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"H4 mais mistérios entre 0 céu ¢ a
terra do que imagina a nossa v
filosofia"

William Shakespeare
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Dedico esta Tese a meus pais.



Principios éticos na experimentacio animal

Artigo 1 Todas as pessoas que pratiquem a experimentagdo bioldgica devem
tomar consciéncia de que o animal € dotado de sensibilidade, de memdria e que

sofre sem poder escapar a dor.

Artigo 1T O experimentador €, normalmente, responsdvel por suas escolhas e

por seus atos na experimentagdo animal,

Arrigo Il Procedimentos que envolvam animais devem prever e se desenvolver
considerando-se sva relevancia para a salide humana ou animal, a aquisi¢io de

conhecimento ou o bem da sociedade.

Artigo 1V Os animais selecionados para um experimento devem ser de espécie
e qualidades apropriadas e apresentar boas condi¢des de sadde, utilizando-se o
nimero minimo necessdrio para se obter resultados vdlidos. Ter em mente a
utilizagdo de métodos alternativos tais como modelos matemdticos, simulaggo por

computador e sistemas biolégicos "in vitro”,

Artigo V E imperativo que se utilizem os animais de maneira adequada,
incIu.indo ai evitar o desconforto, angistia e dor. Os investigadores devem
considerar que os processos determinantes de dor ou angdstia em seres humanos
causam o mesmo em outras espécies, a ndo ser que o contrdrio tenha se

demonstrado,



Artigo VI Todos os procedimentos com animais, que possam causar dor ou
angustia, precisam se desenvolver com sedagdo, analgesia ou anestesia adequadas.
Atos ciniirgicos ou outros atos dolorosos ndo podem se implementar em animais nao

anestesiados e que estejam apenas paralisados por agentes quimicos e/ou fisicos.

Antigo VI Os animais que sofram dor ou angtistia intensa ou cronica, que nio
possam se aliviar e que ndo serdo utilizados devem ser sacrificados por método

indolor e que ndo cause estresse.

Artigo VHI O uso de animais em procedimentos diddticos e experimentais
pressupde a disponibilidade de alojamento que proporcione condicdes de vida
adequadas as espécies, contribuindo para sua saiide e conforto, O transporte, a
acomodacgdo, a alimentagdo € os cuidados com os animais criados ou usados para

fins biomédicos devem ser dispensados por técnico qualificado.

Artigo IX Os investigadores e funciondrios devem ter qualificagio e experiéncia
adequadas para exercer procedimentos em animais vivos. Deve-se criar condigbes
para seu treinamento no trabalho, incluindo aspectos de trato e uso humanitério dos

animais de laboratdrio.

Comité de Etica e Legislagio do Colégio Brasileiro de Experimentacio
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RESUMO

A B. erythromelas € uma serpente que habita exclusivamente as regides
quentes do Nordeste brasileiro (Bahia ao Ceard). Nesta Tese avaliaram-se

caracterfsticas bioquimicas e farmacolégicas de sua pegonha.

Verificou-se que o veneno apresenta atividades coagulante, proteolitica
(caseinolitica), {osfolipdsica e hgmorrzigica, bem como discreta atividade TAME-
esterdsica, Os fracionamentos realizados revelaram a presenga de trés (Sephadex G-
75) e quatro (Sephadex G-100) picos distintos. No primeiro pico detectaram-se as
atividades proteolitica e coagulante, no segundo, TAME-esterdsica (ausente em
Sephadex G-75), no terceiro, fosfolipdsica e coagulante. Nenhuma atividade foi

detectada no tltimo pico.

Através do estudo farmacoldgico, verificou-se que a pegonha de B.
erythromelas € menos toxica do que a de B. jararaca para camundongos (via
intraperitoneal); no entanto, esta relagdo se inverteu para pintainhos (via

intramuscular),

Estudamos também os efeitos deste veneno sobre a pressio arterial sistémica
e a respiragdo, bem como sobre o tempo de coagulagdo, de cies anestesiados.
Observou-se que apds administragio de 25 pg/kg da pegonha (via endovenosa,
"bolus”), os animais apresentaram uma queda da pressdo arterial que revelou a
presenca de dois componéntes'distintos: 0 primeiro manifestou-se por uma queda de
rdpida instalagio e de moderada intensidade e o segundo, por uma queda mais
acentuada e persistente. Verificou-se também que o veneno determinou a morte
de 58,8% dos animais, por parada respiratéria precedida por hiperpnéia.
Incoagulabilidade sanguinea, apds uma breve fase de hipercoagulabilidade

(coagulopatia de consumo) foi também observada.
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O pré-tratamento dos animais, de forma independente, com heparina,
sulfato de celulose , NW-nitro-L arginina metil éster (L-NAME) , indometacina,
soro antibotrdpico (SAB), e sulfato de celulose e indometacina assoctados,
determinou a sobrevida de 100% dos animais experimentados. O primeiro
componente hipotensor foi inibido significativamente pelo sulfato de celulose,
bem como pela heparina, enquanto que o segundo conponente hipotensor foi
abolido em 50% dos animais tratados com indometacina. A associagio de sulfato de
celulose e indometacina inibiu completamente as alteragdes presséricas induzidas

pelo veneno, bem como as anomalias respiratdrias.

Estes resultados sugerem que bradicinina seja responsdvel pela quéda inicial
da pressdio arterial ¢ que eicosandides com agdo vasodilatadora, tais como
prostaciclina e/ou prostaglandina Ep sejam os mediadores da segunda queda
pressérica. O estado de choque, por sua vez, seria mantido pela liberacdo de ¢xido
nitrico pelas células endoteliais, uma vez que o pré-tratamento com L-NAME
determinou uma recuperagdo acelerada dos niveis pressdricos, ainda que nao tenha

interferido com nenthuma das respostas hipotensoras.

As alteragdes na coagulagdo somente foram revertidas com o uso do SAB,
no entanto em propor¢ao 30 vezes superior aquela recomendada pelo Instituto

Butantan.



ABSTRACT

B. erythromelas is a snake found exclusively in the Northeast of Brazil (from
Bahia to Ceard). In this Thesis, some of the biochemical and pharmacological

characteristics of this venom were examined.

B. erythromelas venom possesses coagulant activity as well as proteolytic
(caseinolytic), phospholipase and TAME-esterase activities. Fractionation of the
venom yielded either three (Sephadex G-75) or four (Sephadex G-100) distinct
peaks. The first peak contained primarily proteolytic and clotling activities; in the
second one, TAME-esterase activity was detected (this peak was absent in the G-75
fractionation). The third peak contained phospholipase activity and in the last, no

activity could be detected.

B. erythromelas venom, compared with B. jararaca venom, is less toxic in
mice, when given i.p.. However, this potency is inverted when the venoms are

given i.m. in chicks,

The effects of B. erythromelas venom on arterial blood pressure and
respiration, as well as clotting time "in vivo" (anaesthetized dogs), were also
examined. A bolus injection of B, erythromelas venom (25 ug/kg, i.v.) induced a
biphasic hypotensive response consisting of a rapid initial decrease followed by a
partial recovery (early phase) which was then succeeded by a more sustained
hypotension (late phase). The dose of venom used caused a 58.8% mortality. The
animals died following a period of profound respiratory alterations.

Independent pre-treatment of the animals with heparin, cellulose sulphate,
NW-Nitro-L arginine methyl ester (L-NAME), indomethacin, antibothropic serum,
or a combination of cellulose sulphatc and indomethacin, abolished the lethality.

The early phase of hypotension was inhibited by cellulose sulphate as well as by

xi



heparin, while the late phase was partially inhibited (50%) by indomethacin. Pre-
treatment with celiulose sulphate and indomethacin abolished the venom-induced

alterations in blood pressure and respiration.

These results suggest that bradykinin may be responsible for the initial
hypotensive response and that vasodilatory eicosanoids, such as prostacyclin and/or
prostaglandin Ep may mediate the late phase. Pre-treatment with L-NAME led to a
more rapid recovery from the sustained late phase of hypotension although there
was no effect on the immediate hypotensive response. This observation suggests that
nitric oxide release, from endothelial cells, may contribute to the maintenance of the
venom-induced shock. On the other hand, the hemostatic alterations were prevented
only by pre-treatment with antibothropic serum, however in a dose 30 fold above

that recommended by the Butantan Institute.
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LISTA DE MATERIAIS

1- MERCK
Acido tricloroacético
Bicarbonato de sédio
Caseina
Cloreto de célcio dihidratado
Cloreto de potdssio
Cloreto de sédio
Colato de sédio
Dihidrogenofosfato de potdssio
Fosfato monossédico monohidratado
Glicose anidra
Hidréxido de sédio
Lecitina de ovo

Vermelho de fenol

2- SIGMA
Indometacina
NW-Nitro-L arginina metil éster
TAME (p-tolueno sulfonil L-arginina metil éster)
TRIS-hidrocloridrato de Tris (hidréximetil aminometano)

Trombina
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3- Outras Procedéncias
Azul de dextran (Serva)
Citrato de sédio (Usina Colombiana S.A.)
EDTA-4cido etilenodiamino tetraacético (Reagen)
Heparina (Organon)
Hoprost (Boehringer Ingelhem)
Oxalato de aménio (Ecibra)
Pentobarbital sddico (Abbott)
Sephadex G-75 e Sephadex G-100 (Pharmacia)
Soro antibotrdpico (Instituto Butantan)
Sulfato de celulose (Aldrich)
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INTRODUCAO

Peconhas ofidicas constituem uma mistura complexa de diversos
componentes que se originam a partir de uma sintese proteica altamente
especializada, e que parecem atuar em perfeita sintonia, tanto na digestdo da presa,

como na prote¢do da serpente contra seus predadores naturais.

A diversidade de atividades bioldgicas das pegonhas ocasiona o
aparecimento de efeitos tdéxicos e muitas vezes letais, o que faz com que
envenenamentos offdicos constituam um problema de considerdvel magnitude desde
0s tempos mais remotos. Segundo Swaroop & Grab (1954), cerca de 30 a 40 mil
mortes ocorrem anualmente em decorréncia de acidentes com serpentes venenosas
em diferentes dreas do mundo, No Brasil, verifica-se que 88,1% dos acidentes
ofidicos (junho de 1986 a dezembro de 1987) sdo ocasionados por serpentes do
género Bothrops seguidos por Crotalus (8,2%), Lachesis (2,9%) e Micrurus
(0,7%; Alves et al., 1990).

As serpentes venenosas que se caracterizam pela habilidade de
inocular a pegonha em suas vitimas, gragas a evolugdo de suas presas, dividem-se
em quatro familias: Hydrophiidae, Elapidae, Viperidae e Croralidae; nesta tltima,
se incluem as serpentes dos géneros Borhrops e Crotalus, as mais comumente

encontradas no Brasil.

Na regido Nordeste, particularmente entre os estados da Bahia e
Ceard, encontra-se a Bothrops erythromelas, serpente descrita por Amaral em
1926 (Fig. 1). Tal espécie, também conhecida como jararaca da seca, jararaca

rosada ou jararaca avermelhada, ¢ uma serpente de pequeno porte (82,5 a 125 cm)
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que fornece de 20 a 30 miligramas de pegonha por extragio, segundo Vellard

(1938), € de 15 a 20 miligramas, de acordo com dados do Instituto Butantan,

A investigagdo da atividade farmacolégica da  pegonha de B.
erythromelas baseia-se no fato de as pegonhas botrépicas apresentarem um perfil de
efeitos mais ou menos constante. Dentre estes efeitos, destaca-se inicialmente o
choque, que segundo Vital Brazil (1982) € a causa mais frequente de morte nos
acidentes causados por estas serpentes. Clinicamente o choque € do tipo
hipovolémico e este efeito parece ser devido ao extravasamento de sangue para oS
tecidos € drgios internos. A hipotensdo inicial parece nio ter origem cardfaca, mas
sim ser devida 2 vasodilatagio que determina um profundo decréscimo na resisténcia
periférica vascular. Este efeito € confirmado pelo fato de animais descerebrados,
desmedulados ou desprovidos da circulagio sangufnea cerebral também
desenvolverem o choque (Lee & Lee, 1979). Autacéides como bradicinina,
histamina, serotonina e prostaglandinas, os quais sio liberados por agdo de enzimas

contidas nas pegonhas (proteases, fosfolipase A7 e fosfolipase C), podem também

contribuir para as alteragBes circulatdrias observadas no choque (Rothschild &

Rothschild, 1979).

A relevincia da bradicinina no envenenamento botrépico foi
primeiramente demonstrada por Rocha e Silva & Beraldo (1949) que verificaram a
liberagdo desta cinina a partir de uma fragdo globulfnica do plasma por agio da
peconha de B. jararaca e da tripsina. A seguir, Deutsch & Diniz (1955)
demonstraram que as enzimas formadoras das cininas, as  cininogenases,
distribuem-se amplamente nos venenos crotal{deos e viper{deos. Posteriormente,
Ferreira (1965), em estudos com a pegonha de B. Jararaca, verificou a presenca
de uma substincia que amplificava a acfo da bradicinina liberada. Tal substancia,

foi denominada BPF (bradykinin-potentiating factor). Estudos subsequentes

demonstraram que os BPF; constituem uma famflia de peptfdeos (5 a 13 resfduos de
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aminodcidos) que inibem a enzima peptidil dipeptidase, a qual ndo s6 participa da
sintese de angiotensina 1I, como também promove a degradagio da bradicinina,
substéncias estas que se encontram estreitamente envolvidas na regulagio da pressio
arterial. De fato, a importincia desta descoberta reflete-se no desenvolvimento do
captopril (Cushman et al., 1977) e demais inibidores da enzima conversora,
medicamentos largamente utilizados ndo somente nos casos de hipertensio renina-
dependentes mas também na hipertensdio arterial essencial (Garrison & Peach,

1990). !

Mais ainda, Sung et al. (1988), estudando a interagdo da bradicinina
com células endoteliais de artéria pulmonar bovina verificaram que o efeito final a
nivel de receptores do tipo By consiste na elevagio dos niveis intracelulares de
cdlcio e liberagdo de EDRF - endothelium derived- relaxing factor . Este composto,
descoberto por Furchgott & Zawadski em 1980, enquanto estudavam a hipotensdo
produzida pela acetilcolina, € um importante agente vasodilatador, que atua
através do aumento dos nfveis intracelulares de GMP, via ativagio da guanilato
ciclase (Ignarro & Kadowitz, 1985; Angus & Cocks, 1989). Desta forma, esta
substincia poderia contribuir para o estado de choque, fato que ndo foi ainda

relatado para pegonhas ofidicas. Por outro lado, a estimulagdo do receptor By em

células endoteliais fntegras parece iniciar uma série de eventos biolégicos, tais

como: ativagdo das fosfolipases Ap e C de membrana, liberagio de prostaglandinas

e acimulo de AMP; ¢ GMP¢, fatores estes que desempenham importante papel no

fendmeno da vasodilatacio,

Outra caracterfstica das pegonhas botrdpicas € a capé_cidade que tém
de coagular o plasma e produzir hemorragias. A atividade coagulante de venenos
offdicos foi primeiramente descrita por Fontana em 1787 (cf. Boguet, 1979), que
ap6s administrar endovenosamente pequena dose do veneno de vibora em coelho,

observou a morte do animal. A andlise macroscépica dos vasos do animal revelou o
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estado coagulado do sangue. Com o desenvolvimento de técnicas mais apropriadas
ao estudo da cascata da coagulagdo, os venenos foram agrupados por Denson (1969)
em quatro grupos bdsicos: 1) ativadores do fator X, 2) ativadores incompletos de
protrombina (necessitam do fator V), 3) ativadores completos de protrombina
(ndo necessitam do fator V) e 4) ativadores do fibrinogénio, convertendo-o em
fibrina (acao semelhante A trombina). Rosing et al. (1988) relataram que com
relagdo ao veneno de B. erythromelas, as evidéncias, até o momento disponiveis,
ndo permitem classificd-lo corretamente como um ativador de protrombina completo
ou incompleto. Com relagdo 2 hemorragia, o termo hemorragina ou principio
hemorrdgico designa componentes offdicos que determinam sangramento por uma
alteragdo na composigio da parede do vaso, ou agdo na cascata da coagulagio;
entretanto, o desenvolvimento de hemorragia parece ndo ser agravado pela
incoagulabilidade sangufnea determinada pelas pegonhas (Ohsaka, 1979). A
atividade hemorrdgica foi, por longo tempo, atribufda & presenga de proteases nos
venenos ofidicos. No entanto, apds isolamento de proteases das peconhas de
Agkistrodon halys blomhoffii e Trimeresurus flavoviridis verificou-se que estas
fragdes eram completamente isentas de atividade hemorrdgica (cf, Ohsaka, 1979).
Comparando a pegonha de B. erythromelas com a de B. jararaca, Tomy et al.,
(1988) descreveram que a atividade coagulante da pegonha de B. erythromelas é dez
vezes mais potente que a da B. jararaca. Por outro lado, estas peconhas nio
diferem significativamente na produgdo de hemorragia. O uso do soro antibotrépico
(Instituto Butantan) foi eficaz em neutralizar por completo a atividade hemorrdgica
de ambas as pegonhas, bem como a atividade coagulante do veneno de B. jararaca,
falhando no entanto, em inibir o efeito coagulante da pegonha de B, erythromelas,
fendmeno este que foi parcialmente inibido pela heparina. Considerando-se que esta
pegonha ndo € inclufda na produgio do soro antibotrépico do Instituto Butantan,
talvez seja esta uma possivel explicagdo para a auséncia de neutralizagio do efeito
supramencionado. Tal verificagdo fala a favor de uma regionalizagio da produgio

dos anti-soros, fato que vem sendo extensivamente discutido em congressos e
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simpdsios especializados no assunto, A elevada atividade coagulante da pegonha de
B. erythromelas poderia assim potencializar o estado de choque, através do
desenvolvimento de um quadro de coagulagdo intravascular disseminada que se
caracteriza por trombocitopenia ¢ consumo de fatores de coagulagio do plasma,
presenga de produtos da ativagdo da coagulag¢do, tais como mondmeros de fibrina,
fibrinopeptideos e fragmentos de protrombina e produtos de degradagio da fibrina,
como uma consequéncia do depdsito de fibrina na microcirculagdo (Rapaport,
1990). Rothschild & Almeida (1972) , estudando 'a participagio das cininas no
choque fatal produzido pela pegonha de B. jararaca, verificaram que mesmo uma
liberagdo maciga de bradicinina pode ser tolerada por ratos previamente tratados
com substdncias que previnem o aparecimento de um quadro de coagulagdo
intravascular disseminada (heparina ou sulfato de celulose). De fato, Nahas et al.,
(1979) demonstraram que apds administragio intravenosa da pegonha de B.
erythromelas (50 ug/kg) em cies anestesiados, ocorre um consumo dos fatores V e
X da coagulagdo, bem como de protrombina e fibrinogénio (coagulopatia de
consumo), alteragOes estas que foram completamente abolidas com o uso de

heparina em alta dose (50 mil unidades).

Por outro lado, peconhas ofidicas podem alterar a fun¢fio plaquetdria
de diversas formas, quer induzindo a agregacdo e a reagdo de liberacdo, quer
inibindo tal fendmeno. A ativag@io plaquetdria, compreendendo as fases de adesdo,
agregagdo ¢ degranulagdo, € uma cadeia de eventos na qual um grande nimero de
enzimas, substratos e componentes bioqufmicos da membrana, citoplasma e
protefnas do glicocdlice, estio envolvidos. Dada A complexicidade de tal sistema,
ndo € surpreendente o fato de pegonhas ofidicas alterarem o funcionamento normal
destes componentes sangufneos. Com relagio 2 inibigdo plaquetdria, Boffa &
Boffa (1974), estudando a pegonha de Vipera aspis, detectaram trés componentes
distintos com atividades ADPase/5 nucleotiddsica, fibrinolitica e fosfolipdsica.

Compostos de pegonhas offdicas com atividade fosfolipdsica vém sendo relatados
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como potentes inibidores da agregag¢io plaquetdria como o que se observa para as
peconhas de Trimeresurus gramineus (Ouyang & Huang, 1983) e de Agkistrodon
halys (Ouyang et al., 1983). Tal enzima parece promover a inibicio atuando
como uma hemolisina de agdo indireta, a qual agindo sobre fosfolipideos de
membrana, formaria lisolecitina, que lisaria inespecificamente a membrana das
plaquetas e a de eritrécitos, devido a semelhanga entre as cargas negativas das
membranas destes componentes sanguineos (Condrea, 1979). Com relagio 2
peconha de B. jararaca, Zingali et al. (1988) descreveram a atividade agregante da
pegonha total. No entanto, apds fracionamento desta pegonha em Sephacryl S-
200, a fragdo com atividade fosfolipdsica determinou uma marcante inibigdo da

agregagdo induzida pelo coldgeno.

Além da fosfolipase Ap, outras enzimas sio frequentemente

encontradas em pegonhas ofidicas tais como acetilcolinesterase, proteases e
esterases enire outras (Zeller, 1951). Determinadas enzimas sdo caracterfsticas de
espécies, géneros e até famflias como por exemplo, as proteases, normalmente

presentes na familia Viperidae.

Segundo Rocha e Silva (cf. Diniz et al., 1966), as proteases sio
também capazes de produzir aguda hipotensio a qual € seguida por sinais
caracteristicos do choque cardiovascular. Este efeito estaria relacionado 2
capacidade destas enzimas em liberar cininas vasodilatadoras através da ativagio do
cininogénio plasmatico. De fato, esta hipdtese foi confirmada por Corrado et al.
(1966), que demonstraram, em cles, que a tripsina (dose superior a 12 mg/kg)
depleta os estoques de bradicininogénio plasmético e libera ;bradicinina ou
substincias semelhantes as cininas na circulagdo. Por outro lado, a histamina parece
desempenhar um importante papel na génese da hipotensdo desencadeada por esta
enzima, visto que 3 mg/kg de tripsina, determinaram o aparecimento deste

autacdide no sangue circulante.



Finalmente, estas pegonhas caracterizam-se por induzir, a nivel
local, volumoso edema; frequentemente produzem necrose do tecido atingido
(Rosenfeld, 1971). A produ¢io de edema induzido pela pegonha de B. jararaca em
pata de rato foi recentemente descrita por Trebien & Calixto (1989). A utilizagdo de
inibidores da via da cicldoxigenase e lipoxigenase, bem como antagonistas de
receptores alfa-1 e alfa-2 adrenérgicos e inibidores da fosfolipase A9 revelou
marcante inibi¢do do edema induzido por 10 pg deste veneno por pata de animal,
Entretanto, a participagdo dos autacdides cldssicos como histamina, serotonina,

bradicinina e PAF-acetér parece pouco contribuir para o efeito observado.



OBJETIVOS

1- Estudo comparativo da toxicidade das peconhas de Bothrops erythromelas e

Bothrops jararaca em camundongos e pintainhos.

2- Detecgio das atividades enzimdticas (fosfolipdsica, TAME-esterdsica,
proteolitica, coagulante e hemorrigica) dos venenos totais de B. erythromelas ¢ B.

jararaca.

3- Fracionamento do veneno de B. erythromelas e detecgio das atividades

enzimdticas {(exceto hemorrdgica) nos picos obtidos.

4- Estudo do efeito do veneno de B. erythromelas sobre a pressio arterial sistémica,
respiracdo e tempo de coagulagio de cdes anestesiados, bem como intervengio

farmacolégica sobre este fendmeno.
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MATERIAIS E METODOS

1- PECONHA

Utilizaram-se as pegonhas de B . erythromelas e B. jararaca,
gentilmente cedidas pelo Instituto Butantan (Sdo Paulo, SP)
2- ANIMAIS DE EXPERIMENTACAQ

Foram utilizados camundongos Swiss provenientes do Biotério Central da
UNICAMP e pintainhos que foram gentilmente cedidos pela granja Ito (Campinas,
SP). Os cdes foram obtidos junto ao canil da UNICAMP.

3- TOXICIDADE

O estudo da toxicidade da pegonha de B. erythromelas foi realizado
comparativamente a0 da pegonha de B. jararaca. Utilizaram-se 24 animais por
experimento, empregando-se 6 animais por dose. Camundongos Swiss (18-22 g)
foram injetados pela via intraperitoncal e pintainhos (40-50 g), pela via
intramuscular {mudsculo peitoral esquerdo). Os animais foram observados por um
perfodo de 24 horas apds a administragido da pegonha, Esta foi dissolvida em salina
0,85% para obtengdo de uma solugio mde, a partir da qual prepararam-se 4
solugbes em diferentes concentragbes. As razdes 1,5 e 2,0 foram empregadas,

respectivamente para camundongos e pintainhos. Os valores de dose letal 50%
(DL5() foram obtidos utilizando-se o método de Weil (1952).

4- GEL FILTRACAOQ
Sephadex G-75 ou G-100 foi previamente equilibrado 2 temperatura
ambiente com Tris-HCl (100 mM; pH 7,4). Tanto o empacotamento como a elui¢io

das fragdes foram realizados a 59C. A qualidad¢ do empacotamento foi confirmada
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por meijo de uma solugio de azul de dextran (2 mg/mi), cujo peso molecular é
superior a 2 x 106, A pegonha de B, erythromelas (100 mg) foi entdo dissolvida em
6 ml de salina 0,85% e centrifugada por 10 minutes a 3000 pm & temperatura
ambiente. O sobrenadante limpido foi adicionado a coluna (90 x 2 cm). Frages de
2,0 € 2,5 ml, respectivamente para Sephadex G-75 e G-100, foram coletadas a um
fluxo constante de 30 ml/hora. A concentragio proteica das fracdes foi determinada

medindo-se a absorbéncia a 280 nm.

5- ATIVIDADES ENZIMATICAS

A determinagdo das atividades enzimdticas do veneno total de B,

erythromelas e de suas fragdes foi realizada.

5.1- ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

A atividade fosfolipdsica foi avaliada segundo o método descrito por Ldbo
de Aradjo & Radvany (1987). A 1,0 ml de meio de reagiio acrescentaram-se 10 ul
da pegonha em diferentes concentragbes ou 10 ul das fragdes. Apds 15 minutos
fez-se a leitura da absorbincia a 558 nm contra 0 branco 20 qual se adicionou
tampdo Tris-HC] (100 mM; pH 7,4). O meio de reagiio continha lecitina de ovo
(3,5 mM) solubilizada em colato de sédio (4,0 mM), NaCl (100 mM) ¢ vermelho
de fenol (0,055 mM). Este meio foi ajustado em 1,0 de absorbincia através da
adigio de NaOH (100 mM).

5.2- ATIVIDADE TAME-ESTERASICA
Determinou-se a atividade TAME-esterdsica segundo 0 método de
Hummel (1959). A 2,9 ml de meio de rea¢fio acrescentaram-se 100 pl da pegonha

em diferentes concentrages, ou 50 ul das fragdes. Efetuou-se a leitura a 247 nm. O
meio de reagio continha o substrato TAME (500 mM), Tris-HC! (5,0 mM) e CaCly

{10 mM),
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5.3- ATIVIDADE PROTEOLITICA
Foi determinada como descrito por Mandelbaum et al. (1982), que

preconizam a casefna como substrato. A 1,0 ml de meio de casefna 2% contendo
100 pl de CaClp (80 mM) e 100 pl de NaCl (150 mM) adicionaram-se © veneno ou

as diferentes fragdes. Apés 30 minutos de reagdo (37°C), acrescentaram-se 3,0 ml
de dcido tricloroacético 5%. A solugdo permaneceu em banho de gelo por 60

minutos, filtrando-se em seguida. A concentragdo proteica foi determinada através

da técnica descrita por Hartree (1972).

5.4- ATIVIDADE COAGULANTE
Foi determinada através do método descrito por Nahas et al. (1979). A
250 l de plasma humano citratado (1,0 ml de citrato de sédio 3,8% para 9,0 ml de
sangue) adicionaram-se 50 ul da pegonha em diferentes concentracdes ou igual
volume das fragGes. Cronometrou-se entdo o tempo de coagulagio (formagio da

rede de fibrina) de cada amostra.

5.5- ATIVIDADE HEMORRAGICA
Determinou-se a atividade hemorrdgica segundo o método de Kondo et al.
(1960). Camundongos Swiss (18-22 g) foram injetados intradermicamente com
concentragdes crescentes da pegonha contida em um volume constante de 100 pl.
Seis horas apds a injegdo, os animais foram sacrificados e o halo hemorrdgico foi
medido. A dose hemorrdgica minima foi definida como sendo a menor quantidade
de pegonha capaz de causar uma reagio de 5 mm de didmetro, § horas apos a

administragdo intradérmica.
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6- PRESSAQ ARTERIAL SISTEMICA, RESPIRACAO E TEMPO DE
COAGULACAO DE CAES ANESTESIADOS
Para o estudo da atividade da pegonha de B. erythromelas sobre o sistema

cardiovascular foram utilizados cdes de ambos os sexos (4,8 a 16,0 kg),
anestesiados com pentobarbital sddico (30 mg/kg, e.v.). A traquéia foi exposta e
canulada. Foi usada uma cinula traqueal provida de duas safdas laterais. Uma das
safdas foi conectada a um tambor de Marey a fim de se registrar o8 movimentos
respiratérios de cada animal; a outra, permitiu a instalagdo de respiragdo artificial
quando esta se fez necessdria. Uma clnula de Frangois Frank foi entfo inserida em
uma das cardtidas para registro da pressdo arterial média através de um mandmetro
de Ludwig. Uma cénula de polietileno foi inserida na veia femoral para
administragio de drogas e outra, na artéria femoral para coleta de sangue. As
amostras de sangue foram utilizadas para a determinagdo do tempo de coagulagio,
colocando-se 0,5 ml de sangue total em um tubo de vidro, de espessura e didmetro
constantes, e cronometrando-se, a 370C, o tempo para a ocorréncia da coagulagio.

Neste estudo, subdividimos os animais em dois grupos: aqueles que
receberam exclusivamente o veneno de B.  erythromelas (25 pg/kg, e.v.) e aqueles
préviamente tratados com diferentes substdncias para avaliarmos a participagio de
diferentes mediadores nas alteragdes evocadas pela pegonha. Os animais submetidos
aos diferentes pré-tratamentos foram comparados aos animais que receberaﬁ
exclusivamente o veneno (animais controle), Os pré-tratamentos utilizados foram:
Heparina (200 e 1000 Ul/kg),
Sulfato de Celulose (2 administragdes de 20 mg/kg),
NW-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 100 mg/kg),
Indometacina (10 mg/kg) e

Sulfato de Celulose e Indometacina (doses supramencionadas).
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Os seguintes mecanismos de agdo sdo propostos para as drogas
supramencionadas:
Heparina: Acelerador da inibigfio da trcmbina pela antitrombina IIi;
Sulfato de celulose: Depletor parcial do cininogénio plasmético de alto peso
molecular;
L-NAME: Inibidor da 6xido nitrico sintetase;

Indometacina: Inibidor da enzima cicloxigenase. ‘

Avaliamos ainda o antagonismo quimico pelo soro antibotrépico produzido
pelo Instituto Butantan. Foram utilizadas doses de 1, 3, 10 e 30 ml de soro para 5

mg de peconha, injetadas cerca de 15 minutos antes da administracdo do veneno.

7- ANALISE ESTATISTICA

Aplicaram-se testes estatfsticos para determinagio das médias e dos erros
padrio das médias (EPM). A significincia foi considerada a nivel de 5% (p <
0,05) para o teste de t-Student (Snedecor, 1963) e andlise de varidncia (ANOVA;
Denenberg, 1976). Em alguns casos, 2 andlise de varidncia seguiu-se o teste de

Duncan para comparagdes multiplas (Duncan, 1955; Kramer, 1956).
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RESULTADOS

1- TOXICIDADE

Nossos resultados demonstraram que os pintainhos sfio mais sensiveis 2
pegonha de B. erythromelas do que os camundongos. Em relagdo & pegonha de B.
Jararaca, verificamos que esta relagdo se inverteu e'os camundongos foram mais

sensiveis do que os pintainhos (Tabela I).

B. erythromelas B. jararaca
(mg/kg)
Pintainhos 1,49 (1,15-2,04) 6,06 (5,16-7,12)
Camundongos 3,05 (2,51-3,73) 0,85 (0,62-1,13)

TABELA I: DLsg e limites fiduciais das pegonhas de B. erythromelas e de

B, jararaca em pintainhos (via intramuscular) e camundongos (via intraperitoneal).

2- FRACIONAMENTO

Nesta etapa, verificamos que o. perfil cromatogrifico obtido no
fracionamento da peconha de B. erythromelas em Sephadex G-100 (Fig. 2B)
revelou uma melhor resolugdo que aquele realizado em Sephadex G-75 (Fig. 2A).
No fracionamento realizado em Sephadex G-75 observamos o aparecimento de 3
picos distintos (picos I, II e III), enguanto o fracionamento em Se;jhadex G-100,

determinou o aparecimento de um quarto pico (picos I, II, Ill e IV).
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Figura 2A: Fracionamento do veneno de B. erythromelas em Sephadex G-75.
Dissolveram-se 100 mg da pegonha em 6 ml de salina 0,85% e adicionaram-se
a coluna (90 x 2 cm) de Sephadex equilibrado com tampio Tris-HCl (100
mM; pH 7,4). Fragdes de 2,0 ml foram coletadas a um fluxo de 30 ml/h, a

59C. As atividades coagulante, proteolitica (caseinolftica) e fosfolipdsica sfo
apresentadas.
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Figura 2B: Fracionamento do veneno de B. erythromelas em Sephadex G-100.
Dissolveram-se 100 mg da peconha em 6 ml de salina 0,85% e adicionaram-se 2
coluna (50 x 2 cm) de Sephadex equilibrado com tampdo Tris-HCl (100 mM;
pH 7,4). Fragdes de 2,5 ml foram coletadas a um fluxo de 30 mi/h, a 50C. As
atividades coagulante, proteolitica (caseinolitica), TAME-esterdsica e fosfolipdsica

530 apresentadas.
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3- ATIVIDADES ENZIMATICAS
3.1- VENENQ TOTAL

Na Tabela II, observamos que a pegonha de B. erythromelas apresentou
atividades fosfolipasica, proteolitica, TAME-esterdsica, hemorrigica e coagulante,
atividades estas, presentes também na pegonha de B. jararaca. Com relagio 2
atividade fosfolip4sica, verificamos que nio houve diferenga significativa entre as
peconhas de  B. erythromelas e B. jararaca quanto 2 eficicia em degradar a
lecitina de ovo solubilizada em colato de sédio. Verificou-se o mesmo padrio em
relagdo 2 atividade proteolitica, medida sobre a casefna. Por outro lado, observamos
que a atividade TAME-esterdsica da pegonha de B. Jararaca foi 2,5 vezes superior a
encontrada para a peconha de B. erythromelas. Quanto 4 atividade hemorrégica,
verificamos que a quantidade de pegonha necessdria para a formagdo de um halo
hemorragico de propor¢des padronizadas foi cerca de seis vezes maior para a
pegonha de B. erythromelas do que para a pegonha de B. jararaca. No entanto,
observamos que com relagdio 2 atividade coagulante, a relagio se inverteu, e a
pegonha de B. eryhromelas superou a pegonha de B. jararaca, em mais de dez

vezes, na eficicia em coagular o plasma citratado .
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B. erythromelas B. jararaca

Proteclitica 2,49 2,32
(U/mg pegonha)
TAME-esterasica 0,40 [ 1,05
(U/mg pegonha)

Fosfolip4sica 3,20 2,60
(umoles/min x mg)

Hemorrégica 2,00 0,35
(Dose minima-ug)

Coagulante 1,50 10,00

(Dose minima-ug)

TABELA II. Atividades enzimdticas das pegonhas de B. erythromelas e de B.

Jararaca.

3.2- FRACOES
Nas Figs. 2A e 2B, observamos que o pico I de ambos os fracionamentos
apresentou atividade proteolftica. No entanto, no fracionamento em Sephadex G-
100, verificamos o aparecimento de um segundo pico de atividade proteolitica (pico
IIt) porém, de menor intensidade. Detectamos a atividade fosfolipdsica nos picos
II do fracionamento em Sephadex G-75 e 1Il do fracionamento em Sephadex G-100.

Por sua vez, a atividade TAME-esterdsica somente foi revelada no fracionamento

L]
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em Sephadex G-100, correpondendo ao pico II. No fracionamento em Sephadex G-
75, localizamos a atividade coagulante entre as fragdes 41 e 99 (picos 1 e II). J4 no
fracionamento em Sephadex G-100, a atividade coagulante esteve presente nos picos
I, 111, e porgdo ascendente do pico IV. Exceto pela presenga de aiividade coagulante
na por¢do ascendente do pico IV do fracionamento B, nenhuma outra atividade

enzimética fot detectada neste pico ou no pico I do fracionamento A.

4-  PRESSAO ARTERIAL SISTEMICA, RESPIRACAO E TEMPO DE
COAGULACAO DE CAES ANESTESIADOS
4.1- ANIMAIS CONTROLE

A Fig. 3 mostra um registro tipico do choque produzido por 25 pg/kg
da pegonha de B. erythromelas injetados na veia femoral ("bolus"). Observamos que
a queda da pressdo arterial média induzida pela peconha revelou a presenca de dois
componentes distintos. O primeiro manifestou-se por uma queda rdpida, de pequena
intensidade, seguida de rdpida recuperagdo, que no entanto demonstrou ser parcial
devido ao segundo componente hipotensor, responsdvel pelo choque, Verificamos
que o primeiro componente determinou uma queda média de 51,2 mm Hg (Fig. 4),
enquanto o segundo componente hipotensor determinou uma queda méxima de 76,8
mm Hg (Fig. 5). Aos 15 minutos observou-se uma recuperagio de 50% dos niveis
pressoricos e aos 120 minutos, | valores préximos aos basais.

Na vigéncia do choque verificou-se diminuigfio da amplitude respiratéria,
que em 58,8% dos animais evoluiu para taquipnéia seguida de apnéia e morte (Fig.
6).

Com relagio ao tempo de coagulagdo, observou-se que o tempo médio para
ocorréncia da coagulagio foi de 144 segundos. Entretanto, imediatamente apds a
administragdo da pegonha, verificou-se um estado de hipercoagulabilidade (31
segundos). Aos 15 minutos ¢ sangue apresentou-se incoaguldvel, efeito este que se

manteve até 120 minutos.
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Figura 3: Efeito da peconha de B. erythromelas sobre a pressio arterial
(carotideana) e a respiragdo de cdes anestesiados. A figura corresponde a um
registro tipico de 1 dos 5 animais sobreviventes (fémea, 11,0 kg)

C - Estado anterior a administragdo da pegonha (basal)
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Figura 4: Inibicdo do primeiro componente hipotensor do veneno de B.
erythromelas (25 pg/kg) em cles anestesiados pelo pré-tratamento com heparina
(1000 Ul/kg) e sulfato de celulose (SC, 40 mg/kg). A utilizagio de NW-Nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME, 100 mg/kg), indometacina (INDO, 10 mg/kg) ou
soro antibotrépico (SAB, 30 ml para 5 mg de veneno) foi ineficaz. Os resultados
expressam a média + EPM. Os valores entre paréntesis indicam o nimero de
animais utilizados.

ANOVA; teste de Duncan (* p < 0,05)
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Figura 5: Curso temporal do segundo componente hipotensor apés a
administracdo do veneno de B, erythromelas (25 pg/kg) em cides anestesiados, Cada
tempo experimental representa a média 3- EPM de 5 determinagdes.

Teste t-Student para amostras pareadas (* p < 0,05)
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Figura 6; Efeito do veneno de B. erythromelas (25 ug/kg) sobre a pressio arterial
(carotideana) e a respiragdo de cdes anestesiados. A figura corresponde a um
registro tipico da morte observada em 58,8% dos animais controle (7 em 12).
Imediatamente apés a administracio do veneno observa-se uma diminui¢io da
amplitude respiratéria, a qual € seguida por um quadro de hiperpnéia que evolui

para apnéia e morte.
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4.2- ANIMAIS PREVIAMENTE TRATADOS COM HEPARINA

As Figs. 7 ¢ 8 mostram um registro tipico das alteragBes pressdricas
produzidas pela peconha de B, erythromelas em animais previamente tratados com
heparina na dose de 200 (Fig. 7) e 1000 Ul/kg (Fig 8). Verificamos que o
primeiro componente hipotensor foi reduzido significativamente pela heparina na
dose de 1000 Ul/kg (Fig. 4). Por outro lado, o segundo componente hipotensor
ndo foi significativamente alterado (Fig. 9). Verificou-se alteragdo na amplitude

respiratdria, mas todos os animais sobreviveram. !
Quanto ao tempo de coagulagdo verificou-se que, para a dose de 200 Ul/kg,
o tempo inicial médio foi de 116 segundos; apds a administragio da pegonha, foi de
150 segundos. Para a dose de 1000 Ul/kg, o tempo inicial médio foi de 75
segundos, € a coagulagio ndo ocorreu apds a administragio da pegonha (o tempo

méximo de observacio foi de 5 minutos).

4,3- ANIMAIS PREVIAMENTE TRATADOS COM SULFATO DE
CELULOSE

A Fig. 10 mostra um registro tipico do choque produzido pela pegonha
de B. erythromelas em animais previamente tratados com suifato de celulose.
Observamos que esta substincia (20 mg/kg) produziu um profundo decréscimo da
pressdo arterial média (90,0 + 15,4 mm Hg de queda, n=6), tornando o sangue
incoaguldvel. A recuperacao dos niveis pressdricos ocorreu, em média, depois de 30
minutos. A administragdo de uma segunda dose de sulfato de celulose (20 mg/kg)
ndo produziu alteragdes nos niveis presséricos. Apés a administragio da pegonha,
verificou-se que o primeiro componente hipotensor foi marcadamente inibido (Fig.
4) ¢ o tempo de laténcia para a ocorréncia do fendmeno foi retardado (o inicio da
queda ocorreu, em média, em mais de um minuto, contra 15 segundos nos animais
controle); por outro lado, nenhuma alterago foi verificada em relagdo ao segundo
componente (Fig. 11). As alteragOes respiratérias estiveram ausentes € todos os

animais sobreviveram. Observou-se também que o sangue, apds a

+
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Figura 7: Efeito do veneno de B. erythromelas (25 pg/kg) sobre a pressdo arterial
(carotideana) e a respiragdo de caes anestesiados que foram previamente tratados
com heparina (200 Ul/kg, HEP.). A figura corresponde a um registro tipico de 1
dos 5 animais estudados (fémea; 7,6 kg). Todos os animais sobreviveram.

C - Estado anterior ao pré-tratamento (basal)

C'- Controle apos o pré-tratamento
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Figura 8: Efeito do veneno de B. erythromelas (25 pg/kg) sobre a pressao arterial
(carotideana) e a respiragdo de cdes anestesiados que foram previamente tratados
com heparina (1000 Ul/kg, HEP.). A figura corresponde a um registro tipico de
1 dos 4 animais estudados (macho; 11,3 kg). Todos os animais sobreviveram.

C - Estado anterrior ao pré-tratamento (basal)

C'- Controle apds o pré-tratamento
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Figura 9: Efeito do pré-tratamento com heparina (200 e 1000 Ul/kg) sobre o curso
temporal do segundo componente hipotensor ap6s a administracdao do veneno de B.
erythromelas (25 pg/kg). Os resultados representam a média + EPM de 5

determinagdes para o grupo controle, 5 para heparina na dose de 200 Ul/kg e 4 para

a dose de 1000 Ul/kg.
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Figura 10: Efeito do veneno de B. erythromelas (25 pg/kg) sobre a pressdo arterial
(carotideana) e a respiragdo de cdes anestesiados que foram previamente tratados
com sulfato de celulose (20 mg/kg, SC; = SCj). A figura corresponde a um
registro tipico de 1 dos 7 animais estudados (fémea; 11,0 kg). Todos os animais
sobreviveram.

C - Estado anterior ao pré-tratamento (basal)

C'- Controle ap6s o pré-tratamento
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento com sulfato de celulose (40 mg/kg) sobre o
curso temporal do segundo componente hipotensor apds a administragio do veneno
de B. erythromelas (25 pg/kg) em cies anestesiados. Os resultados sio EXpressos
como média + EPM de 5 determinagbes para o grupo controle ¢ 7 para o grupo
tratado.

Teste de t-Student (* p < 0,05)
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administragdo da pegonha, ndo coagulou (tempo de coagulagdo inicial média

igual a 118 segundos).

4.4- ANIMAIS PREVIAMENTE TRATADOS COM L-NAME

A TFig. 12 apresenta um registro tipico das alteragbes pressdricas
induzidas pela peconha de B. erythromelas em animais previamente tratados com
L-NAME. Observou-s¢ que, na dose utilizada, esta substincia determinou um
profundo decréscimo da pressdo arterial média, em todos os animais utilizados (80,8
+ 13,9 mm Hg de queda, n=7), com rdpida recuperagdo (10 minutos). Apds a
administragdo da pegonha, nenhuma alteragdo foi notada em relagio aos ndices de
queda pressdrica, ou seja, os valores encontrados ndo diferiram daqueles dos
animais controle (Figs. 4 e 13). No entanto, observou-se uma recuperagio
nitidamente mais rdpida a partir de 15 minutos (p < 0,05). Alteragdes respiratérias
estiveram presentes, mas todos os animais sobreviveram.

O tempo de coagulagdo inicial foi, em média, igual a 96 segundos; apds o
pré-tratamento foi igual a 83 segundos, e apds a administracio da pegonha,

registrou-se um tempo de 30 segundos.

4.5- ANIMAIS PREVIAMENTE TRATADQOS COM INDOMETACINA

A Fig. 14 apresenta o registro das alteragdes presséricas produzidas
pela pegonha de B. erythromelas em animais previamente tratados com
indometacina. Com relagio ao primeiro componente hipotensor, nenhuma inibigdo
foi verificada (Fig. 4), bem como com relagdo ao segundo componente (Fig. 15).
No entanto, observou-se uma recuperagdo acelerada dos niveis pressoricos, com
valores significativamente diferentes aos 15 minutos (p < 0,05). Em 50% dos
casos, observou-se que o segundo componente hipotensor foi completamente

abolido. Houve alteragfes respiratdrias, mas todos os animais sobreviveram.
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Figura 12: Efeito do veneno de B. erythromelas (25 pg/kg) sobre a pressdo arterial
(carotideana) e a respiragdo de cdes anestesiados que foram previamente tratados
com NW-Nitro-L-arginina metil éster (100 mg/kg, L-NAME). A figura corresponde
a um registro tipico de 1 dos 7 animais estudados (fémea; 9,0 kg). Todos os animais
sobreviveram.

C - Estado anterior ao pré-tratamento (basal)

C'- Controle apos o pré-tratamento
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Figura 13: Efeito do pré-tratamento com NW-Nitro-L-arginina metil éster (100
mg/kg, L.-NAME) sobre o curso temporal do segundo componente hipotensor ap6s
a administracdo do veneno de B. erythromelas (25 pg/kg) em cdes anestesiados. Os
resultados representam a média + EPM de 5 determinagdes para o grupo controle e
7 para o tratado.

Teste de t-Student (* p < 0,05)
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Figura 14: Efeito do veneno de B. erythromelas (25 pg/kg) sobre a pressdo arterial
(carotideana) e a respiragdo de cdes anestesiados que foram previamente tratados
com indometacina (10 mg/kg, INDO). A figura corresponde a um registro tipico
obtido em 50% dos animais, onde o segundo componente hipotensor foi
completamente abolido (macho; 6,0 kg). Todos os animais sobreviveram.

C - Estado anterior ao pré-tratamento (basal)

C'- Controle apés o pré-tratamento
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Figura 15: Efeito do pré-tratamento com indometacina (10 mg/kg) sobre o curso
temporal do segundo componente hipotensor apés a administragio do veneno de
B. erythromelas (25 pg/kg) em cdes anestesiados. Os resultados representam a
média + EPM de 5 determinagdes para o grupo controle e 6 para o tratado.

Teste de t-Student (* p < 0,05)
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O tempo de coagulagdo inicial, foi, em média, igual a 130 segundos,
decaindo para 69 segundos, apds o pré-tratamento ¢ para 24 segundos apds a

administrac¢ao da pegonha.

4.6- ANIMAIS PREVIAMENTE TRATADQOS COM SULFATO DE
CELULOSE E INDOMETACINA

A Fig. 16 apresenta um registro tipico do efeito do pré-tratamento com
sulfato de celulose e indometacina sobre o efeito Hipotensor da pegonha de B.
erythromelas. Verificou-se que a combinacdo destas substincias foi eficaz em
bloquear completamente os efeitos da pegonba sobre a pressdo arterial média.
Nenhuma alteragdo respiratdria foi observada e todos os animais sobreviveram.

O tempo de coagulagio inicial foi, em média, igual a 92 segundos. Apss o
pré-tratamento com sulfato de celulose, o sangue tornou-se incoaguldvel, estado este

que se manteve ao longo de 120 minutos.

4.7- ANIMAIS PREVIAMENTE TRATADOS COM SORO ANTIBOTROPICO

A Fig. 17 apresenta um registro tipico das alteragdes pressoricas
induzidas pela peconha de B, erythromelas em animais previamente tratados com
soro antibotrépico do Instituto Butantan, na dose de 30 ml para 5 mg de pegonha. A
protegao recomendada por este Instituto € de 1 ml para 5 mg da pegonha de B.
Jararaca. Bsta dose, bem como as doses de 3 ¢ 10 ml para 5 mg, foi por nds
testada, € os resultados ndo diferem daqueles encontrados para os animais controle
(dados nfo apresentados). Quando utilizamos a dose de 30 mi para 5 mg da peconha
de B. erythromelas verificamos que este composto nao foi eficaz em alterar nenhum
dos dois componentes hipotensores (Figs. 4 e 18), acelerando, no entanto, a
recuperacio dos niveis pressdricos a partir de 30 minutos. As alteragdes
respiratérias, mesmo presentes, ndo determinaram a morte dos animais.

Por sua vez, o soro antibotrdpico foi eficaz em evitar o estado de

incoagulabilidade sanguinea (Tabela IIF). .
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Figura 16: Inibicdo do efeito hipotensor do veneno de B. erythromelas (25 pg/kg)
em cdes anestesiados que foram previamente tratados com sulfato de celulose (20
mg/kg, SC;1 = SCp) e indometacina (10 mg/kg, INDO). A figura corresponde a
um registro tipico de 1 dos 4 animais estudados (macho; 8,9 kg).

C - Estado anterior aos pré-tratamentos (basal)

C'- Controle apoés os pré-tratamentos
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Figura 17: Efeito do veneno de B. erytromelas (25 pg/kg) sobre a pressao arterial
(carotideana) e a respiragdo de cdes anestesiados que foram previamente tratados
com soro antibotrépico (30 ml para 5 mg de veneno, SAB). Esta dose corresponde a
30 vezes a protecao preconizada pelo Instituto Butantan. A figura corresponde a um
registro tipico de 1 dos 5 animais estudados (fémea; 5,4 kg). Todos os animais
sobreviveram.

C - Estado anterior ao pré-tratamento (basal)

C'- Controle apés o pré-tratamento
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Figura 18: Efeito do pré-tratamento com SAB (30 ml para 5 mg de veneno) sobre o
segundo componente hipotensor apés a administracdo da peconha de B.
erythromelas (25 ug/kg) em cdes anestesiados. Cada valor representa a média +
EPM de 5 determinagbes.

Teste de t-Student (* p < 0,05)
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Tempo (min) TC (seg)
-30 (Basal) 131 seg
-15 (Apds SAB) 103 seg

0 (Apés pegonha) 50 seg

15 160 seg

30 144 seg
60 105 sep
120 112 seg

TABELA II: Tempo de coagulagdo (T'C) do plasma citratado de ciies anestesiados

que foram previamente tratados com soro antibotrépico (SAB) na dose de 30 ml

para 5 mg de peconha.
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DISCUSSAQ

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade diferem dos descritos por
Vellard em 1938, que referiu ser a peconha de B. erythromelas cerca de 10 vezes
mais téxica do que a de B. jeraraca. Entretanto confirmaram os dados de Furtado et
al, (1991), que relataram uma DL5( igual a 3,03 mg/kg em camundongos injetados
pela via intraperitoneal. Interessante ¢é a elevada toxicidade para pintainhos. Fato
semelhante ocorrre com a pegonha de Crotalus durissus terrificus (Vital Brazil et
al., 1966), onde até mesmo os sinais que precedem a morte sugerem efeitos da
peconha sobre a jungdo neuromuscular. Estes sinais traduzem-se por ptose
palpebral, fraqueza muscular generalizada, especialmente no que se refere a
musculatura cervical e evoluem para dispnéia, convulsdes e morte. Estas
observacGes sugerem efeitos neurotdxicos para a pegonha de B. erythromelas, fato

este que foi descrito por Vellard, j4 em 1938,

Com relagdo aos efeitos cardiovasculares induzidos pela administragdo
endovenosa da pegonha em cées , observamos que a resposta hipotensora revelou
dois componentes distintos, O primeiro  componente hipotensor foi
significativamente reduzido pelos pré-tratamentos com sulfato de celulose e heparina
(1000 Ul/kg). Para o sulfato de celulose, este efeito inibitério poderia ser explicado
pelo fato de este composto ser um agente depletor do cininogénio plasmético de alto
peso molecular (Rothschild, 1968a,b). Paralelamente, sabe-se que. proteases, tais
como tripsina, calicrefna e nagarse, sd0 capazes de liberar cininas a partir de tal
cininogénio e consequentemente, promover o choque quando injetadas
endovenosamente (Corrado et al., 1966). Considerando-se que na pegonha de B.
erythromelas existem proteases, as quais foram detectadas em ambos os

fracionamentos realizados, é provdvel que tajs enzimas estejam envolvidas na
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liberagéio de cininas. Na vigéncia do pré-tratamento com sulfato de celulose, tal
liberagdo estaria prejudicada (consumo de substrato), explicando assim a inibicdo

observada.

A heparina promoveu efeitos semelhantes aqueles obtidos com sulfato de
celulose. A heparina catalisa a reagio trombina-antitrombina 1II. Além disso, a
antitrombina inibe outros fatores da coagulagio sanguinea, tais como, fatores X, IX
, X1 e XII ativados, além da calicrefna plasmdtica (Majerus et al., 1990), que é a
enzima responsdvel pela conversio do cininogénio de alto peso molecular em
bradicinina. O precursor da calicreina, a pré-calicrefna é uma protefna inativa que
estd ligada ao cininogénio plasmético na proporgio de 1:1 (Kaplan & Silverberg,
1987). A pré-calicrefna, por sua vez, ¢ ativada pelo fator de Hageman ativado, uma
protease que € comum aos sistemas gerador de cininas e de coagulagdo (Garrison,
1990). A inibigdo multipla de fatores da coagulagio pela antitrombina III explicaria
a reducdo da resposta do primeiro componente hipotensor também pela maior dose
de heparina utilizada, devido, provavelmente 3 interferéncia na sfntese de
bradicinina. Resta aqui dizer que ambos os pré-tratamentos aboliram completamente
a letalidade, que foi observada em 58,8% dos animais controle., Considerando-se
ainda, que o sulfato de celulose também é capaz de depletar cerca de 69% do
fibrinogénio circulante no rato (Rothschild & Almeida, 1969), verificamos que
ambos os compostos estudados apresentam duas caracteristicas em comum,
refletidas na capacidade destas substincias em alterar a coagulacdo sanguinea, bem

como o sistema gerador de cininas.

Com relagio ao efeito destas drogas sobre a coagulagiio, nossos dados estio
parcialmente de acordo com resultados de Rothschild & Almeida (1969), que
verificaram que ratos previamente tratados com sulfato de celulose ou heparina
desenvolveram protegdo contra o efeito letal da pegonha de B. Jjararaca, ainda que o

sulfato de celulose néo tenha tornado o sangue incoaguldvel. Em vista de tais
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resultados, estes autores sugerem que a coagulagdo intravascular disseminada seja a
"causa mortis" neste envenenamento experimental. Considerando-se que a peconha
de B. erythromelas apresenta uma atividade coagulante bastante superior a da B.
Jararaca, tal fato poderia também ser verdadeiro em nossos experimentos, uma vez
que a dose de 200 Ul/kg de heparina também foi eficaz em evitar a letalidade,

embora ndo tenha alterado o primeiro componente hipotensor.

Com relagdo ao segundo componente hipotensor, observamos que o pré-
tratamento dos animais com indometacina aboliu esta resposta em 50% dos €asos,
permitindo, no entanto, uma sobrevida de 100% dos animais empregados. Quando
associamos sulfato de celulose com indometacina, verificamos que as alteragdes na
pressdo arterial média foram completamente inibidas. Diante deste resultado,
acreditamos que bradicinina esteja envolvida na primeira fase hipotensora e que

eicosandides com agdo vasodilatadora, tais como prostaciclina e/ou prostaglandina

Ej participem na segunda fase,

Neste ponto virias hipéleses podem ser levantadas no sentido de se entender
0 mecanismo pelo qual o veneno & capaz de liberar eicosandides. £ sabido que a
prépria bradicinina € capaz de liberar prostaciclina de células endoteliajs
(D'Orleans-Juste et al., 1989) e desta forma, poderfamos supor que a primeira fase
induziria a segunda. No entanto, essa hipStese nio foi confirmada em nossos
experimentos realizados com sulfato de celulose ou heparina, os quais inibiram
parcialmente a primeira fase sem no entanto interferir na segunda fase. Além disso,
deve-se lembrar que fosfolipase A; foi também detectada! €M NOSSO$
fracionamentos, ¢ que esta enzima, atuando sobre fosfolipideos de membrana, gera
dcido araquiddnico, o qual por sua vez, pode ser convertido em eicosandides por
acio da enzima ciclo-oxigenase, De fato vdrios sdo os mecanismos possiveis para a

liberagdo de prostaglandinas por este veneno. Futuras investigagles se fazem
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necessdrias para se tentar elucidar qual ou quais sio os fendmenos envolvidos em tal
liberacao.

Curiosos sdo os resultados obtidos com a administraciio prévia de L-NAME,
um inibidor da sintese de dxido nitrico (NO; Rees et al., 1990). Este efeito parece
ser decorrente de uma inibicdo competitiva a nfvel da enzima NO sintetase,
responsdvel pela conversio de L-arginina em NO, A administragao de L-NAME a
ratos provoca uma hipertensio dose-dependente a qual & acompanhada de
bradicardia que tende A reversio com altas doses de L-NAME (Rees et al,, 1990).
Jd em gatos (Van Gelderen et al., 1991), a administragio endovenosa deste inibidor
ndo modificou parimetros hemodindmicos, tais como frequéncia cardiaca, pressdo
arterial média, débito cardiaco, volume de sangue ejetado ou resisténcia periférica
total. No entanto quando administrado a cies, verificamos um profundo decréscimo
da pressio arterial média, efeito este que nio podemos explicar até o presente
momento. Essas diferengas falam a favor de que o efeito evocado pelo L-NAME em

animais, € espécie-dependente.

Nossos resultados falam a favor de que o NO participe de alguma forma na
hipotensdo determinada pela administracio endovenosa do veneno de B,
erythromelas, ou seja, que o veneno libere NO "in vivo", o que revela um novo
conceito que estd de acordo com o fato de que a sintese de NO pelas células
endoteliais desempenha um papel fundamental na regulagio da pressdo arterial, bem
como do fluxo sangufneo para os diversos 6rgiios. Considerando-se que o efeito
vasodilatador da bradicinina € endotélio-dependente, e ocorre via liberagdo
associada de NO e prostaciclina (Marin & Sanchez-Ferrer, 1990; Hyslop & de
Nucci, 1991), era de se esperar que tal pré-tratamento inibisse o primeiro
componente hipotensor, 0 que, no entanto, ndo foi observado. Por outro lado
foi possivel detectar uma recuperagdo significativamente acelerada dos niveis
pressdricos, em relagdo aos animais controle, apés a administra¢doe do veneno. Estes

resultados encontram apoio em uma proposigio feita por Aisaka et al. (1989) de que
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a hipotensdo induzida pela acetilcolina em cobaia é o resultado de duas fases: uma
vasodilatacio imediata a qual & resistente ao bloqueio por L-NMMA (NG-
monometil-L-arginina), um outro inibidor da sintese de NO, e uma vasodilatagio
posterior, de maior duragdo, a qual é susceptivel a tal bloqueio. Desta forma, estes
autores sugerem que somente a segunda fase requer a sintese de NO a partir da L-
arginina. Esta hipdtese corrobora nossos resultados, explicando o porqué da nio
inibi¢do do primeiro componente e a recuperagio acelerada dos niveis pressoricos,

ou seja, a auséncia da manutengdo do efeito vasodilatador do segundo componente,

Com relagdo 2 utilizagdo do soro antibotrépico, obtivemos resultados que
merecem uma cuidadosa discussdo. Na dose recomendada pelo Instituto Butantan,
verificamos que nem mesmo a letalidade foi abolida. Um aumento de 10 vezes na
dose foi necessdrio para evitar a letalidade, e mesmo um aumento de 30 vezes na
dose, ndo foi eficaz em alterar a hipotensio evocada pelo veneno, ou seja, os
resultados ndo diferiram daqueles obtidos com os animais controle. Este resultado é
bastante conflitante com o fato de ser o soro antibotrépico a terapia cldssica para o
tratamento de envenenamentos ofidicos. Na verdade, desde novembro de 1972, h4
um trabalho clfnico-cientffico realizado por Tinoco, propondo o uso da heparina
como uma alternativa ao soro antioffdico, baseando-se no fato de a coagulagio
intravascular disseminada ser um fenémeno presente nos envenenamentos por B.
Jararaca. Apés estudos em animais de experimentacdo, este autor estendeu seus
estudos a um grupo de pacientes picados por tal serpente, obtendo os seguintes
resultados: 1) Redugdo do perfodo de internagdo, 2) Redugdo do custo do
atendimento, 3) Eliminagdo do uso de soroterapia especifica, 4) :Beneficio dos
pacientes, com sua pronta recuperacio, capacitando-os imediatamente para o retorno

ao trabalho e 5) Eliminagio total do aparecimento de sequelas.

Dentre outros parAmetros avaliados, verificamos que o veneno,

imediatamente apds sua administragio, determina uma breve fase de
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hipercoagulabilidade, a qual é seguida de incoagulabilidade sanguinea, que perdul_'a
por 120 minutos (tempo méximo de observagio)., A incoagulabilidade sanguinea ¢
uma constante nos envenenamentos botrépicos. Em um estudo realizado no Hospital
Vital Brazil (Instituto Butantan, S3o Paulo), pacierites admitidos até 28 horas e 55
minutos apés o envenenamento apresentaram este fendmeno (Sano-Martins ¢t al.,
1990). A reversio deste efeito em nossos experimentos somente foi possivel com a
utilizacdo do soro antibotrépico, o qual manteve o sangue coaguldvel ao longo de

todo o experimento. {

A respeito da letalidade, nos parece claro que as alteragdes na coagulagio,
associadas 2 hipotensdo, sio responsdveis pela morte. Com relagdo a alteragdes
hemodinimicas, Peng (1951), estudando o veneno de Trimeresurus mucrosquamatus
em coelhos, sugere que a queda da pressdo arterial média tem origem periférica
através da dilatagdo dos vasos da pele e de muisculos. A taquipnéia observada
imediatamente apds a administragio da pegonha € devida a acdes reflexas no seio
carotfdeo. A morte, segundo este autor, ocorre em decorrénecia da faléncia
circulatéria, prejudicando a oxigenagio do SNC, com consequente paralisia do
centro respiratdrio, Mais ainda, respiragio artificial, atropinizagio ou sec¢io dos
vagos constituem manobras ineficazes na recuperagio dos niveis pressoricos, o que
também foi por nés verificado em relagio ao veneno de B. erythromelas (dados ndo

apresentados).

Frente a estes resultados podemos sugerir o seguinte: proteases contidas no
veneno liberam bradicinina a partir do cininogénio de alto peso molecular.
Fosfolipase A2 poderia gerar eicosandides responsdveis pela segunda fase
hipotensora enquanto o NO estaria envolvido na manutencio do estado hipotensor.
A atenuagiio de um ou mais desses efeitos parece tornar o animal menos susceptivel
a coagulagdo intravascular disseminada, confirmando a hipétese de que alteracdes na

coagulagdo, bem como na pressdo arterial determinem a morte.
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Em conclusdo, acreditamos que o uso do soro antibotrépico como opgao
exclusiva no tratamento de pacientes picados por B. erythromelas e talvez por outras
espécies, ndo seja eficaz em evitar todos os efeitos consequentes ao envenenamento.
A associagdo do soro antibotrépico a agentes anticoagulantes como a heparina, a
anti-inflamatorios ndo esteroidais (e até esteroidais) e talvez, a inibidores da sintese
de dxido nitrico, poderia ser uma alternativa futura no tratamento de acidentes
offdicos, considerando-se as diferengas existentes na composigio dos venenos das

diversas espécies de Bothrops brasileiras.
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CONCLUSOES

1- A toxicidade da pegonha de B. erythromelas foi maior para pintainhos do que
para camundongos, efeito este que foi o inverso do observado para a pegonha de B.
Jjararaca.

2- O fracionamento da pegonha de B. erythromelas revelou o aparecimento de 3
picos em Sephadex G-75 e de 4 em Sephadex G-100. As atividades coagulante,
proteolitica (caseinolitica) e fosfolipdsica foram detectadas em ambos 0s
fracionamentos. A atividade TAME-esterdsica somente foi detectada em Sephadex

G-100.

3- Em cées anestesiados, a pegonha de B. erythromelas determinou um profundo
decréscimo da pressdo arterial média, o qual apresentou dois componentes distintos.
Os pré-tratamentos utilizados sugerem a participagio de bradicinina (primeiro

componente) e de eicosandides com agdo vasodilatadora {prostaciclina ou

prostaglandina Ep) e de 6xido nitrico (segundos componentes) neste fendmeno.

4- As alteragbes hemostiticas, traduzidas por hipercoagulabilidade seguida de
incoagulabilidade sangufnea, somente foram revertidas com o uso do soro

antibotrépico.

5- Anticoagulantes, anti-inflamatérios niio esteroidais (e até esteroidais) e talvez,
inibidores da enzima NO sintetase possam ser associados 20 soro antibotrdpico

come terapia futura e/ou alternativa.
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