoms.
Braz. J. Med. Biol. Res., v. 30, n. 3, p. 375-379, 1997.

OYEKAN, A. O.; YOUSEFF, T.; FULTON, D.; QUILLEY, J. and McGIFF, J. C. Renal
cytochrome P450 w-hydroxylase and epoxygenase activity are differentially modified by
nitric oxide and sodium chloride. J. Clin. Invest., v. 104, n. 8, p. 1131-1137, 1999.

OWNBY, C. L.; SELISTRE DE ARAUJO, H. S.; WHITE, S. P.; FLETCHER, J. E. Lysine
49 phospholipase A; protein. Toxicon, v. 37, n. 3, p. 411-445, 1999.

PAL, S. K.; GOMES, A.; DASGUPTA, S. C.; GOMES, A. Snake venom as therapeutic
agents: from toxin to drug development. Indian J. Exp. Biol., v. 40, n. 2, p. 1353-1358, 2002.

PALMER, L. G.; FRINDT, G. Na" and K" transport by the renal connecting tubule. Curr.
Opin. Nephrol. Hypertens., v. 16, n. 5, p. 477-483, 2007a.

PALMER, L. G.; FRINDT, G. High-conductance K channels in intercalated cells of the rat
distal nephron. Am. J. Physiol. Renal Physiol., v. 292, n. 3, p. F966-973, 2007b.

PARAMO, L.; LOMONTE, B.; PIZARRO-CERDA, J.; BENGOECHEA, J. A.; GORVEL, J.
P.; MORENO,E. Bactericidal activity of Lys49 and Asp49 myotoxic phospholipases A, from
Bothrops asper snake venom:synthetic Lys49 myotoxin I1-(115-129) peptide identifies its
bactericidal region Eur. J. Biochem., v. 253, n. 2, p. 452-461, 1998.

PEIXOTO, E. B. M. I. Modulacgéo in vitro da funcdo de barreira epitelial e integridade da
juncdo de ocluséo, em linhagem celular MDCK. 2003. 91f Dissertacdo (Mestrado)
Instituto de Biologia. Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliveira%20FN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brito%20MT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Morais%20IC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fook%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Albuquerque%20HN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Albuquerque%20HN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliveira%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Oca%20HM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duarte%20MM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Diniz%20CR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fortes-Dias%20CL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fortes-Dias%20CL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Orrenius%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Burkitt%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kass%20GE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dypbukt%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nicotera%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Orrenius%20et%20al.%2C%201992.%20calciuns%20%C3%ADons%20and%20oxidative%20cell%20injury.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Palmer%20LG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Frindt%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17693765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17693765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Palmer%20LG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Frindt%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17062847

176

PEIXOTO, E. B., COLLARES-BUZATO, C. B. Protamine-induced epithelial barrier
disruption involves rearrangement of cytoskeleton and decreased tight junction-associated
protein expression in cultured MDCK strains. Cell. Struct. Funct., v. 29, n. 5/6, p. 165-178,
2005.

PENZO, D.; PETRONILLI, V.; ANGELIN, A.; CUSAN, C.; COLONNA, R,
SCORRANQO, L.; PAGANO, F.; PRATO, M.; DI LISA, F.; BERNARDI, P. Arachidonic
acid released by phospholipase A; activation triggers Ca”*-dependent apoptosis through the
mitochondrial pathway. J. Biol. Chem., v. 279, n. 24, p. 25219-25225, 2004.

PEREIRA, A. L. M.; FRITZEN, M.; FARIA, F.; MOTTA, G.; CHUDZINSKI-TAVASSI, A.
M. Releasing or expression modulating mediator involved in hemostasis by Berythractivase
and Jararhagin (SVMPs). Toxicon, v. 47, n. 7, p. 788-796, 2006.

PEREZ, R.; MELERO, R.; BALBOA, M. A.; BALSINDE, J. Role of group VIA calcium-
independent phospholipase A, in arachidonic acid release, phospholipid fatty acid
incorporation, and apoptosis in U937 cells responding to hydrogen peroxide. J. Biol. Chem.,
v. 279, n. 39, p. 40385-40391, 2004.

PETROS, A. M.; OLEJNICZAK, E. T.; FESIK, S. W. Structural biology of the Bcl-2 family
of proteins. Biochim. Biophys. Acta., v. 1644, n. 2/3, p. 83-94, 2004.

PFAFFL, M. W. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Res., v. 29, n. 9, p. 2002-2007, 2001.

PFEILSCHIFTER, J. Regulation of synthesis and secretion of group Il phospholipase A. In:
GLASER, K. B.; VADAS, P. (Ed.). Phospholipase A; in clinical inflammation: Molecular
Approaches to Pathophysiology. New York: CRC Press, 1995. p. 93-124.

PHILCHENKOV, A. Caspases: potential targets for regulating cell death. J. Cell. Mol. Med.,
V. 8, n. 4, p. 432-444, 2004.

PINHO, F. M.; OLIVEIRA, E. S.; FALEIROS, F. Snakebites in the State of Goias, Brazil.
Rev. Assoc. Med. Bras., v. 50, n. 1, p. 93-96, 2004.

PINHO, F. M. O.; PEREIRA, I. D. Ofidismo. Rev. Assoc. Med. Bras., v. 47, n. 1, p. 24-29,
2001.

PINHO, F. O.; VIDAL, E. C.; BURDIMANN, E. A. Atualizacdo em Insuficiéncia Renal
Aguda: insuficiéncia renal apos acidente crotalico. J. Bras. Nefrol., v. 22, n. 3, p. 162-168,
2000.

PLUZNICK, J. L.;, SANSOM, S. C. BK channels in the kidney: role in K* secretion and
localization of molecular components. Am. J. Physiol. Ren. Physiol., v. 291, n. 3, p. F517-
529, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16626772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16626772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15252038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15252038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15252038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Philchenkov%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15601572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pluznick%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sansom%20SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=PLUZNICK%3B%20SANSOM%2C%202006

177

POLGAR, J.; MAGNENAT, E. M.; PEITSCH, M. C.; WELLS, T. N. C.; CLEMETSON, K.
J. Asp 49 is not an absolute prerequisite for the enzymatic activity of low-Mr phospholipase
A, purification characterization and computer modeling of an enzymically active Ser-49
phospholipase A, ecarpholin S, from the venom of Echis carinatus sochureki (saw-scaled
viper). Biochem. J., v. 319, Pt. 3, p. 961-968, 1996.

POMPEIA, C. Acido Araquidbnico. In: CURI, R.; POMPEIA, C.; MIYAKASA, C. K;
PROCOPIO, J. (Ed.). Entendendo a Gordura: Os Acidos Graxos. 1. ed. S&o Paulo: Manole,
2002. p. 343-366.

POMPERMAYER, K.; ASSREUY, J.; VIEIRA, M. A. R. Involvement of nitric oxide and
potassium channels in the bradykinin-induced vasodilation in the rat kidney perfused ex situ.
Regul. Pept., v. 105, n. 3, p. 155-162, 2002.

PONCE-SOTO, L. A., BONFIM, V. L., RODRIGUES-SIMIONI, L., NOVELLO, J. C,,
MARANGONI, S. Determination of primary structure of two isoforms 6-1 and 6-2 PLA; D49
from Bothrops jararacussu snake venom and neurotoxic characterization using in vitro
neuromuscular preparation. Protein J., v. 25, n. 2, p. 147-155, 2006.

PORTO, B. N.; TELLI, C. A,; DUTRA, T. P.; ALVES, L. S.; BOZZA, M. T.; FIN, C. A;
THIESEN, F. V.; RENNER, M. F. Biochemical and biological characterization of the venoms
of Bothriopsis bilineata and Bothriopsis taeniata. Toxicon, v. 50, n. 2, p. 270-277, 2007.

PRACIANO, T. P. Estudo dos efeitos renais e vasculares do veneno da serpente Crotalus
durissus cumanensis e fracdo isolada. 2009. 99f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Departamento de Farmacia, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, 20009.

PUHR, M.; SANTER, F. R.; NEUWIRT, H.; SUSANI, M.; NEMETH, J. A.; HOBISCH, A;
KENNER, L.; CULIG, Z. Down-regulation of suppressor of cytokine signaling-3 causes
prostate cancer cell death through activation of the extrinsic and intrinsic apoptosis pathways.
Cancer Res., v. 69, n. 18, p. 7375-7384, 2009.

PUORTO, G. Acidentes por Cobras In: SCHVARTSMAN, S. (Coord.). Plantas venenosas e
animais peconhentos. Séo Paulo: Sarvier, 1992. cap.13, p. 143-149.

PURCHASE, I. F.; BOTHAM, P. A.; BRUNER, L. H.; FLINT, O. P.; FRAZIER, J. M;
STOKES, W. S. Workshop overview: scientific and regulatory challenges for the reduction,
refinement, and replacement of animals in toxicity tests. Toxicol. Sci., v. 43, n. 2, p. 86-101,
1998.

QUEIROZ, G. P.; PESSOA, L. A;; PORTARO, F. C. V.; FURTADO, F. M. D. E;
TAMBOURGI, D. V. Interspecific variation in venom composition and toxicity of Brazilian
snakes from Bothrops genus. Toxicon, v. 52, n. 8, p. 842-851, 2008.

RAAB, W.; KAISER, E. Nephrotoxic action of snake venoms. Mem. Inst. Butantan, v. 33,
n. 3, p.1017-1020, 1966.

RAGE, J. Diversity of snakes. In. BAUCHOT, R. (Ed.). Snakes a natural history. New
York: Sterling, 1997. p. 34-47.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19738059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19738059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Purchase%20IF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Botham%20PA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bruner%20LH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Flint%20OP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Frazier%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stokes%20WS%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicol%20Sci.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Furtado%20Mde%20F%22%5BAuthor%5D

178

RAJENDRA, W.; ARMUGAM, A; JEYASEELAN, K. Toxins in anti-nociception and anti-
inflamation. Toxicon, v. 44, n. 1, p. 1-17, 2004.

RAMOS, O. H. P.; SELISTRE-DE-ARAUJO, H. S. Snake venom metalloproteases -
structure and function of catalytic and disintegrin domains. Comp. Biochem. Physiol.
Pharmacol. Toxicol. C., v. 142, n. 3/4, p. 328-346, 2006.

RATCLIFFLE, P. J.; PUKRITTAYAKAMEE, S.; LEDINGHAM, J. G. G.; WARREL, D. A.
Direct nefrotoxicity of Russell’s viper venom demonstrated in the isolated perfused rat
kidney. Am. Trop. Med. Hyg., v. 40, n. 3, p. 312-319, 1989.

REN, A.; WANG, S.; CAl, W.; YANG, G.; ZHU, Y.; WU, X.; ZHANG, Y. Agkistin-s, a
disintegrin domain, inhibits angiogenesis and induces BAECs apoptosis. J. Cell. Biochem., v.
99, n. 6, p. 1517-1523, 2006.

REZENDE, N. A.; AMARAL, C. F. S.; BAMBIRRA, E. A.; LACHATT, J. J.; COIMBRA,
T. M. Fuctional and histophatological renal changes induced in rats by bothrops jararaca
venom. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 22, n. 3, p. 407-416, 1989.

RIBEIRO, L. A.; ALBUQUERQUE, M. J.; PIRES-DE-CAMPQOS, V. A. F.; KATZ, G,;
TAKAOKA, N. Y.; LEBRAO, M. L.; JORGE, M. T. Obitos por serpentes peconhentas no
Estado de Sdo Paulo: avaliacdo de 43 casos, 1988/93. Rev. Assoc. Med. Bras., v. 44, n. 4, p.
312-318, 1998.

RIBEIRO, L. A.; GADIA, R.; JORGE, M. T. Comparacao entre a epidemiologia do acidente
e a clinica do envenenamento por serpentes do género Bothrops, em adultos idosos e nao
idosos. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 41, n. 1, p. 46-49, 2008.

RIBEIRO, R. O.; CHAIM, O. M.; DA SILVEIRA, R. B.; GREMSKI, L. H.; SADE, Y. B,
PALUDO, K. S.; SENFF-RIBEIRO, A.; DE MOURA, J.; CHAVEZ-OLORTEGUI, C.;
GREMSKI, W.; NADER, H. B.; VEIGA, S. S. Biological and structural comparison of
recombinant phospholipase D toxins from Loxosceles intermedia (brown spider) venom.
Toxicon, v. 50, n. 8, p. 1162-1174, 2007.

RIEG, T.; VALLON, V.; SAUSBIER, M.; SAUSBIER, U.; KAISSLING, B.; RUTH, P;
OSSWALD, H. The role of the BK channel in potassium homeostasis and flow-induced renal
potassium excretion. Kidney Int., v.72, n. 5, p. 566-573, 2007.

RIGONI, M.; CACCIN, P.; GSCHMEISSNER, S.;KOSTER, G.; POSTLE, A.
D.; ROSSETTO, O.; SCHIAVO, G.; MONTECUCCO, C. Equivalent effects of snake PLA,
neurotoxins and lysophospholipid-fatty acid mixtures. Science, v. 310, n. 5754, p. 1678-1680,
2005.

R1ZZO, M. T.; NGUYEN, E.; ALDO-BENSON, M.; LAMBEAU, G. Secreted phospholipase
A; induces vascular endothelial cell migration. Blood, v. 96, n. 12, p. 3809-3815, 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ramos%20OH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Selistre-de-Araujo%20HS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16924676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16924676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17900646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17900646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rieg%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vallon%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sausbier%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sausbier%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaissling%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ruth%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Osswald%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17579662
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rigoni%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Caccin%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gschmeissner%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koster%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Postle%20AD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Postle%20AD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rossetto%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schiavo%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montecucco%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16339444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11090064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11090064

179

ROBERTO, P. G.; KASHIMA, S.; MARCUSSI, S.; PEREIRA, J. O.; ASTOLFI-FILHO, S.;
NOMIZO, A.; GIGLIO, J. R.; FONTES, M. R.; SOARES, A. M.; FRANCA, S. C. Cloning
and identification of a complete cDNA coding for a bactericidal and antitumoral acidic
phospholipase A; from Bothrops jararacussu venom. Protein J., v. 23, n. 4, p. 273-285,
2004.

ROCHA, I. C. A. Estudo epidemioldgico dos acidentes ofidicos no estado do Ceara no
periodo de 2001 a 2007. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) - Universidade Federal do
Ceard, Fortaleza, 2008.

ROCHA, M. L.; VALENCA, R. C.; MAIA, M. B. S; GUARNIERI, M. C.; ARAUJO, I. C;
ARAUJO, D. A. M. Pharmacokinetics of the venom of Bothrops erythromelas labeled with
1311 in mice. Toxicon, v. 52, n. 3, p. 526-529, 2008.

RODAN, A. R.; HUANG, C. L. Distal potassium handling based on flow modulation of
maxi-K channel activity. Curr. Opin. Nephrol. Hypertens., v. 18, n. 4, p. 350-355, 2009.

RODRIGUES, V. M.; MARCUSSI, S.; CAMBRAIA, R. S.; DE ARAUJO, A. L.; MALTA-
NETO, N. R.; HAMAGUCHI, A.; FERRO, E. A.; HOMSI-BRANDEBURGO, M. 1;
GIGLIO, J. R.; SOARES, A. M. Bactericidal and neurotoxic activities of two myotoxic
phospholipases A, from Bothrops neuwiedi pauloensis snake venom. Toxicon, v. 44, n. 3, p.
305-314, 2004.

ROMAN, R. J. P-450 metabolites of arachidonic acid in the control of cardiovascular
function. Physiol. Rev., v. 82, n. 1, p. 131-185, 2002.

ROMANO-HOGE, S. A. R. W. L. Principais serpentes de interesse médico. Reconhecimento.
Distribuicdo geografica no continente americano In: SOERENSEN, B. Animais
peconhentos. Rio de Janeiro: Atheneu, 1990. cap.1, p.1.

ROODT, A. R.; DOLAB, J. A.; DOKMETIAN, J. C. H.; LITWIN, S.; SEGRE, L.; VIDAL, J.
C. A compararison of different methods to assess the hemorrhagic activity of Bothrops
venom. Toxicon, v. 38, n. 6, p. 865-873, 2000.

ROSS, B. D. The isolated perfused rat kidney. Clin. Sci. Mol. Med., v. 55, p. 13-21, 1978.

RUIZ DE TORRENT, R.; ACOSTA DE PEREZ, O.; TEIBLERT, P.; MARUNAK, S.;
KOSCINCZUK, P.; SANCHEZ NEGRETTE, M. Actividades téxicas y enzimaticas del
veneno de Bothrops moojeni de Argentina. APPTLA, v. 49, n.3, p. 177-183, 1999.

RUPNARAIN, C.; DLAMINI, Z.; NAICKER, S.; BHOOLA, K. Colon cancer: genetics and
apoptotic events. Biol. Chem., n. 385, n. 6, p. 449-464, 2004.

SACERDOTI, D.; GATTA, A.; MCGIFF, J. C. Role of cytochrome P450-dependent
arachidonic acid metabolites in liver physiology and pathophysiology. Prostaglandins Other
Lipid Mediat., v. 72, n. 1/2, p. 51-71, 2003.

SAFA, M.; KAZEMI, A.; ZAND, H.; AZARKEIVAN, A.; ZAKER, F.; HAYAT, P.
Inhibitory role of cAMP on doxorubicin-induced apoptosis in pre-B ALL cells through
dephosphorylation of p53 serine residues. Apoptosis, v. 15, n. 2, p. 196-203, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15214498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15214498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15214498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18619993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18619993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodan%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huang%20CL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17693765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodrigues%20VM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marcussi%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cambraia%20RS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Ara%C3%BAjo%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malta-Neto%20NR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malta-Neto%20NR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hamaguchi%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferro%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Homsi-Brandeburgo%20MI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giglio%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soares%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Safa%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kazemi%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zand%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Azarkeivan%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zaker%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hayat%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Inhibitory%20role%20of%20cAMP%20on%20doxorubicin-induced%20apoptosis%20in%20pre-B%20ALL%20cells%20through%20dephosphorylation%20of%20p53%20serine%20residues

180

SAI-NGAM, A., PHONGTANANANT, S., NUCHPRAVOON, I. Phospholipase A, genes
and their expressions in Thai Russell's viper venom glands. Toxicon, v. 52, n. 2, p. 395-399,
2008.

SANCHEZ, E. F.; FREITAS, T. V.; FERREIRA-ALVES, D. L.; VELARDE, D. T.; DINIZ,
M. R.; CORDEIRO, M. N.; AGOSTINI-COTTA, G.; DINIZ, C. R. Biological activities of
venoms from South American snakes. Toxicon, v. 30, n. 1, p. 95-103, 1992.

SANO-MARTINS, I. S.; TOMY, S. C.; CAMPOLINA, D.; DIAS, M. B.; CASTRO, S. C. B,;
SOUSA-E-SILVA, M. C. C.; AMARAL, C. F. S.; REZENDE, N. A.; KAMIGUTI, A. S,;
WARREL, D. A.; THEAKSTON, R. D. G. Coagulopathy following lethal and non-lethal
envenoming of human by the South American rattlesnake (Crotalus durissus) in Brazil. Q. J.
Med., v. 95, n. 10, p. 551-559, 2001.

SANT, S. M.; PUNDARE, N. M. Autopsy study of cases of snake bite with special reference
to renal lesions. J. Postgrad. Med., v. 18, n. 4, p. 181-188, 1972.

SANTORO, M. L.; SANO-MARTINS, I. S.;; FAN, H. W.; CARDOSO, J. L. C,;
THEAKSTON, R. D. G.; BIASG, D. A. W. Haematological evaluation of patients bitten by
the jararaca, Bothrops jararaca, in Brazil. Toxicon, v. 51, n. 8, p. 1440-1448, 2008.

SANTOS, B. F.; SERRANO, S. M.; KULIOPULOQOS, A.; NIEWIAROWSKI, S. Interaction of
viper venom serine peptidases with thrombin receptors on human platelets. FEBS Lett., v.
477, n. 3, p. 199-202, 2000.

SANTOS, M. F. L.; FERANI, M. C.; ROCHA, P. N. Insuficiéncia renal aguda em acidentes
ofidicos por Bothrops sp e Crotalus sp: revisdo e analise critica da literatura. J. Bras. Nefrol.,
v. 31, n. 2, p. 131-138, 2009.

SARASTE, A.; PULKKI, K. Morphologic and biochemical hallmarks of apoptosis.
Cardiovasc. Res., v. 45, n. 3, p. 528-537, 2000.

SCHALOSKE, R. H.; DENNIS, E. A. The phospholipase A, superfamily and its group
numbering system. Biochim. Biophys. Acta., v. 1761, n. 11, p. 1246-1259, 2006.

SCHATTNER, M.; FRITZEN, M.; VENTURA, J. S.; DE ALBUQUERQUE MODESTO, J.
C.; POZNER, R. G.;, MOURA-DA-SILVA, A. M.; CHUDZINSKI-TAVASSI, A. M. The
snake venom metalloproteases berythractivase and jararhagin activate endothelial cells. Biol.
Chem., v. 386, n. 4, p. 369-374, 2005.

SCHMITZ, I.; KIRCHHOFF, S.; KRAMMER, P. H. Regulation of death receptor-mediated
apoptosis pathways. Int. J. Biochem. Cell Biol., v. 32, n. 11/12, p. 1123-1136, 2000.

SCHNEIDER, A.; ZHANG, Y.; ZHANG, M.; LU, J. W.; RAO, R.; FAN, X.; REDHA,
R.; DAVIS, L; BREYER, R. M.; HARRIS, R.; GUAN, Y. and BREYER, M. D.
Membrane-associated PGE synthase-1 (mPGE-1) is coexpressed with both COX-1 and COX-
2 in the kidney. Kidney Int., v. 65, n. 4, p. 1205-1213, 2004.

SCHNERMANN, J. Sodium transport deficiency and sodium balance in gene-targeted mice.
Acta Physiol. Scand., v. 173, n. 1, p. 59-66, 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schaloske%20RH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dennis%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=SCHALOSK%3B%20DENNIS%2C%202006.%20THE%20PHOSPHOLIPASE%20A2%20SUPERFAMILY
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15899699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15899699

181

SCHULER, M.; MAURER, U.; GOLDSTEIN J. C.; BREITENBUCHER, F.; HOFFARTH,
S.; WATERHOUSE, N. J.; GREEN, D. R. p53 triggers apoptosis in oncogene-expressing
fibroblasts by the induction of Noxa and mitochondrial Bax translocation. Cell. Death
Differ., v. 10, n. 4, p. 451-460, 2003.

SCHUREK, H. J; LOHFERT, H.; HIERHOLZER, K. Nat+ reabsortion in the isolated
perfused rat kidney (dependency on substrates and Na*-load). Pflugers Arch. Ges. Physiol.,
v. 319, p. 1285, 1970.

SCHRIER, R. W.; WANG, W.; POOLE, B.; MITRA, A. Acute renal failure: definitions,
pathogenesis, and therapy. J. Cli. Invest., v. 114, n. 1, p. 5-14, 2004.

SCHWERDT, G., FREUDINGER, R., SCHUSTER, C., SILBERNAGL, S., GEKLE, M.
Inhibition of mitochondria and extracellular acidification enhance ochratoxin A-induced
apoptosis in renal collecting duct-derived MDCK-C7 Cells. Cell Physiol. Biochem., v. 14, n.
1/2, p. 47-56, 2004.

SEEDAT, Y. K.; REDDY, J.; EDINGTON, D. A. Acute renal failure due to proliferative
nephritis from snake bite poisoning. Nephron., v. 13, n. 6, p. 455-463, 1974,

SELLS, P. G. Animal experimentation in snake venom research and in vitro alternatives.
Toxicon, v. 42, n. 2, p. 115-133, 2003.

SERVAIS, H.; VAN DER SMISSEN, P.; THIRION, G.; VAN DER ESSEN, G.; VAN
BAMBEKE, F.; TULKENS, P. M.; MINGEOT-LECLERCQ, M. P. Gentamicin-induced
apoptosis in LLC-PK1 cells: involvement of lysosomes and mitochondria. Toxicol. Appl.
Pharmacol., v. 206, n. 3, p. 321-333, 2005.

SERVAIS, H.; ORTIZ, A.; DEVUYST, O.; DENAMUR, S.; TULKENS, P. M.; MINGEOT-
LECLERCQ, M. P. Renal cell apoptosis induced by nephrotoxic drugs: cellular and molecular
mechanisms and potential approaches to modulation. Apoptosis, v. 13, n. 1, p. 11-32, 2008.

SHAKHMAN, O.; HERKERT, M.; ROSE, C.; HUMENY, A.; BECKER, C. M. Induction by
beta-bungarotoxin of apoptosis in cultured hippocampal neurons is mediated by Ca®'-
dependent formation of reactive oxygen species. J. Neurochem., v. 87, n. 3, p. 598-608,
2003.

SILVA, O. A.; LOPEZ, M.;: GODQY, P. Intensive care unit treatment of acute renal failure
following snake bite. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 28, n. 2, p. 401-407, 1979.

SILVA, M. B.; SCHATTNER, M.; RAMOS, C. R. R; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, I. L.
M; GUARNIERI, M. C.; LAZZARI, M. A.; SAMPAIO, C. A. M; POZNER, R. G;
VENTURA, J. S.; HO, P. L.; CHUDZINSKI-TAVASSI, A. M. A prothrombin activator from
Bothrops erythromelas (jararaca-da-seca) snake venom: characterization and molecular
cloning. Biochem. J., v. 369, Pt. 1, p. 129-139, 2003.

SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO (SINAN/MS).
Acidentes por animais peconhentos: notificacdo por tipo de serpente segundo ano. 2009.
Relatorios Gerenciais. Disponivel em:<http://www.fiocruz.br/sinitox>. Acesso em: 10 set.
2010.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Breitenb%C3%BCcher%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hoffarth%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hoffarth%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Waterhouse%20NJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Green%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Servais%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20Der%20Smissen%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thirion%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20der%20Essen%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20Bambeke%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20Bambeke%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tulkens%20PM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mingeot-Leclercq%20MP%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicol%20Appl%20Pharmacol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicol%20Appl%20Pharmacol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Servais%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ortiz%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Devuyst%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Denamur%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tulkens%20PM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mingeot-Leclercq%20MP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mingeot-Leclercq%20MP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shakhman%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Herkert%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rose%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Humeny%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Becker%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14535943
http://www.fiocruz.br/sinitox

182

SITPRIA, V. Snakebite nephropathy. Nephrology, v. 11, n. 5, p. 442-448, 2006.

SITPRIJA, V.; BOONPUCKNAVIG, V. Snake and nephotoxity. In: LEE, C.Y. (Ed.). Snake
venoms. New York: Springer-Verlag, 1979. cap. 28, p. 997-1018.

SITPRUA, V.; CHAIYABUTR, N. Nephrotoxicity in snake envenomation. J. Nat. Toxins, v.
8,n.2,p.271-7, 1999.

SIX, D. A.; DENNIS, E. A. The expanding superfamily of phospholipase A, enzymes:
classification and characterization. Biochim. Biophys. Acta., v. 1488, n. 1/2, p. 1-19, 2000.

SLEE, E. A.; ADRAIN, C.; MARTIN, S. J. Serial killers: ordering caspase activation events
in apoptosis. Cell. Death Differ., v. 6, n. 11, p. 1067-1074, 1999.

SLEE, E. A.; HARTE, M. T.; KLUCK, R. M.; WOLF, B. B.; CASIANO, C. A,
NEWMEYER, D. D.; WANG, H. G.; REED, J. C.; NICHOLSON, D. W.; ALNEMRI, E. S;;
GREEN, D. R.; MARTIN, S. J. Ordering the cytochrome c-initiated caspase cascade:
hierarchical activation of caspases-2, -3, -6, -7, -8, and -10 in a caspase-9-dependent manner.
J. Cell. Biol., v. 144, n. 2, p. 281-292, 1999.

SOARES, A. M.; ANDRIAO-ESCARSO, S. H.; ANGULO, Y.; LOMONTE, B
GUTIERREZ, J. M.; TOYAMA, M. H.; MARANGONI, S.: ARNI, R. K.; GIGLIO, J. R.
Structural and functional characterization of myotoxin I, a Lys 49 phospholipase A,
homologue from Bothrops moojeni (caissaca) snake venom. Arch. Biochem. Biophys., v.
373, n. 1, p. 7-15, 2000a.

SOARES, A. M.; GUERRA-SA, R.; BORJA-OLIVEIRA, C.; RODRIGUES, V. M.
RODRIGUES-SIMIONI, L.; RODRIGUES, V.; FONTES, M. R. M.; LOMONTE, B
GUTIERREZ, J. M.; GIGLIO, J. R. Stuctural and functional characterization of BnSP-7, a
lysine-49 miotoxic phospholipase A, homologue from Bothrops neuwiedi pauloensis venom.
Arch. Biochem. Biophys., v. 378, n. 2, p. 201-209, 2000b.

SOARES, A. M.; OSHIMA-FRANCO, T.; VIEIRA, C. A,; LEITE, G. B.; FLETCHER, J. E,;
JIANG, M. S.; CINTRA, A. C. O.; GIGLIO, J. R.; RODRIGUES-SIMIONI, L. Mn** fons
reduce the enzymatic and pharmacological activities of bothropstoxin-I, a myotoxic Lys49
phospholipase A, homologue from Bothrops jararacussu snake venom. Int. J. Biochem.
Cell. Biol., v. 34, n. 6, p. 668-677, 2002.

SOARES, M. R.; OLIVEIRA-CARVALHO, A. L.; WERMELINGER, L. S.; ZINGALI, R.
B.; HO, P. L.; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, L.; DINIZ, M. R. Identification of novel
bradykinin-potentiating peptides and C-type natriuretic peptide from Lachesis muta venom.
Toxicon, v. 46, n. 1, p. 31-38, 2005.

SOUSA, F. C. M. Efeito renal do veneno da Bothrops erythromelas e bloqueio induzido
pelo Fator Antibotrépico do Didelphis marsupialis. 2004. 127 f. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacologia) - Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Cear3,
Fortaleza, 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Slee%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Harte%20MT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kluck%20RM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wolf%20BB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Casiano%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Newmeyer%20DD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20HG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reed%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nicholson%20DW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alnemri%20ES%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Green%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martin%20SJ%22%5BAuthor%5D

183

SOUZA, G. H. M. F; CATHARINO, R. R.; IFA, D. R.; EBERLIN, M. N.; HYSLOP, S.
Peptide fingerprinting of snake venoms by direct infusion nano-electrospray ionization mass
spectrometry: potential use in venom identification and taxonomy. J. Mass Spectrom., v. 43,
n. 5, p. 594-599, 2008.

STABELLI, R. G.; SANT’ANA, C. D.; RIBEIRO, P. H.; COSTA, T. R.; TICLI, F. K.; PIRES,
M. G.; NOMIZO, A.; ALBUQUERQUE, S.; MALTA-NETO, N. R.; MARINS, M,;
SAMPAIOQ, S. V.; SOARES, A. M. Cytotoxic L-amino acid oxidase from Bothrops moojeni:
biochemical and functional characterization. Int. J. Biol. Macromol., v. 41, n. 2, p. 132-140,
2007.

STOLTE, H.; SCHUREK, H. J. and ALT, J. M. Glomerular albumin filtration: a comparison
of micropuncture studies in the isolated peerfused rat kidney with in vivo experimental
conditions. Kidney Int., v. 16, n. 3, p. 377-384, 1979.

SUHR, S. M.; KIM, D. S. Identification of the snake venom substance that induces apoptosis.
Biochem. Biophys. Res. Commun., v. 224, n. 1, p.134-139, 1996.

SUN, G. Y.; SHELAT, P. B.; JENSEN, M. B.; HE, Y.; SUN, A. Y.; SIMONYI, A.
Phospholipases A, and inflammatory responses in the central nervous system.
Neuromolecular Med., v. 12, n. 2, p. 133-148, 2010.

TAFT, D. R. The isolated perfused rat kidney model: a useful tool for drug discovery and
development. Curr. Drug Discov. Technol., v. 1, n. 1, p. 97-111, 2004.

TAKETO, M. M.; SONOSHITA, M. Phospolipase A, and apoptosis. Biochim. Biophys.
Acta., v. 1585, n. 2/3, p. 72-76, 2002.

TANJONI, |.; BUTERA, D.; BENTO, L.; DELLA-CASA, M. S.; MARQUES-PORTO, R;;
TAKEHARA, H. A.; GUTIERREZ, J. M.; FERNANDES, I|.; MOURA-DA-SILVA, A. M.
Snake venom metalloproteinases: structure/function relationships studies using monoclonal
antibodies. Toxicon, v. 42, n. 7, p. 801-808, 2003.

TANJONI, I.; WEINLICH, R.; DELLA-CASA, M. S.; CLISSA, P. B.; SALDANHA-
GAMA, R. F.; DE FREITAS, M. S.; BARJA-FIDALGO, C.; AMARANTE-MENDES, G. P.;
MOURA-DA-SILVA, A. M. Jararhagin, a snake venom metalloproteinase, induces a
specialized form of apoptosis (anoikis) selective to endothelial cells. Apoptosis, v. 10, n. 4, p.
851-861, 2005.

TEIXEIRA, C. E. P.; LANDICCI, E. C. T.; ANTUNES, E.; CHARCUR, M.; CURY, Y.
Inflammatory effects of snake venom myotoxic phospholipase A,. Toxicon, v.42, n. 8, p.
947-962, 2003.

THORNBERRY, N. A.; LAZEBNIK, Y. Caspases: enemies within. Science, v. 281, n. 5381,
p. 1312-1316, 1998.

TORRES, A. M.; WONG, H. Y.; DESAI, M.; MOOCHHLA, S.; KUCHEL, P. W.; KINI, R.
M. Identification of a novel family of proteins in snake venoms: purification and structural
characterization of nawaprin from Naja nigricollis snake venom. J. Biol. Chem., v. 278, n.
41, p. 40097-40104, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18200607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18200607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sun%20GY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shelat%20PB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jensen%20MB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22He%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sun%20AY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simonyi%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19855947
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12531539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16133875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16133875

184

TROIANO, J. C. Manejo sanitario de reptiles em cativeiro. Buenos Aires: RA Prensa
Veterinaria Argentina, 1991.

TU, A. T. Overview of snake venom chemistry. Natural toxins Il. Adv. Exp. Med. Biol., v.
391, p. 37-62, 1996.

UENO, N.; MURAKAMI, M.; TANIOKA, T.; FUJIMORI, K.; TANABE, T.; URADE, Y
KUDO, I. Coupling between cyclooxigenase, terminal 100 prostanoid synthase and
phospholipase Az. J. Biol. Chem., v. 276, n. 37, p. 34918-34920, 2001.

UETZ, P. (Org.). The reptile database. 2010. Disponivel em: < http://www.reptile-
database.org>. Acesso em: 08 Sept. 2010.

VALENCA, R. C.; SILVA, L. B.; ARAUJO, L. M.; PAZ, S. T.; VASCONCELOQS, C. L. M,;
MONTEIRO, W. O.; PONTES, M. M.; BRAZIL, T. K.; GUARNIERI, M. C. Bothrops
erythromelas venom action: morphological observations of the experimental study in dogs.
In: SIMPOSIO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE TOXINOLOGIA, 4., 1996, Recife.
Resumos... Recife, 1996. v. 163.

VALENTIN, E.; LAMBEAU, G. Increasing molecular diversity of secreted phospholipases
A and their receptors and binding proteins. Biochim. Biophys. Acta., v. 1488, n. 1/2, p. 59-
70, 2000a.

VALENTIN, E.; LAMBEAU, G. What can venom phospholipases A, tell us about the
functional diversity of mammalian secreted phospholipases A,? Biochimie., v. 82, n. 9/10, p.
815-831, 2000b.

VANDER HEIDEN, M. G. V.; THOMPSON, C. B. Bcl-2 proteins: regulators of apoptosis or
of mitochondrial homeostasis? Nat. Cell. Biol., v. 1, n. 8, p. E209-216, 1999.

VARANDA, E. A.; GIANNINI, M. J. S. Bioquimica de venenos de serpentes. In:
BARRAVIERA, B. (Coord.). Venenos animais: uma visao integrada. Rio de Janeiro: EPUC,
1994. cap. 14, p. 2005.

VARANDA, E. A.; GIANNINI, M. J. S. Bioquimica de venenos de serpentes. In:
BARRAVIERA, B. Venenos: Aspectos clinicos e terapéuticos dos acidentes por animais
peconhentos. Rio de Janeiro: Editora de PublicacGes Biomédicas, 1999. p. 205-223.

VARAGUNAM, T.; PANABOKKE, R. G. Bilateral cortical necrosis of the kidney following
snake bite. Postgrad. Med. J., v. 46, n. 537, p. 449-451, 1970.

VASCONCELOS, C. M. L. Estudo da pe¢conha de Bothrops erythromelas: Caracterizacao
bioquimica, bioldgica e biodistribuicdo. 1996. 112f. Dissertacdo (Mestrado em Biofisica) -
Universidade Federal de Pernambuco, Recife. 1996.

VASCONCELOS, C. M. L.; VALENCA, R. C.; ARAUJO, E. A;; MODESTO, J. C. A;
PONTES, M. M.; BRAZIL, T. K.; GUARNIERE, M. C. Distribution of 131I-labeled
Bothrops erythromelas venom in mice. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 31, n. 3, p. 439-443,
1998.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=TU%2C%20A.%20T.%20Overview%20of%20snake%20venom%20chemistry.%20Natural%20toxins%20II.%20Plenum%20Press%2C%20p.%2037-62%2C%201996.
http://www.reptile-database.org/
http://www.reptile-database.org/

185

VIEIRA, J. M. Jr. Atualizacdo em insuficiéncia renal: expressdo génica na insuficiéncia renal
aguda (IRA). J. Bras. Nefrol., v. 23, n. 4, p. 230-233, 2001.

VILLALOBOS, J. C.;: MORA, R.; LOMONTE, B.; GUTIERREZ, J. M.; ANGULDO, Y.
Cytotoxicity induced in myotubes by a Lys49 phospholipase A, homologue from the venom
of the snake Bothrops asper: evidence of rapid plasma membrane damage and a dual role for
extracellular calcium. Toxicol. in Vitro, v. 21, n. 8, p. 1382-1389, 2007.

WANG, C. J.; ZHANG, H.; CHEN, K.; ZHENG, J. W.; XIAO, C. W.; JI, W. W.; YU, Y.;
HU, H. Y.; LI, Y.; XUE, X. B. Ad.mda-7 (IL-24) selectively induces apoptosis in
hepatocellular carcinoma cell lines, suppresses metastasis, and enhances the effect of
doxorubicin on xenograft tumors. Oncol. Res., v. 18, n. 11/12, p. 561-574, 2010.

WANG, W. H. Regulation of ROMK (Kirl.1) channels: new mechanisms and aspects. Am. J.
Physiol. Renal Physiol., v. 290, n. 1, p. F14-19, 2006.

WANG, W. H. Renal potassium channels: recent developments. Curr. Opin. Nephrol.
Hypertens., v. 13, n. 5, p. 549-555, 2004.

WANG, W. H. Regulation of the ROMK channel: interaction of the ROMK with associate
proteins. Am. J. Physiol., v. 277, n. 6, Pt. 2, p. F826-831, 1999.

WANG, W. H.: HEBERT, S. C.: GIEBISCH, G. Renal K* channels: structure and function.
Annu. Rev. Physiol., v. 59, p. 413-436, 1997.

WARD R. J.; CHIOATO, L.; DE OLIVEIRA, A. H. C; RULLER, R.; SA, J. M. Active-site
mutagenesis of a Lys49-phospholipase A;: biological and membrane-disrupting activities in
the absence of catalysis. Biochem. J., v. 362, Pt. 1, p. 89-96, 2002.

WARRELL D. A. Snakebites in Central and South America: epidemiology, clinical features
and clinical management. In: CAMPBELL, J A.; LAMAR, W. W. (Ed.). Venomous reptiles
of the western hemisphere. Ithaca, New York: Comstock Publishing Associates/Cornell
University Press, 2004. v. 2, p. 709-761.

WEDI, B.; KAPP, A. Cellular in-vitro assays. Applicability in daily routine. Hautarzt, v. 61,
n. 11, p. 954-960, 2010.

WEN, F. H.; MARINHO, L. A. C.; SILVA, E. P.; MEDEIROS, G. E. Estudo retrospectivo
dos acidentes botropicos em regido de alta prevaléncia de Bothrops erythromelas. Rev. Soc.
Bras. Med. Trop., v. 22, p. 69, 1989.

WETZEL, E. B.; GREEN, D. R. Apoptosis: checkpoint at the mitochondrial frontier. Mutat.
Res., v. 434, n. 3, p. 243-251, 1999.

WHITE, J. Snake venoms and coagulopathy. Toxicon, v. 45, n. 8, p. 951-967, 2005.
WHITE, J.; WARRELL, D.; EDDLESTON, M.; CURRIE, B. J.; WHYTE, I. M.; ISBISTER,

G. K. Clinical toxicology--where are we now? J. Toxicol. Clin. Toxicol., v. 41, n. 3, p. 263-
276, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Villalobos%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mora%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lomonte%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Angulo%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cytotoxicity%20induced%20in%20myotubes%20by%20a%20Lys49%20phospholipase%20A2%20homologue%20from%20the%20venom%20of%20the%20snake%20Bothrops%20asper%3A%20Evidence%20of%20rapid%20plasma%20membrane%20damage%20and%20a%20dual%20role%20for%20extracellular%20calcium
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20CJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zheng%20JW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xiao%20CW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ji%20WW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hu%20HY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xue%20XB%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Oncol%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%20W.%201999.%20REGULATION%20OF%20THE%20ROMK
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%20W.%201999.%20REGULATION%20OF%20THE%20ROMK
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%202004.%20Renal%20potassium%20channels%3A%20recent%20developments
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%202004.%20Renal%20potassium%20channels%3A%20recent%20developments
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%202004.%20Renal%20potassium%20channels%3A%20recent%20developments
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%202004.%20Renal%20potassium%20channels%3A%20recent%20developments
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%202004.%20Renal%20potassium%20channels%3A%20recent%20developments
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%202004.%20Renal%20potassium%20channels%3A%20recent%20developments
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WANG%2C%20W.%201999.%20REGULATION%20OF%20THE%20ROMK
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hebert%20SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giebisch%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9074771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11829743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11829743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11829743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wedi%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kapp%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Hautarzt.');

186

WIEGELE, G.; BRANDIS, M.; ZIMMERHACKL, L. B. Apoptosis and necrosis during
ischaemia in renal tubular cells (LLC-PK1 and MDCK). Nephrol. Dial. Transplant., v. 13,
n. 5, p. 1158-1167, 1998.

WILLIAMS, D.; GUTIERREZ, J. M.; HARRISON, R.; WARRELL, D. A.; WHITE, J;
WINKEL, K. D.; GOPALAKRISHNAKONE, P.; Global Snake Bite Initiative Working
Group; International Society on Toxinology. The Global Snake Bite Initiative: an antidote for
snake bite. Lancet., v. 375, n. 9708, p. 89-91, 2010.

WILLINGER, C. C.; THAMAREE, S.; SCHRAMEK, H.; GSTRAUNTHALER, G,
PFALLER, W. In vitro nephrotoxicity of Russell’s viper venom. Kidney Int., v. 47, n. 2, p.
518-528, 1995.

WODA, C. B.; BRAGIN, A.; KLEYMAN, T. R, SATLIN, L. M. Flow-dependent K"
secretion in the cortical collecting duct is mediated by a maxi-K channel. Am. J. Physiol.
Renal Physiol., v. 280, n. 5, p. F786-793, 2001.

WODA, C. B.; LEITE, M. JR.; ROHATGI, R.; SATLIN, L. M. Effects of luminal flow and
nucleotides on [Ca?*](i) in rabbit cortical collecting duct. Am. J. Physiol. Renal Physiol., v.
283, n. 3, p. F437-446, 2002.

WU, W. B.; CHANG, S. C.; LIAU, M. Y.; HUANG, T. F. Purification, molecular cloning
and mechanism of action of graminelysin I, a snake-venom-derived metalloproteinase that
induces apoptosis of human endothelial cells. Biochem. J., v. 357, Pt. 3, p. 719-728, 2001.

XU, C.; MA, D.; YU, H.; LI, Z,; LIANG, J.; LIN, G.; ZHANG, Y.; LAI, R. A bactericidal
homodimeric phospholipases A, from Bungarus fasciatus venom. Peptides, v. 28, n. 5, p.
969-973, 2007.

XU, L.; HAN, C.; LIM, K.; WU, T. Activation of cytosolic phospholipase Ajalpha through
nitric oxide-induced S-nitrosylation. Involvement of inducible nitric-oxide synthase and
cyclooxygenase-2. J. Biol. Chem., v. 283, n. 6, p. 3077-3087, 2008.

YAN, C. H.; YANG, Y. P.; QIN, Z. H.; GU, Z. L.; REID, P.; LIANG, Z. Q. Autophagy is
involved in cytotoxic effects of crotoxin in human breast cancer cell line MCF-7 cells. Acta
Pharmacol. Sin., v. 28, n. 4, p. 540-548, 2007.

YANG, T. Regulation of cyclooxigenase-2 in renal medulla. Acta. Physiol. Scand., v. 177,
n.4, p. 417-421, 2003.

ZAGER, R. A.; ANDOH, T.; BENNETT, W. M. Renal cholesterol accumulation: a durable
response after acute and subacute renal insults. Am. J. Pathol., v. 159, n. 2, p. 743-752, 2001.

ZAMUNER, S. R.; DA CRUZ-HOFLING, M. A.; CORRADO, A. P.; HYSLOP, S;
RODRIGUES-SIMIONI, L. Comparison of the neurotoxic and myotoxic effects of Brazilian
Bothrops venoms and their neutralization by commercial antivenom. Toxicon, v. 44, n. 3, p.
259-271, 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wiegele%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brandis%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zimmerhackl%20LB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Apoptosis%20and%20necrosis%20during%20ischaemia%20in%20renal%20tubular%20cells%20%28LLC-PK1%20and%20MDCK%29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20109867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20109867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Woda%20CB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bragin%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kleyman%20TR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Satlin%20LM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Woda%20CB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leite%20M%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rohatgi%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Satlin%20LM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17383773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17383773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Han%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lim%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yan%20CH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20YP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Qin%20ZH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gu%20ZL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reid%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liang%20ZQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17376294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17376294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zager%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andoh%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bennett%20WM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11485932
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15302532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15302532

187

ZAMUNER, S. R.; GUTIERREZ, J. M.; MUSCARA, M. N.; TEIXEIRA, S. A.; TEIXEIRA,
C. F. P. Bothrops asper and Bothrops jararaca snake venoms trigger microbicidal functions
of peritoneal leukocytes in vivo. Toxicon, v. 39, n. 10, p. 1505-1513, 2001.

ZHANG, F.; SUAREZ, G.; SHA, J.; SIERRA, J. C.; PETERSON, J. W.; CHOPRA, A. K.
Phospholipase Az-activating protein (PLAA) enhances cisplatin-induced apoptosis in HelLa
cells. Cell. Signal.., v. 21, n. 7, p. 1085-1099, 20009.

ZHANG, J.; CLARK, J.R. JR.; HERMAN, E. H.; FERRANS, V. J. Doxorubicin-induced
apoptosis in spontaneously hypertensive rats: differential effects in heart, kidney and intestine,
and inhibition by ICRF-187. J. Mol. Cell. Cardiol.,, v. 28, n. 9, p. 1931-1943, 1996.

ZHANG, L.; WU, W. T. Isolation and characterization of ACTX-6: a cytotoxic L-amino acid
oxidase from Agkistrodon acutus snake venom. Nat. Prod. Res.,, v. 22, n.6, p. 554-63, 2008.

ZHAQ, S.; DU, X. Y.; CHAI, M. Q.; CHEN, J. S.; ZHOU, Y. C.; SONG, J. G.; Secretory
phospholipase A, induces apoptosis via a mechanism involving ceramide generation.
Biochim. Biophys. Acta., v. 1581, n. 3, p. 75-88, 2002.

ZAPPELLINI, A.; PRADO-FRANCESCHI, J. Efeito do veneno de Bothrops erythromelas na
agregacdo  plaquetaria. In:  SIMPOSIO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
TOXICOLOGIA, 1., 1990, Séo Paulo. Resumos... Sdo Paulo, 1990. v. 17.

ZIEGLER, U.; GROSCURTH, P. Morphological features of cell death. News Physiol. Sci..,
v. 19, p. 124-128, 2004.

ZONG, W. X.; THOMPSON, C. B. Necrotic death as a cell fate. Genes Dev., v. 20, n. 1, p. 1-
15, 20086.

ZULIANI, J. P.; FERNANDES, C. M.; ZAMUNER, S. R.; GUTIERREZ, J. M.; TEIXEIRA,
C. F. P. Inflammatory events induced by Lys-49 and Asp-49 phospholipases A; isolated from
Bothrops asper snake venom: role of catalytic activity. Toxicon, v. 45, n. 3, p. 335-346, 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19258036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19258036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8899552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8899552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8899552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhao%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Du%20XY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chai%20MQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhou%20YC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Song%20JG%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochim%20Biophys%20Acta.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zuliani%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fernandes%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zamuner%20SR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guti%C3%A9rrez%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teixeira%20CF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teixeira%20CF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Inflammatory%20events%20induced%20by%20Lys-49%20and%20Asp-49%20phospholipases%20A2%20isolated%20from%20Bothrops%20asper%20snake%20venom%3A%20role%20of%20catalytic%20activity

188

ANEXOS




189

PURIFICACAO E ISOLAMENTO DA PLA;

A purificagdo e isolamento das sPLA; foram realizados seguindo trés etapas
cromatogréaficas. Na primeira fase, o veneno foi fracionado em uma coluna de excluséo
molecular, utilizando uma coluna Superdex 75 empacotada em uma coluna Tricon (10 X
600mm, GE Healthcare do Brasil). A coluna foi acoplada em um sistema HPLC
semipreparativo Jasco e foi previamente equilibrada com tampédo bicarbonato de amonia
0,2M, pH 7,8, bombeada ao sistema cromatografico a um fluxo de 0,6mL/min durante 60
minutos. A amostra de veneno, aproximadamente 15mg do veneno total, foi dissolvida em
250uL de tampdo que foi homogeneizado e centrifugado a 4500xg por 5 minutos e filtrado
em filtro millex 0,45um e entdo aplicado a coluna. O fracionamento do veneno foi realizado a
um fluxo constante de 0,3mL/min e o monitoramento da corrida foi realizado & absorbéancia
de 280nm e as fragdes coletadas em um coletor de fragdes a razdo de 3 minutos por tubo.

Apos a coleta das fracdes foram realizados ensaios de caracterizacdo enzimatica
especifica para PLA, e para monitoramento da atividade miotoxica. O grau de
homogeneidade molecular das PLA, miotoxicas foi realizado por eletroforese em PAGE-
SDS. Uma vez confirmada a presenca de sPLA; miotoxicas do primeiro fracionamento, as
amostras dos tubos correspondentes foram agrupadas em um pool, liofilizadas e estocadas a
-20°C.

Apl6s a primeira etapa cromatografica, as amostras de PLA, miotoxicas do
primeiro fracionamento foram submetidas a um segundo procedimento cromatografico
utilizando uma coluna de troca i6nica TSK SP5PW (8mm x 80mm) que foi previamente
equilibrada com uma solugdo de bicarbonato de aménia 0,1M, pH 7,8 (tampdo A) por um
periodo de 30 minutos. Aproximadamente 10mg de amostra proveniente da primeira etapa foi
dissolvida com 250uL de tampédo A (Bicarbonato de amonio 0,05M, pH 7,8) que foi entdo
homogeneizado, centrifugado e filtrado antes de sua aplicacdo na coluna. A eluicdo das
amostras foi realizada através de um gradiente linear continuo de tampédo B (bicarbonato de
amonio 1,0M, pH 7,9) e o monitoramento do fracionamento foi realizado a absorbancia de
280nm. Apos a eluicdo das fracdes, estas foram liofilizadas para posterior monitoramento das
atividades enzimatica, miotoxica e PAGE-SDS.

A Ultima etapa para o isolamento das sPLA, miotoxicas foi realizada em
cromatografia de fase reversa C5. A coluna cromatografica foi previamente equilibrada com
tampao A (TFA 0,1%) durante 30 minutos a um fluxo de 1mL/min. As amostras de PLA;
miotdxicas (1mg) foram dissolvidas em 250uL de tampdo A e devidamente clarificadas e
aplicadas a coluna cromatografica. A eluicdo das sPLA, miotdxicas foi realizada com um
gradiente linear continuo de tampédo B (66% Acetonitrila em TFA 0,1%) e o monitoramento
do perfil cromatografico foi monitorado a 280nm. As amostras foram entdo submetidas a
analise de eletroforese de duas dimensdes, atividade enzimatica e miotoxica.

ATIVIDADE MIOTOXICA (TESTE PARA CREATININA QUINASE)

Para determinacdo dos niveis séricos de creatinina quinase (CK) foi utilizado o
Granustest 2,5 da Merck tanto nos animais tratados com as fragdes bem como nos animais
controle. Foram utilizados 15 animais pesando aproximadamente 25¢g, divididos em trés
grupos de 5 animais, que foram inoculados intramuscularmente no musculo gastrocnemius
direito com 25,0uL (2,0pg/puL de PBS) com amostras tratadas ou nao.

Apos 3 horas, 0 sangue dos animais foi colhido da aorta abdominal e colocado em
banho-maria para a preparacdo do soro. Os animais controle (n=5) foram submetidos ao
mesmo procedimento dos animais tratados, sendo inoculados somente com 25,0uL de PBS.



190

Os soros dos animais controle ndo foram diluidos para a determinagdo dos niveis
de CK, sendo que os soros dos animais tratados foram diluidos 10 vezes. Apds a adicdo dos
reagentes ao soro diluido, as amostras foram colocadas em banho Maria a 37°C por 5 minutos.
As leituras (a 365nm) foram realizadas em intervalos de 1 minuto. A atividade foi expressa
como unidade por litro (U/L).

DETERMINACAO DA ATIVIDADE PLA,

A avaliagdo da atividade fosfolipasica A, foi realizada medindo-se a conversdo do
substrato para PLA; em um produto cromogénio. Neste projeto foi utilizado substrato
cromogénico derivado do p-nitroanilida (4AN3OBA) (BIOMOL International). Inicialmente o
tampéo (Tris-HCI 0,05M, NaCl 0,15M e CaCl, 5mM, pH 8,0) e a amostra de enzima, antes da
adicdo do substrato, foram incubados por um periodo de 20 minutos. Apds este tempo, a
enzima foi adicionada ao meio de reacéo juntamente com o substrato. A mistura resultante foi
entdo incubada por 20 minutos. Ao fim deste tempo estas amostras foram lidas em um
espectrofotbmetro para leitura UV-VIS a 450nm em um leitor de microplacas SPECTRA
MAX (Molecular Devices, CA). A determinacdo do comportamento cinético da enzima foi
realizada variando-se a concentracdo do substrato para determinacdo dos valores de Vmax e
Km das proteases. Os experimentos foram realizados em triplicata.

ELETROFORESE EM PAGE-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Laemmli, 1970. As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontinuo,
apresentando um gel de concentracdo de 5% e um gel de corrida de 12,5%. As placas foram
preparadas utilizando uma solucdo de acrilamida estoque (30%T e 0,8%C). O gel de
concentracdo 5% foi preparado utilizando o tampao Tris-HCI 0,5M, pH 6,8. O gel de corrida
foi feito utilizando-se o tampdo Tris-HCI 1,0M, pH 8,8. Em ambos os géis foram
acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%.

A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE
250 Mighty Small 1l (Hoefer Scientific Instruments). As amostras, pré e pos-incubacdo com
0s extratos e os marcadores de peso molecular foram dissolvidos em tampéao (Tris-HCI,
0,075M, pH 6,8; 10% de Glicerol, 4% de SDS, 0,001% de Bromofenol). A corrida
eletroforética foi realizada a 40mA. Os géis foram corados com solucdo de Coomassie Blue
0,05% a 37°C, seu excesso foi removido em acido acético 7%. Também foram utilizadas para
a analise do grau de homogeneidade molecular das amostras as eletroforeses em gel de
PAGE-SDS-Tricina, de acordo com o método descrito por Schagger; Von Jagow, 1987,
usando um sistema de eletroforese descontinuo e um gel de corrida a 10%.

ELETROFORESE DE DUAS DIMENSOES (ELETROFORESE 2D)

Para a eletroforese em primeira dimensdo (focalizacdo isoelétrica) amostras de
proteinas liofilizadas (PLA, tratadas ou ndo com flavondides e cumarina) foram solubilizadas
em uma solucdo contendo 8M de uréia, 2M de tiouréia, 2% CHAPS, 28mM de DTT, 1,3%
farmalytes (pH 3-10) e azul de bromofenol. As fitas “Dry stips” de 18cm com uma faixa de
pH n&o linear de 4-7 foram reidratadas em 400uL desta solucdo por 30 horas em parafilme
oleose de baixa viscosidade. Estas tiras contendo 50g de proteinas foram colocadas durante o



191

processo de reidratacdo das tiras de isofocalizacdo em um sistema Multiphor Il a 20°C
(SANCHEZ et al., 1997). A corrida eletroforética foi realizada em um gradiente linear de
voltagem de OV a 500V para 1000V hora, 500V para 2000V hora, um aumento linear de 500
a 3500V para 10000V hora seguindo por um passo final de 3500V para 35000V hora para
uma voltagem final de 48000V hora. Apo6s a primeira dimensao, as tiras individuais foram
consecutivamente incubadas em uma solucéo de equilibrio A (50mM Tris-HCI, pH 6,8, 6M
de uréia, 30% glicerol, 4% de SDS e completado com 3,5mg de DTT) e B (45mg/mL de
iodoacetamida em lugar de DTT) por 15 minutos cada. Apds o equilibrio, as proteinas foram
separadas em gel de segunda dimensdo de 10 — 12,5% de PAGE-SDS usando um sistema
Rubi (Pharmacia) a 12W/gel. Apds equilibrio as tiras foram seladas no topo de gel de
eletroforese usando uma solugéo seladora com 1% de agarose, 0,4% de SDS, 0,5M Tris-HCI.
Os tampdes utilizados para esta corrida eletroforética seguiram os mesmos métodos descritos
por Laemmli para gel de SDS (LAEMMLI, 1970). A corrida eletroforética foi interrompida
pela marca azul de bromofenol. Os géis de PAGE-SDS foram corados por “overnigh” com
uma solucdo de Coomassie R350. A analise dos géis foi realizada em um sistema Melanie Il
(Bio Rad). Cerca de quatro géis foram analisados a fim de minimizar possiveis variacdes
técnicas do procedimento eletroforético.

RESULTADOS

FRACIONAMENTO DO VENENO

A Figura la mostra o perfil cromatografico do fracionamento do veneno total de
Bothropoides erythromelas em um coluna semipreparativa de Superdex 75 e monitorada a
280nm, que permitiu a identificacdo de 7 picos principais sendo que a fracdo IV corresponde
a aproximadamente 21% do total da amostra de veneno aplicada a coluna. Ao longo do
fracionamento do veneno foram coletados aproximadamente 50uL de amostra de cada um dos
tubos a partir do tubo 50 até o 110 para ensaios enzimaticos das SPLA, e também foram
coletados aproximadamente 75uL de cada uma da fracbes a partir do tubo 50 para
determinacdo da atividade miotoxica. Os resultados desta analise inicial foram apresentados
na Figura 1b a qual mostra a atividade PLA, residente nos tubos 4 até 12, enquanto a
atividade CK mostrou a presenca de trés picos de miotoxinas, incluindo a fracdo V.

A analise inicial dos dados do primeiro fracionamento do veneno mostrou que a
fracdo IV era a que apresentava simultaneamente as atividades de PLA;, e miotoxica. No inset
da Figura 2a foram mostrados os resultados da eletroforese da PLA,; e PAGE-SDS, onde a
fracdo IV era composta por bandas de 30 e 15kDa. A partir destas informac6es reunidas, a
fracdo IV foi entdo submetida a segunda etapa cromatografica em coluna de troca idnica. O
fracionamento da fracdo IV mostrou que ela era constituida por 11 diferentes picos, sendo que
os de maior concentracao seriam as fragdes 1, 7 e 9, contudo a fracdo 1 bem como a 2 eram
proteinas ndo retidas e que foram todas eluidas ao mesmo tempo, significando que na pratica
a fracdo 7 e 9 eram as duas fragdes majoritarias do pico 1V (Figura 2b).

A andlise da atividade de PLA, das vérias fraces de 1 a 7 mostrou que as fracbes
1, 6 e 7 seriam as cataliticamente ativas e que estas eram as responsaveis pela atividade
enzimatica PLA;, da fracdo IV (Figura 2b). Ja atividade miotoxica foi detectada para as
fracdes 1, 6, 7, 8 e 9 sendo maior para as fragdes 7 e 9 (Figura 2b).

A eletroforese PAGE-SDS mostrou que a fracdo 1 era constituida por diferentes
bandas eletroforéticas desde de alto peso molecular a baixo peso molecular. As fracbes 2, 6, 7,
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8 e 9 apresentaram uma quantidade de bandas menores, sugerindo que estas foram eluidas
com relativo grau de pureza (Figura 2c).

A anélise destes resultados mostrou que a fragdo 7 seria uma PLA, cataliticamente
ativa e miotdxica e a fracdo 9 seria uma das principais isoformas de PLA, cataliticamente nao
ativas miotoxicas.

Ambas entdo foram submetidas a uma nova etapa cromatografica em HPLC de
fase reversa, utilizando uma coluna analitica C5. Nestas condicOes tanto a fragdo 7 (PLA, Asp
49) quanto a fracdo 9 (PLA; Lys 49) foram eluidas como um Gnico pico de eluicdo (Figuras 3
e 4, respectivamente). Ambas PLA; mostraram ap0s esta Ultima etapa cromatogréafica serem
proteinas basicas com um pl estimado ao redor de 8 e com uma massa molecular ao redor de
14kDa pela analise em eletroforese 2D.

FIGURA 1 - 1a Perfil cromatogréafico do fracionamento do veneno total de Bothropoides
erythromelas em coluna de exclusdo molecular. 1b Monitoramento da atividade PLA; e
atividade miotoxica.
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FIGURA 2 - 2a Perfil cromatografico do fracionamento da fracdo IV de Bothropoides
erythromelas. 2b Atividade enzimatica fosfolipasica A, das fracBes 1, 2, 6, 7, 8 e 9 e as suas
respectivas atividades miotoxicas. As outras fracbes ndo foram testadas devido a sua baixa
concentracdo. 2c Perfil eletroforético das fragdes 1, 2,6, 7,8¢€ 9.
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FIGURA 3 - 3a Perfil cromatografico do fracionamento da fracdo 7 a qual foi definida como
PLA, Asp 49. 3b Perfil eletroforético da PLA,.
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FIGURA 4 — 4a Perfil cromatografico do fracionamento da fracdo 9 a qual foi definida como
PLA; Lys 49. 4b Perfil eletroforético da PLA..
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GRAFICOS DA PERFUSAO RENAL DO VENENO
TOTAL DE BOTHROPOIDES ERYTHROMELAS
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GRAFICO 1.1 - Efeitos na pressdo de perfusio renal (PP) na auséncia (controle) e presenca
do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 2.1 - Efeitos na resisténcia vascular renal (RVR) na auséncia (controle) e
presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 3.1 - Efeitos no fluxo urinario (FU) na auséncia (controle) e presenca do veneno
de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 4.1 - Efeitos no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) na auséncia (controle) e
presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 5.1 - Efeitos no percentual de transporte tubular de sodio (%TNa") na auséncia
(controle) e presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 6.1 - Efeitos no percentual de transporte tubular de potéssio (%TK") na auséncia
(controle) e presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 7.1 - Efeitos no percentual de transporte tubular de cloreto (%TCI) na auséncia
(controle) e presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 8.1 - Efeitos no percentual de transporte proximal de sddio (%pTNa®) na auséncia
(controle) e presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 9.1 - Efeitos no percentual de transporte proximal de potassio (%pTK") na
auséncia (controle) e presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 10.1 - Efeitos no percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl) na
auséncia (controle) e presenca do veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 11.1 - Efeitos na excrecdo de sodio (ENa*) na auséncia (controle) e presenca do
veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 12.1 - Efeitos na excrecio de potassio (EK™) na auséncia (controle) e presenca do
veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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GRAFICO 13.1 - Efeitos na excrecdo de cloreto (ECI) na auséncia (controle) e presenca do
veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

GRAFICO 14.1 - Efeitos no clearance osmotico (Cosn) Na auséncia (controle) e presenca do
veneno de Bothropoides erythromelas (B.E=10ug/mL).
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Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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TABELAS DOS RESULTADOS




TABELA 1: Efeitos na pressdo de perfusdo renal (PP) na auséncia (controle) e presenca das fracdes Lys 49

(5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 min 60 min 90 min 120 min
(mmHg)

Controle 110,11 + 3,70 108,27 + 4,90 108,70 + 5,10 110,28 + 3,70
Lys 49 108,8 £2,71 129,2 + 2,67* 139,2 + 3,96* 139,6 + 2,47*
Asp 49 104,7 +1,29 103,2 + 0,94 103,4 +1,72 104,3 + 2,23

B.E 112,30+ 4,20 83,70 + 9,50* 65,20 + 5,60* 68,80 + 11,6

Dados expressos como média =+ EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 2: Efeitos na resisténcia vascular renal (RVR) na auséncia (controle) e presenca das fracfes Lys 49
(5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
(mm.Hg/mL.g".min™)

Controle 5,39 + 0,57 5,57 + 0,54 5,76 + 0,65 5,49 + 0,54

Lys 49 4,71+0,18 5,58 + 0,14 5,98+ 0,10 6,04+ 0,19

Asp 49 5,09 +0,11 5,02+ 0,10 5,02+ 0,09 5,06+ 0,11
BE 5,30+ 0,61 3,95+ 0,58* 3,10+ 0,45% 3,25+ 0,63*

Dados expressos como meédia = EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 3: Efeitos no fluxo urindrio (FU) na auséncia (controle) e presenca das fracdes Lys 49 (5ug/mL) e
Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
(mL. gt.min™)
Controle 0,14 + 0,01 0,14 + 0,01 0,14 + 0,01 0,14 + 0,01
Lys 49 0,13 + 0,01 0,15 + 0,01 0,19 + 0,02 0,23 +0,03*
Asp 49 0,16 + 0,01 0,17 + 0,02 0,16 + 0,02 0,17 + 0,02
B.E 0,15+0,03 0,13 +0,04 0,36 + 0,08* 0,47 +0,08*

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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TABELA 4: Efeitos no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) na auséncia (controle) e presenca das fragdes Lys
49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
(mL.gt.min™)

Controle 0,72 0,12 0,76 + 0,07 0,70 + 0,09 0,72 0,10
Lys 49 0,64 + 0,05 0,51 +0,07* 0,92 + 0,10 0,92 +0,13
Asp 49 0,64 + 0,04 0,71 + 0,07 0,61 + 0,04 0,71 + 0,09

B.E 0,66 +0,12 0,42 +0,12* 0,95 + 0,26* 1,24 + 0,26*

Dados expressos como média =+ EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 5: Efeitos no percentual de transporte tubular de sodio (%TNa") na auséncia (controle) e presenca das
fracBes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
%

Controle 80,17 + 1,40 80,04 + 1,61 79,18 + 0,88 80,58 + 0,45
Lys 49 78,73+ 2,74 74,14 + 3,67 73,22 +4,01 70,93 + 2,52*
Asp 49 83,22 + 1,46 81,01+ 1,88 79,61 +2,37 75,90 + 2,24

B.E 79,08 + 1,67 68,36 + 4,12* 58,35 + 4,86* 59,24 + 3,15%*

Dados expressos como meédia = EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 6: Efeitos no percentual de transporte tubular de potéassio (%TK") na auséncia (controle) e presenca
das fragBes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE =

10pg/mL).

Variaveis 30 60 90 120
%

Controle 65,36 + 2,47 66,38 + 3,31 67,20 + 4,04 64,28 + 5,93
Lys 49 60,47 + 4,95 59,53 + 4,76 60,61 + 5,81 63,28 + 2,74
Asp 49 62,29 + 3,20 57,15 + 3,51 58,45 + 3,12 51,62 + 5,48

B.E 68,89 + 3,79 64,80 + 4,02 57,32 + 5,28% 58,07 + 3,78*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média =+ EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de
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TABELA 7: Efeitos no percentual de transporte tubular de cloreto (% TCI") na auséncia (controle) e presenga das
fragBes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
%

Controle 79,90 + 1,03 81,25 + 2,44 77.32+2,22 78,563+ 2,33
Lys 49 78,89 + 2,31 73,95+ 3,91 69,21 + 4,25 69,68 + 2,83
Asp 49 79,74+ 1,98 78,80 + 2,01 78,33 + 2,59 75,20 + 2,68

B.E 78,40+ 1,98 66,37 + 4,48% 55,97 + 5,52% 57,10 + 4,13*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 8: Efeitos no percentual de transporte proximal de sodio (%pTNa®) na auséncia (controle) e presenca
das fracBes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE =

Dados expressos como média =+ EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de

10pg/mL).
Variaveis 30 60 90 120
%

Controle 75,65 + 1,42 74,69 + 0,99 73,84 + 2,64 74,94 + 3,02
Lys 49 77,66 + 2,66 72,22 +3,69 71,81 +4,41 70,79 + 2,61
Asp 49 81,05+1,92 78,08 + 1,98 77,08 +2,68 73,41+ 2,37

B.E 74,97 £2,07 63,13 + 5,14* 52,89 + 5,79* 54,91 + 3,36*

Dados expressos como meédia = EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 9: Efeitos no percentual de transporte proximal de potassio (%pTK®) na auséncia (controle) e
presenca das fragOes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE
= 10pg/mL).

Variaveis 30 60 90 120
%

Controle 69,92 + 4,09 70,13 + 3,69 70,18 + 4,86 69,17 + 5,64
Lys 49 67,97 £ 2,99 71,26 + 2,41 75,67 + 2,06 66,36 + 2,41
Asp 49 65,59 + 3,15 58,73 + 2,45* 61,83 + 2,06 58,87 + 5,38

B.E 69,78 + 4,56 64,57 + 4,88 56,86 + 6,29* 58,74 + 4,0*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de
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TABELA 10: Efeitos no percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCI) na auséncia (controle) e
presenca das fracdes Lys 49 (5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE

= 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
%

Controle 76,81 +1,25 78,49 + 2,90 76,58 + 1,20 76,36 + 2,47
Lys 49 77,82+2,31 72,02 +4,01 67,80 + 4,87 69,54 +2,77
Asp 49 77,56 2,39 75,86 £ 2,20 75,80 + 2,84 72,70 £2,79

Controle (B.E) 69,92 + 4,09 70,13 + 3,69 70,18 + 4,86 69,17 + 5,64
B.E 70,29+ 2,85 57,14 + 5,69* 46,51 + 6,59 48,77 + 4,20

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média =+ EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de

TABELA 11: Efeitos na excrecdo de sodio (ENa®) na auséncia (controle) e presenca das fragdes Lys 49
(5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
(uEg.g™. min™)

Controle 17,81+ 1,43 17,74+ 1,51 18,76 + 1,31 19,74 + 1,48
Lys 49 16,85+ 1,82 19,13+1,98 26,29 +3,37* 32,44 +5,58*
Asp 49 17,89 + 1,64 19,98 + 2,50 19,30 + 2,69 21,19 + 3,36

B.E 17,85 + 3,62 16,37 £ 4,76 47,3+10,36* 62,40 + 10,86*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de

TABELA 12: Efeitos na excrecdo de potassio (EK") na auséncia (controle) e presenca das fragdes Lys 49
(5ng/mL) e Asp 49 (5pg/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10pug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
(uEg.g™. min*)

Controle 0,90 + 0,07 0,98 + 0,06 0,90 + 0,05 0,84 + 0,06
Lys 49 0,84 +0,03 0,83+0,03 1,10 £ 0,10* 1,29 + 0,20*
Asp 49 1,16 £0,04 1,54 + 0,05* 1,44 +0,04* 1,24 +0,10*

B.E 0,85+0,19 0,58 +0,15* 1,61+0,41% 2,15 +0,45*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de
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TABELA 13: Efeitos na excrecdo de cloreto (ECI) na auséncia (controle) e presencga das fracbes Lys 49
(5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
(uEq.g™.min™)

Controle 15,38+ 2,87 15,62 + 2,87 16,71+2,70 18,17 + 3,42
Lys 49 14,59 + 1,50 16,47 +1,62 22,62+2,21 25,31+ 3,92
Asp 49 17,72 +1,48 18,27 +1,99 17,52 +2,31 18,39+ 2,85

BE 13,63+2,85 12,04 +£2,78 34,77 +7,96* 45,77 + 8,53*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média =+ EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de

TABELA 14: Efeitos no clearance osmético (Cosm) na auséncia (controle) e presenca das fracdes Lys 49
(5ug/mL) e Asp 49 (5ug/mL) e do veneno total de Bothropoides erythromelas (BE = 10ug/mL).

Variaveis 30 60 90 120
(mL.gt.min™)
Controle 0,12 + 0,02 0,12 +0,02 0,14 +0,01 0,13 +0,02
Lys 49 0,13 +0,01 0,14 +0,01 0,19+0,03 0,23 +0,04*
Asp 49 0,15 + 0,02 0,15 + 0,02 0,14 +0,02 0,16 + 0,02
Controle (B.E) 0,12+ 0,01 0,12+ 0,01 0,12+ 0,01 0,13+ 0,01
B.E 0,13+0,02 0,11+0,03 0,32 +0,07* 0,42 +0,07*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de

TABELA 15: Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na auséncia (controle) e presenca
do veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).

Variaveis Viabilidade celular (%)
Controle 99,95+1,92
B. erythromelas (3,125ug/mL) 108,2 £ 6,83
B. erythromelas (6,25ug/mL) 115,3+£6,92
B. erythromelas (12,5ug/mL) 111,5+8,31
B.erythromelas (25ug/mL) 109,6 + 7,63
B. erythromelas (50ug/mL) 83,64 +5,31*
B. erythromelas (100pug/mL) 72,72 +£8,41*

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com poés-teste de
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TABELA 16: Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na auséncia (controle) e presenca
da fracdo Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).

Variaveis Viabilidade celular (%)
Controle 100,0£1,31
Lys 49 (3,125ug/mL) 93,70 + 2,44
Lys 49 (6,25ug/mL) 76,84 +0,98*
Lys 49 (12,5ug/mL) 67,99 + 1,20*
Lys 49 (25ug/mL) 61,21 +1,19*
Lys 49 (50ug/mL) 51,04 + 4,02*
Lys 49 (100ug/mL) 29,35 + 5,80*

Dados expressos como média =+ EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com poés-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 17: Efeitos no percentual de viabilidade celular em células MDCK na auséncia (controle) e presenca
da fracdo Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).

Variaveis Viabilidade celular (%)
Controle 100,0+1,31
Asp 49 (3,125ug/mL) 106,5+ 1,40
Asp 49 (6,25ug/mL) 106,6 + 2,59
Asp 49 (12,5ug/mL) 105,8 £ 2,98
Asp 49 (25ug/mL) 103,0+ 2,75
Asp 49 (50ug/mL) 86,32 + 1,47*
Asp 49 (100ug/mL) 69,41 +1,23*

Dados expressos como média = EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com pds-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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TABELA 18: Efeitos sobre a integridade da membrana (liberagdo de Lactato Desidrogenase - LDH) em células
MDCK na auséncia (controle) e presencga do veneno total de Bothropoides erythromelas (100; 50; 25; 12,5; 6,25
e 3,125ug/mL).

Variaveis Liberacio de LDH
Controle 74,01 £6,70
B. erythromelas (3,125ug/mL) 77,25 +5,83
B. erythromelas (6,25ug/mL) 79,56 +5,74
B. erythromelas (12,5ug/mL) 76,32 +5,76
B. erythromelas (25pg/mL) 73,55 + 2,58
B. erythromelas (50pg/mL) 73,09 + 6,81
B. erythromelas (100pg/mL) 75,40 + 6,36

Dados expressos como média =+ EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com poés-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 19: Efeitos sobre a integridade da membrana (liberacdo de Lactato Desidrogenase - LDH) em células
MDCK na auséncia (controle) e presenca da fracdo Lys 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50;
25;12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).

Variaveis Liberacdo de LDH
Controle 90,49 £ 5,27
Lys 49 (3,125ug/mL) 97,14+ 0,0
Lys 49 (6,25ug/mL) 9291+1,91
Lys 49 (12,5ug/mL) 63,60 £ 10,41
Lys 49 (25ug/mL) 85,44 + 2,45
Lys 49 (50ug/mL) 86,50 + 1,50
Lys 49 (100pg/mL) 136,5 + 9,25*

Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com poés-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.
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TABELA 20: Efeitos sobre a integridade da membrana (liberagdo de Lactato Desidrogenase - LDH) em células
MDCK na auséncia (controle) e presenca da fracdo Asp 49 do veneno de Bothropoides erythromelas (100; 50;
25;12,5; 6,25 e 3,125ug/mL).

Variaveis Liberacdo de LDH
Controle 90,49 +5,27
Asp 49 (3,125ug/mL) 93,67 +1,16
Asp 49 (6,25ug/mL) 98,00 + 1,45
Asp 49 (12,5pg/mL) 95,91 + 3,40
Asp 49 (25ug/mL) 93,69+ 1,13
Asp 49 (50ug/mL) 94,89 + 4,56
Asp 49 (100ug/mL) 96,70 + 2,40

Dados expressos como média =+ EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com poés-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05*.

TABELA 21: Expressdo génica de caspase-3 em células MDCK tratadas com veneno total da serpente
Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas).

Variaveis Expressdo génica de caspase-3
Controle 1,01+£0,04
DOXO (3,12ug/mL) 1,95+0,17*

Dados expressos como meédia =+

EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com poés-teste de

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenga estatistica entre os grupos tratados com VBE e o
controle negativo (células + PBS) e p < 0,05 = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e 0

controle positivo DOXO.

TABELA 22: Expressdo génica de caspase-8 em células MDCK tratadas com veneno total da serpente
Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas).

Variaveis Expressdo génica de caspase-8
Controle 1,07 +0,10

DOXO (3,12ug/mL) 2,10 +£0,24*

VBE (46,65ug/mL) 207 +0,18*

Dados expressos como média +

EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de

Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenga estatistica entre os grupos tratados com VBE e 0
controle negativo (células + PBS) e p < 0,05 = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e o
controle positivo DOXO.
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TABELA 23: Expressdo génica de Bax em células MDCK tratadas com veneno total da serpente Bothropoides
erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas).

Variaveis Expressédo génica de Bax
Controle 1,01 +0,03
DOXO (3,12ug/mL) 2,12 +0,15*

VBE (46,65ug/mL) 0.42 4 0.03*#

Dados expressos como média =+ EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pos-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e o
controle negativo (células + PBS) e p < 0,05" = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e o
controle positivo DOXO.

TABELA 24: Expressdo génica de Bcl-X_ em células MDCK tratadas com veneno total da serpente
Bothropoides erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas).

Variaveis Expressédo génica de Bcl-X,
Controle 1,02 £0,06

DOXO (3,12pug/mL) 2,02 +£0,17*

VBE (23,32ug/mL) 1,34 + 0,114

VBE (46,65pg/mL) 1,21 +0,07#

Dados expressos como meédia = EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e 0
controle negativo (células + PBS) e p < 0,05" = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e o
controle positivo DOXO.

TABELA 25: Expressao génica de Mcl-1 em células MDCK tratadas com veneno total da serpente Bothropoides
erythromelas (DOXO = Doxorrubicina; VBE = veneno de Bothropoides erythromelas).

Variaveis Expresséo génica de Mcl-1
Controle 1,01+£0,04

DOXO (3,12ug/mL) 1,27+0,12

VBE (23,32ug/mL) 1,19+ 0,06

VBE (46,65ug/mL) 1,46 £0,11*

Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisados por ANOVA, com pds-teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p < 0,05* = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e 0
controle negativo (células + PBS) e p < 0,05 = diferenca estatistica entre os grupos tratados com VBE e 0
controle positivo DOXO.



