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RESUMO

As pegonhas do género bothrops causam hipotensédo, no entanto as alteragdes
cardiacas e hemodinamicas, associadas com este fendmeno n&o tém sido bem
investigadas. Neste estudo, analisamos as alteracdes cardiovasculares causadas pela
peconha de Bothrops alternatus (urutu) em caes e, avaliamos a cardiotoxicidade desta
peconha em atrio direito isolado de rato. Em cades anestesiados com isoflurano, a
peconha (0,3 mg/kg, i.iv.) causou hipotensao imediata atingindo o apice aos 5 minutos,
seguida por uma lenta recuperacao para niveis nao significativamente diferentes do
basal ap6s 2h. Nao foi observada recuperacado no grupo tratado com a dose de 1,0
mg/kg. A hipotenséo foi acompanhada por uma queda abrupta do débito cardiaco, dos
trabalhos tanto do ventriculo direito quanto do esquerdo, bem como do volume e indice
sistélico, os quais permaneceram reduzidos até o final do experimento. Nao ocorreu
alteragdo significativa na freqiéncia cardiaca, no ECG, nos valores pressoricos
pulmonares, nos niveis dos gases sanguineos (pO2, pCO,, HCO3, SBC, e SBE;), € nem
nos parametros metabodlicos (pH, lactato, glicose e creatinoquinase), porém, foi
observado um aumento significativo nos niveis de lactato desidrogenase logo no inicio
do envenenamento. Nenhuma alteracdo histolégica no tecido cardiaco foi observada,
no entanto, observou-se microaneurismas e alguma descamacao epitelial nos tubulos
renais. Houve uma diminuicdo rapida da peconha circulante, apds a administracao i.v.,
que ainda foi detectada aos 240 minutos. A pegonha de B. alternatus (0,5; 1,0 e 2,0
mg/ml) ndo alterou a frequéncia atrial, mas reduziu significativamente a forga contratil
(reducdo maxima de ~76%) e aumentou acentuadamente a liberacdo de
creatinoquinase (CK) e creatinoqunase — MB (CK-MB). A andlise histopatoldgica
mostrou extensa mionecrose dos cardiomiocitos. A peconha dialisada (1,0 mg/ml,
membrana de 2000 Da) contra NaCl 0,9 % (24h a 4 °C) nao alterou a reducao
progressiva na forga contratil, enquanto que o aquecimento (100 °C, 20 min) aboliu esta
reducao; A liberagédo de CK e CK-MB nao foi alterada pela dialise e pelo aquecimento.
A atropina, o atenolol e propranol, a cimetidina ou a indometacina nao alteraram a forca
contratil atrial, no entanto o L-NAME - inibidor da NOS, atenuou a reducédo na
contratilidade, sugerindo um possivel envolvimento do NO na resposta induzida pela
peconha. Estes resultados mostram que em cées, a peconha de B. alternatus produziu
acentuadas alteracdes cardiovasculares, envolvendo uma agdo cardiaca direta, com
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poucas alteracbes metabdlicas. A peconha é também tdxica para atrio isolado de rato,
provavelmente em funcao dos efeitos proteoliticos e/ou de PLA.

xlviii



ABSTRACT

xlix



ABSTRACT

Bothrops snake venoms cause hypotension, but the hemodynamic and cardiac
alterations associated with this phenomenon have not been extensively investigated. In
this study, we examined the cardiovascular changes caused by Bothrops alternatus
(urutu) venom in anesthetized dogs and examined the cardiotoxicity of the venom in rat
isolated rat atria. In isofluorane-anesthetized dogs, venom (0.3 mg/kg, i.v.) caused
immediate hypotension that was maximal within 5 min followed by a slow recovery to
levels not significantly different from pre-venom values after 2 h; no recovery was seen
with a venom dose of 1 mg/kg. The hypotension was accompanied by an abrupt
decrease in cardiac output, left and right ventricular systolic work, and systolic indices
and volume that persisted without recovery until the end of the experiment. There were
no significant changes in heart rate, ECG, pulmonary hemodynamics, blood gas levels
(pO2, pCO,, HCO3, SBCe and SBE.) and metabolic parameters (blood pH, lactate,
glucose and creatine kinase); however, a slight, significant increase in lactate
dehydrogenase was seen soon after venom. There were no histological alterations in
cardiac tissue, but microaneurysms and epithelial desquamation were seen in renal
tubules. Circulating venom decreased rapidly after i.v. administration, but was still
detectable after 240 min. Venom (0.5, 1.0 and 2.0 mg/ml) did not affect the beating rate
of rat isolated right atria but significantly reduced the contractile force (maximal reduction
of ~76%) and markedly increased the release of creatine kinase (CK) and CK-MB.
Histological analysis revealed extensive myonecrosis. Venom dialysis (1.0 mg/ml;
membrane nominal MW cut-off = 2000 Da) against 0.9% NaCl (24 h, 4°C) did not affect
the decrease in contractile force whereas heating (100°C, 20 min) abolished the venom-
induced reduction; CK and CK-MB release was also unaltered by dialysis but attenuated
by heating. The decrease in atrial contractility was unaffected by atropine, atenolol,
propranolol, cimetidine or indomethacin, but was attenuated by L-NAME, an inhibitor of
nitric oxide synthase, indicating a possible role for nitric oxide in the venom-induced
response. These results show that in dogs B. alternatus produces marked
cardiovascular alterations involving a direct cardiac action, with little role for metabolic
changes. The venom is also toxic to rat atria, probably as a result of venom proteolytic
and/or phospholipase A, activity.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Acoes cardiovasculares de peconhas ofidicas

As peconhas ofidicas contém uma variedade de enzimas, peptideos e
compostos ndao enzimaticos com diferentes atividades biologicas. Essa diversidade na
composicao explica a grande variedade de efeitos cardiovasculares produzidos por
essas peconhas, tais como coagulopatias, hemorragia, hipotensdao, choque e
insuficiéncia renal aguda (IRA).

Quando injetadas por via endovenosa em mamiferos, as peconhas ofidicas
geralmente causam hipotensdo, que consiste numa acentuada queda da pressao
arterial em 15 a 60 segundos, chegando ao maximo em aproximadamente 5 min,
seguido por um periodo de recuperacao parcial (dependendo da dose de peconha), e
entdo de uma rapida ou gradual queda da pressao, terminando em morte (Lee e Lee,
1979; Rothschild e Rothschild, 1979). Esse fenbmeno é comum as peconhas das mais
variadas espécies, tais como a Bitis arietans (Osman e Gumaa, 1974; Schaeffer et al.,
1985), Bitis gabonica (Zaki et al., 1976; Hyslop e Marsh, 1991), Bothrops erythromelas
(Zapellini, 1991), Bothrops moojeni (Andrade, 1996), Cerastes cerastes (Abdalla et al.,
1992), Crotalus atrox (Russell et al., 1962; Halmagyi et al., 1965; Mesquita et al., 1991),
Crotalus horridus (Witham et al., 1953), Crotalus viridis helleri (Carlson et al., 1975;
Schaeffer et al.,, 1979, 1984), Lachesis muta (Granados-Zuniga e Aragén-Ortiz, 1998),
Notechis scutatus scutatus (Francis et al., 1993; Tibballs, 1998a), Pseudonaja spp.
(Tiballs et al., 1989), Trimeresurus flavoviridis (Kinjo et al., 1990) e Viper lebetina
(Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). Com algumas pegonhas, como a da cascavel
sulamericana Crotalus durissus terrificus, a queda inicial na pressao arterial é seguida
por uma hipertenséo transitoria (choque trifasico) (Vital Brazil et al., 1966).

A hipotensao e o choque profundo causados por pegonhas de serpentes séo
devidos, em grande parte, a liberacdo de substéncias vasoativas que atuam,
principalmente, sobre a vasculatura (Mebs, 1978; Lee e Lee, 1979; Rothschild e
Rothschild, 1979; Hawgood, 1982; Aird, 2002), embora em alguns casos uma acao
cardiaca direta (Kempsford e Hawgood, 1987; Santos et al., 1990; Alloatti et al., 1991;
Tibballs et al.,, 1989, 1991; Abdalla et al., 1992; Alzahaby et al., 1995; van Aswegen et
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al., 1996; al-Shammary et al., 1998; Gomes et al., 2001) possa contribuir para os efeitos
observados. Ainda, em outros casos, a hipotensao pode ter uma origem central (Telang
et al., 1976; Raina et al., 1977a,b), pode ser devido a trombose pulmonar e a isquemia
miocardica (Tibballs, 1998a,b; Tibballs et al., 1989, 1991) ou pode ser causada por
bloqueio neuromuscular e paralisia respiratéria em decorréncia da presenca de
neurotoxinas (Mebs, 1978; Karlsson, 1979; Ogay et al., 2005).

As alteracbes hemodinamicas que contribuem para esta hipotensao variam entre
peconhas, podendo envolver uma queda na resisténcia periférica (mesentérica e iliaca)
e pulmonar, no débito cardiaco e no volume sistélico, com ou sem alteracdo na
frequéncia cadiaca e no eletrocardiograma. Ha, frequentemente, acimulo de sangue
em leitos vasculares como o mesentérico devido a vasodilatagédo extensa (Witham et
al., 1953; Russell et al., 1962; Halmagyi et al., 1965; Adams et al., 1981; Cevese et al.,
1983; Tibballs et al., 1989). Esses efeitos podem ser exacerbados por acidose
metabdlica (pH<7,3 e niveis de acido latico aumentados) e por hipoventilagao (Carlson
et al., 1975; Schaeffer et al., 1985).

Na circulagdo, o endotélio e o musculo liso vascular representam alvos
importantes para a atuacao de peconhas. De fato, varios estudos ja mostraram que as
peconhas exercem efeitos adversos sobre essas células, especialmente as endoteliais,
levando a liberacdo de mediadores enddgenos (vasoconstritores, vasodilatadores,
moléculas pré-inflamatérias, etc.) (Lomonte et al., 1994a,b,c; Moreira et al., 1992, 1994;
Borkow et al., 1995; Lomonte et al., 1999; Thamaree et al., 2001; Kawano et al., 2002;
Cominetti et al., 2004).

Ha ampla evidéncia na literatura mostrando o uso de uma combinacdo de
abordagens, técnicas e preparagdes in vivo e in vitro para entender 0s mecanismos
cardiovasculares e as agOes cardiacas de diversas pec¢onhas, sendo que nem sempre
as preparagcdes usadas para determinada peconha envolveram a mesma espécie

experimental.

Assim, por exemplo, os efeitos hemodinamicos e cardiovasculares das pegonhas
e das toxinas de varias espécies de cascavéis (Crotalus spp.) tém sido investigados em
caes (Vick et al., 1967; Bonilla e Rammel, 1976; Ruiz et al., 1980; Schaeffer et al., 1984;
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de Souza-e-Silva et al., 2003), carneiros (Margolis et al., 1965; Halmagyi et al., 1967),
coelhos (Breithaupt, 1976), gatos (Russell et al., 1967; Bonilla e Rammel, 1976) e ratos
(Carlson et al., 1975; Breithaupt, 1976; Schaeffer et al., 1979; Mesquita et al., 1991)
enquanto a analise dos efeitos cardiacos diretos tem sido realizada usando tecidos e
células de ratos e cobaias (Kempsford e Hawgood, 1987; Hamilton et al., 1985; Santos
et al., 1992). Outro exemplo é a peconha da vibora africana, Bitis gabonica, cujos
efeitos cardiovasculares in vivo tém sido estudados em macacos (Whaler, 1975), caes
(Adams et. al., 1981; Cevese et al., 1983), coelhos (Cevese et al., 1984; Hyslop e
Marsh, 1991), e ratos (Zaki et al., 1976; Gatullo et al., 1986, 1991), mas com os efeitos
cardiacos diretos tendo sido investigados em preparacgdes isoladas de cobaias (Alloatti
et al., 1986; Busso et al., 1988).

A injecao intramuscular da pegonha de Bothrops asper (Chaves et al., 1989) e B.
alternatus (Acosta de Pérez et al., 1996) em camundongos causa pouca ou nenhuma
alteracao histolégica em tecido cardiaco, ao contrario do que foi visto nos rins. De modo
semelhante, a injecdo de uma metaloproteinase hemorragica (BaP1) (Escalante et al.,
2004) de B. aspertambém nao causou dano histolégico no coragao.

1.2. O envenenamento botrépico

As serpentes peconhentas do Brasil pertencem aos géneros Bothrops (jararacas)
Crotalus (cascavéis), Lachesis (surucucus) e Micrurus (corais), e sdo responsaveis por
mais de 20.000 acidentes notificados anualmente ao Ministério da Saude. A maioria dos
acidentes € causada por serpentes do género Bothrops (90%), seguido pelo género
Crotalus (~8%) e os demais géneros (~2%) (Araujo et al., 2003).

Os efeitos do envenenamento botropico podem ser divididos em dois tipos
principais: os locais e os sistémicos. As acdes locais incluem dor, edema (com
formagédo de bolhas contendo liquido seroso), hemorragia e necrose, enquanto que as
acOes sistémicas consistem principalmente em disturbios de coagulagdo, hemorragia
interna (leva a hipovolemia e choque) e IRA, com raras manifestacbes neurolégicas
(Rosenfeld, 1971; Watt, 1989; Jorge e Ribeiro, 1990; Fan e Cardoso, 1995; Ribeiro e
Jorge, 1997; Russell et al., 1997; Franca e Malaque, 2003).
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Tanto os efeitos locais como os sistémicos resultam da acdo concomitante de
fosfolipases A, (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al.,
2003; Warrell, 2004), metaloproteases (Kamiguti et al., 1998; Gutiérrez e Rucavado,
2000; Fox and Serrano, 2005; Gutiérrez et al., 2005) e outras enzimas hidroliticas
presentes nessas peconhas, as quais liberam uma variedade de mediadores
endoégenos (peptideos como a bradicinina, aminas biogénicas como a histamina e
serotonina, e metabdlitos do acido araquiddnico como as prostaglandinas, tromboxanos
e leucotrienos) (Rothschild e Rothschild, 1979; Hawgood, 1982) (Fig. 1)

Peconha

botroépica
(Viperidae)

Componentes

Fatores que
alteram a
coagulacao

Metalopro-
teinases

Fatores
edematogénicos

PLA,

Dor,

Hipotensao,

Mgm;d.o.m Edema, Hemorragia interna,

cndogenos Isquemia, Hipovolemia,
PGEzy Glp, Hemorragia, Choque circulatério,

Tromboxano, IRA

Necrose

Hemorraginas

efc.

Figura 1 — Alguns componentes e efeitos das pegonhas botropicas

No caso das peconhas botrdpicas, varias metaloproteinases hemorragicas
ja foram isoladas e caracterizadas (Maruyama et al., 1992; Gutiérrez et al., 1995;
Gutiérrez e Rucavado, 2000; Mazzi et al., 2004; Schattner et al., 2005), inclusive de B.
alternatus (Cominetti et al., 2003; Gay et al., 2005, 2009), sendo que a acado dessas
enzimas sobre os componentes da matriz extracelular (Maruyama et al., 1992; Moreira
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et al., 1994) e os vasos da microcirculacao (Gutiérrez et al., 1995; Kamiguti et al., 1996,
1998) contribui para a hemorragia sistémica (Kamiguti et al., 1991, 1996).

Varias dessas metaloproteinases induzem hemorragia local, sem, porém,
produzir hemorragia sistémica, provavelmente devido a sua inativagado por inibidores
plasmaticos, tais como a4 e az-macroglobulinas (Anai et al.,, 1998; Kawano et al., 2002;
Escalante et al., 2004), sendo uma excec¢ao importante a esta observagcao a jararagina
(Kamiguti et al., 1996; Escalante et al., 2003; Laing e Moura-da-Silva, 2005). Por outro
lado, algumas metaloproteinases, como a neuwiedase de B. neuwiedi (Rodrigues et al.,
2000, 2001) nao produzem hemorragia local mas podem causar hemorragia sistémica.

A acao proteolitica, especialmente, por meio das metaloproteinases, € a principal
responsavel pelo rompimento da integridade das paredes vasculares, levando
frequentemente a hemorragia local e sistémica (Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrrez
e Lomonte, 2003; Gutiérrez et al., 2005). A acdo proteolitica também é responsavel
pelos disturbios de coagulacao por intermédio de enzimas fibrino(geno)liticas, enzimas
tipo-trombina e ativadoras de diversos fatores de coagulacdo, especialmente a
protrombina e o fator X (Rosing e Tan, 1992; Fan e Cardoso, 1995; Yamada et al,,
1997; Franca e Malaque, 2003). A acao fosfolipasica parece estar associada mais a
formagao de edema (Gutiérrrez e Lomonte, 2003; Lomonte et al., 2003; Teixeira et al.,

2003), em conjunto com as hemorraginas.

Os efeitos sistémicos dependem da severidade do acidente, sendo mais comuns
em acidentes moderados e graves. Nesses casos, além dos disturbios de coagulacao,
podem ocorrer hipotensdo e choque devido as substancias vasoativas liberadas ou
ativadas pela peconha, e também como consequéncia da hipovolemia resultante de
hemorragia interna extensa. A IRA, evidenciada pela oliguria e anuria (entre outras
manifestacdes), geralmente aparece horas apds o0 envenenamento, sendo a causa
mais frequente de morte. Nos casos graves de envenenamento, e concomitantes as
manifestacdes descritas acima, podem ocorrer também vémitos, sudorese e hipotermia,
entre outros efeitos (Rosenfeld, 1971; Jorge e Ribeiro, 1990; Fan e Cardoso, 1995;
Ribeiro e Jorge, 1997; Franca e Malaque, 2003; Warrell, 2004).
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Ao contrario das respostas imediatas, as principais acdes de peconhas que
contribuem para as respostas hemodindmicas tardias (horas a dias apdés o
envenenamento) sao distlurbios de coagulagdo (principalmente sangue incoagulavel)
(Kamiguti e Sano-Martins, 1995), hipovolemia decorrente de hemorragia sistémica
devido a acao de metaloproteinases (hemorraginas) (Kamiguti et al., 1991; Bjarnason e
Fox, 1994; Gutiérrez e Rucavado, 2000), levando ao choque hipovolémico e a IRA,
devido principalmente, a acao proteolitica das peconhas (Lee e Lee, 1979; Rothschild e
Rothschild, 1979). A presenca de sangue incoagulavel contribui para o choque
hipovolémico, por facilitar o extravasamento de sangue através das lesbes causadas
pela acao das hemorraginas.

1.2.1 - Principais mediadores da acao cardiovascular de peconhas botropicas
Peptideos

Os principais mediadores da hipotensdo causada por peconhas botropicas
incluem peptideos e enzimas (proteases e PLA;). Entre os peptideos, os mais
relevantes sao peptideos natriuréticos atriais (CNPs) (Murayama et al., 1997, 2000;
Higuchi et al., 1999; Junqueira-de-Azevedo e Ho, 2002), que ativam os receptores
contendo guanilato ciclase particulada, levando a formacdo de GMPc, e peptideos
potencializadores da bradicinina (BPPs) (Ferreira, 1965; Ferreira et al., 1970, 1992;
Bieber, 1979; Giglio, 1988; Cintra et al., 1990; Junqueira-de-Azevedo e Ho, 2002).
Estudos da glandula venenifera de B. jararaca e de outras espécies mostraram que 0s
genes para os BPPs estao intimamente associados aos dos CNPs, de modo que pode
haver coexpressao desses dois grupos de peptideos (Murayama et al., 1997; Higuchi et
al., 1999; Cidade et al., 2006). Essa organizagcado sugere a existéncia de mecanismos
distintos, mas somatérios na produgéo da hipotensao.

A acao principal dos BPPs ¢é a inibicdo da enzima cininase Il (enzima conversora
de angiotensina ou ECA), responsavel tanto pela formacdo de angiotensina Il
(vasoconstritor) a partir de angiotensina I, como pela degradacdo de bradicinina
(vasodilatador) (Ferreira e Rocha e Silva, 1965; Green et al., 1972), potencializando,
assim, a hipotensédo causada pela bradicinina liberada através da atividade de enzimas
do tipo calicreina da peconha (ver abaixo). Localmente, os BPPs acentuam o edema
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local produzido por cininas (Fernandes et al, 1991). Uma fung&o adicional desses
peptideos é a inibicdo de metaloproteases de peconha durante a estocagem na

glandula venenifera (Robeva et al., 1991; Francis e Kaiser, 1993; Huang et al., 2002).

Rocha e Silva et al. (1949) foram os primeiros a mostrar que a atividade
proteolitica da pegonha de B. jararaca € capaz de liberar a bradicinina de
bradicininogénio circulante, através de uma atividade cininogenasica (tipo calicreina)
(Gapanhuk e Henriques, 1970). Posterior ao estudo do Rocha e Silva et al. (1949), a
capacidade de liberar bradicinina foi relatada para outras pegonhas (Rothschild e
Rothschild, 1979), sendo que varias enzimas responsaveis por essa atividade ja foram
caracterizadas (ver Komori e Nikai, 1998; Nikai e Komori, 1998; Aird, 2002). No caso de
peconhas botrépicas, algumas dessas enzimas foram clonadas (Zaganelli et al., 1996;
Serrano et al., 1998). Essas proteinas, com massa molecular em torno de 30 kDa, sédo
serina esterases cuja atividade pode ser inibida por PMSF.

A bradicinina liberada, por essas enzimas, em peconhas botrépicas é um
mediador importante da hipotensao imediata observada apés o envenenamento
(Rothschild e Rothschild, 1979), e poderia contribuir para a vasodilatacdo coronaria
(Antonio e Rocha e Silva, 1962). A atuacao da bradicinina pode ser potencializada
pelos BPPs presentes nessas pegonhas (ver acima).

Algumas esterases sdo capazes de contrair musculo liso ndo vascular (ensaio in
vitro usado para avaliar a formagédo de cininas) sem a liberacao de cininas (Andrido-
Escarso et al., 1999). Semelhantemente, a trombocitina da pegonha de B. atrox, mas
ndo a batroxobina (Glusa et al.,, 1991), € capaz de relaxar vasos por um mecanismo
dependente do endotélio, porém independente da formagéo de bradicinina. Esse efeito
aparentemente envolve a formacdo de NO de maneira semelhante a trombina (Glusa et
al., 1996).

Fosfolipases Az

A fosfolipase A2 (PLA2) é uma enzima ubiqua em pecgonhas ofidicas, exercendo
importante contribuigdo na toxicidade e nos efeitos patolégicos das mesmas, inclusive
na miotoxicidade, cardiotoxicidade, hipotensdo, e agdo sobre o musculo liso néao
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vascular (Rosenberg, 1979, 1986; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Gutiérrez e Lomonte,
2003; Gutiérrez e Ownby, 2003; Harris, 2003; Lomonte et al., 2003). A PLA; libera o

acido araquidénico de fosfolipideos da membrana celular, o qual, por sua vez, é

convertido em prostaglandinas e tromboxano A..

As PLAs de peconhas ofidicas sdo bastante conhecidas por sua atividade sobre

membranas celulares e por sua capacidade de causar dano celular (Fig. 2) (Rosenberg,

1986), especialmente em musculo esquelético (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Gutiérrez e

Ownby, 2003; Harris, 2003; Lomonte et al., 2003). Essas enzimas, especialmente as de

peconhas elapidicas, sdao bastante cardiotdéxicas (Harvey, 1985; Rosenberg, 1986;

Fletcher e Jiang, 1993). Essas toxinas causam uma perturbacao inicial da membrana

levando a um aumento do Ca?* intracelular e & degeneracdo da célula (Montecucco et

al., 2008).
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Figura 2 — Mecanismos de agao e principais atividades das PLA; ofidicas (modificado
do Montecucco et al., 2008).
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Embora boa parte dessa cardiotoxicidade seja devido a acdes celulares que néo
estejam associadas a miotoxicidade, ha uma relacdo entre a presenca de lesées e as
alteragdes funcionais vistas em muasculo incubado com algumas dessas enzimas
elapidicas (Rosenberg, 1986; Fletcher e Jiang, 1993; Huang e Gopalakrishnakone,
1996).

As prostaglandinas, como a prostaciclina (PGly) e a prostaglandina E, (PGEy),
possuem acao vasodilatadora/hipotensora prépria (Huang, 1984) pela da ativagao da
adenilato ciclase (via receptores acoplados as proteinas Gs) que leva a formacao de
AMPc. A formacao de prostaglandinas, especialmente a PGl,, pelo endotélio, também
pode ocorrer como resposta a estimulacdo por bradicinina pela ativacdo de PLA;
intracelular (Hyslop e de Nucci, 1991), contribuindo, assim, para a vasodilatacdo
subsequente. Em concordancia com essas observagdes, Andrido-Escarso et al. (2002)
demonstraram que a PLA; acida da peconha de B. jararacussu causa hipotensao; essa
enzima ja foi clonada e sua estrutura cristalografica determinada (Magro et al., 2004;
Roberto et al., 2004).

Proteinases

A contribuicdo do dano tecidual causado por proteinases presentes em algumas
peconhas tidas como “proteoliticas” (especialmente dos géneros Agkistrodon, Bitis,
Bothrops, Crotalus, Lachesis, Trimeresurus e Vipera) as alteracbes mecanicas
(cronotropismo e inotropismo) e elétricas (arritmias, etc.) produzidas em tecido cardiaco
tem sido pouco investigada. Alguns estudos mostraram que a injegdo de peconha ou
toxina in vivo (Nikai et al., 1984, 1985; Huang e Gopalakrishnakone, 1996; Anderson e
Ownby, 1997; al-Shammary et al., 1998) ou a perfusdo de coragdo isolado com
peconha ou toxina purificada (Abel et al., 1973; Unkovic-Cvetkovic et al., 1983;
Kempsford e Hawgood, 1987; Santos et al, 1992) resulta em dano morfologico
cardiaco.

A acéo de metaloproteinases hemorragicas com potente efeito proteolitico sobre
proteinas da matriz extracelular altera o equilibrio hemostéatico por inibir a agregacao
plaguetaria, levando a intensa hemorragia interna (Kamiguti et al, 1996, 1998;
Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrez et al., 2005, 2009). De acordo com Gutiérrez et
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al. (2009) as metaloproteinases ofidicas do tipo P-1ll podem causar disfungédo endotelial
quando distribuida sistemicamente pode induzir a disfuncado endotelial sistemicamente,
e dependendo da severidade dos efeitos pode causar hemorragias e consequéncias
cardiovasculares complexas.

A hipovolemia causada pela acao conjunta de proteases sobre a cascata de
coagulacao e a parede dos vasos parece estar relacionada a liberagao de citocinas pro-
inflamatorias de precursores enddgenos pela acao de metaloproteinases das proprias
peconhas ou da ativacdo de proteases endogenas (Varonov et al.,, 1999; Petricevich,
2004). Niveis aumentados de citocinas proé-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-q,
principalmente) tém sido detectados em animais experimentais e em humanos (IL-6, IL-
8) envenenados por espécies de Bothrops (Lomonte et al., 1993; Barraviera et al.,
1995; Petricevich et al., 2000; Barros et al., 1998), e também em células inflamatérias in
vitro (Clissa et al., 2001) e in vivo (Zamunér et al., 2001; Zamunér e Teixeira, 2002).

A acao proteolitica das peconhas também leva a liberacdo de citocinas, como
TNF-a e interleucinas (Moura-da-Silva et al., 1996; Gutiérrez et al., 2009). Essas
citocinas podem contribuir para as alteracbes hemodindmicas e o0 choque
cardiovascular (Gutiérrez et al., 2009), conforme relatado para a peconha de Vipera
berus (Szold et al., 2003) (Fig. 3).

Metaloproteinases (hemorraginas)

Disturbios de Hemorragia Citocinas proé-inflamatérias
coagulacao sistémica
\ | \
Sangue Hipovolemia IL-I, IL-6, IL-8 e
incoagulavel TNF-o

hipovolémico (insuficiéncia renal aguda)

vz

Figura 3 — Efeitos cardiovasculares tardios das peconhas botrépicas.

66



Apesar de alguns estudos terem mostrado a capacidade de peconhas botrépicas
em causar hipotensao (Cheymol et al., 1968; Campos e Delgado, 1981; Zapellini, 1991;
Andrade, 1996; Pérez et al., 1997a), e de terem identificados outros componentes
destas peconhas que podem contribuir para as alteracbées hemodinamicas, tais como
fosfolipases A, (Andrido-Escarso et al., 2002), proteases cuja acao vascular independe
da formacao de bradicinina (Glusa et al., 1991) e, possivelmente, peptideos natriuréticos
atriais (Murayama et al., 1997), ainda n&do havia nenhum estudo sistematico das
alteragdes hemodindmicas e cardiovasculares causadas por essas pegonhas. Além
disso, pouco se sabe dos mediadores enddgenos, além da bradicinina, que possam
estar envolvidos nessas respostas. Por esse motivo, nesse trabalho investigamos a acéao

cardiovascular da peconha de Bothrops alternatus (urutu ou urutu cruzeiro).

1.3 - Bothrops alternatus

A Bothrops alternatus é encontrada no centro oeste, norte e nordeste da
Argentina, no sul do Paraguai e nas regides sul, sudeste e parte do centro oeste do
Brasil (Fig. 4) (Campbell e Lamar, 1989). Trata-se de uma serpente com tamanho em
torno de 1 m de comprimento, podendo atingir até 2 m. Por ter este porte elevado esta
caracterizada como uma das Bothrops brasileiras com rendimento maximo de pec¢onha
acima de 200 mg (peso seco) por serpente (Rosenfeld, 1971, Furtado et al., 1991; de
Roodt et al., 1998b).

Instituto Butantan Fundagao Nacional de Saude (FUNASA)

()

7
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Figura 4. Bothrops alternatus (urutu), mostrando a distribuicdo geografica desta serpente

no Brasil.

67



Em comum com outras espécies de Bothrops, a peconha de B. alternatus
contém uma variedade de proteinas e enzimas (Mebs, 1970; Nisenbom et al., 1986a,b,
1988; Castro et al.,, 1998; Smolka et al., 1998; Tan e Ponnudurai, 1991; Gasparello-
Clemente e Silveira, 2002; Valério et al, 2002; Stabeli et al., 2004), inclusive
metaloproteinases/desintegrinas (Souza et al., 2000; Mariano-Oliveira et al., 2003;
Cominetti et al., 2003, 2004; Gay et al., 2005) e miotoxinas (Ponce-Soto et al., 2007)
que podem contribuir para os efeitos sistémicos do envenenamento.
Consequentemente, a letalidade (Furtado et al., 1991; Sanchez et al, 1992), as
atividades biolégicas (Queiroz e Petta, 1984; Pérez et al.,, 1997b, 1998; Marunak et al.,
1999; de Roodt et al.,, 2000, 2003) e o quadro de envenenamento por B. alternatus
(Bauab et al., 1994) se assemelham aos de outras Bothrops (Fan e Cardoso, 1995;
Russell et al., 1997; Franca e Malaque, 2003; Warrell, 2004).
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos dessa primeira parte do trabalho foram:

1. Investigar as alteracbes cardiovasculares causadas pela peconha de B.

alternatus em caes anestesiados.

2. Investigar as alteracées gasométricas e metabdlicas produzidas pela peconha

de B. alternatus in vivo.

3. Investigar os danos histolégicos provocados pela peconha de B. alternatus

em tecidos cardiaco e renal.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Animais

Céaes (sem racga definida - SRD) machos, pesando entre 10 e 20 kg, foram
obtidos do Centro de Zoonoses de Itapevi — SP e mantidos no Centro Multidisciplinar
para Investigagao Biolégica (CEMIB) da UNICAMP onde permaneceram por um periodo
de quarentena (21 dias), antes de serem usados. Nesse periodo, receberam
tratamentos paras diversas zoonoses, carrapaticidas, etc. A alimentacao foi a base de
racdo com 21% de proteina. Os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissao de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UNICAMP (protocolo n® 783-
1), e realizados de acordo com as recomendacgdes éticas gerais do Colégio Brasileiro

para Experimentacao Animal (COBEA).
3.2 - Peconha

A peconha de B. alternatus fornecida pelo Centro de Extragdo de Toxinas
Animais (CETA, Morungaba, SP) foi obtida de exemplares adulta de ambos os sexos,
liofilizada e estocada a -20° C até o uso. Solugbes estoques foram preparadas

diariamente em salina 0,9% e armazenadas em gelo até o momento de uso.
3.3 — Experimentos em caes

3.3.1 - Procedimentos experimentais gerais

3.3.1.1 - Técnica cirurgica

A inducédo anestésica dos céaes foi feita com tiopental sodico (830 mg/kg, i.v.;
Cristalia Industria Farmacéutica, ltapira, SP), injetada lentamente, em bolus, e em
seguida os animais foram entubados pela traqueia para a administragédo do isoflurano
(via inalatéria), para a manutencdo da anestesia (concentracdo de 2% em ar
comprimido, com fluxo de 1 I/min) (Flecknall, 1996).

As artéria e veia femorais esquerdas foram dissecadas e expostas
cirurgicamente, seguidas de canulagdo, com canulas de polietileno, heparinizadas (10

Ul/ml), para o registro da pressao arterial sistémica e para a administragdo das
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substancias, respectivamente. A veia femoral direita também foi dissecada e exposta,
onde foi entdo colocado um introdutor com uma canula, heparinizada, e por este o
cateter de termodiluicdo de Swan-Ganz 7F (AS-3 Datex-Engstrom, Helsinki, Finlandia).
O cateter de Swan-Ganz foi introduzido até a artéria pulmonar e entao conectado a dois
outros transdutores apropriados, para o registro da pressao da artéria pulmonar média
(PAPM) e da pressao do atrio direito média (PADM), bem como a pressao de capilar
pulmonar média (PCPM). Esse cateter também permitiu a medida do débito cardiaco
(DC) pelo lumem proximal, pela técnica de termodiluicdao, que consistiu na injecdo de 5
ml de soro fisiolégico gelado. A medida que a coluna de soro foi se deslocando pelo
sangue do cao, a mudanca na temperatura permitiu o registro do débito cardiaco, em
I/min, calculado a partir da média de trés medidas consecutivas (Fig. 5,6) (Terzi e
Araujo, 1992).

Figura 5. Posicao do cateter de Swan-Ganz na entrada da artéria pulmonar. (AD — atrio direito,

AE — atrio esquerdo, VD - ventriculo direito e VE — ventriculo esquerdo).

Figura 6. Curva do débito cardiaco (média de 3 medidas consecutivas com soro

gelado (5 ml), (DC = freqUéncia cardiaca x volume sistélico).

A artéria femoral direita foi canulada para a coleta de sangue arterial (1 ml) nos
tempos zero (basal — antes da peconha), e aos 2, 5, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos
pds-peconha para a gasometria, para a avaliacdo dos parametros metabdlicos e para a
quantificacdo da pecgonha circulante por ELISA (Fig. 6).
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Figura 7. Diagrama do protocolo in vivo, mostrando o posicionamento dos cateteres
arteriais e venosos e dos eletrodos de superficie para o registro dos parametros
eletrocardiograficos. Volume das amostras (arterial) coletadas para a andlise
gasométrica e metabdlica, bem como para a analise da cinética da peconha, durante o
periodo de envenenamento (240 min).

3.3.1.2 - Registro dos parametros hemodinamicos

Os parametros hemodinamicos foram visualizados, continuamente, através da
tela de um monitor multipardmetro modular (DIXTAL), incluindo: 1) frequéncia cardiaca
(FC), 2) pressao arterial média (PAM), monitorada através de um transdutor de pressao
(AS-3 Datex-Engstrom, Helsinki, Finlandia), 3) pressao arterial pulmonar média (PAPM),
4) pressdo de capilar pulmonar média (PCPM), 5) pressdo do atrio direito meédia
(PADM) e o 6) débito cardiaco (DC), através de um termistor localizado na ponta do
cateter de Swan-Ganz.

A partir desses valores diretos, os valores de outras variaveis hemodinamicas
indiretas foram determinados como: volume sistélico (VS), trabalho sistdlico do
ventriculo esquerdo (TSVE), trabalho sistélico do ventriculo direito (TSVD), resisténcia
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vascular sistémica (RVS) e resisténcia vascular pulmonar (RVP), os quais foram obtidos

por meio das férmulas abaixo:

e Volume sistélico —»> VS =DC/FC x 1000

e Trabalho sistélico do ventriculo esquerdo —»> TSVE =0,0144 x VS x PAM

e Trabalho sist6lico do ventriculo direito —» TSVD =0,0144 x VS x PAPM

e Resisténcia vascular sisttmica — RVS = 80 x (PAM — PADM)/DC

e Resisténcia vascular pulmonar — RVP =80 x (PAPM - PCPM)/DC

e Pressédo de perfusdo coronariana  —»PPC = PAM-PADM
onde o fator 80 transforma a unidade de resisténcia (vascular) de mmHg/I/min para
dinas.s/cm”.

Os resultados do DC, VS, TSVE, TSVD, RVS e RVP também foram expressos
sob a forma de indice, corrigindo-se os valores em funcdo da area de superficie
corporal (ASC = relacdo entre a distancia naso-anal e o peso dos caes). O DC foi
expresso como indice cardiaco (IC), o VS como indice sistélico (IS), os trabalhos
ventriculares esquerdo e direito como indice de trabalho sistélico do ventriculo
esquerdo (ITSVE) e indice de trabalho sistélico do ventriculo direito (ITSVD),
respectivamente, e as resisténcias vasculares como indice de resisténcia vascular
sistémica (IRVS) e indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP), respectivamente. As

formulas utilizadas para estes calculos foram as seguintes:

o indice cardiaco —IC = DC/ASC

e indice sistdlico — IS = VS/ASC

e indice de trabalho sistélico do ventriculo esquerdo — ITSVE = TSVE/ASC
e indice de trabalho sistélico do ventriculo direito  —> ITSVD = TSVD/ASC
e indice de resisténcia vascular sistémica — IRVS = RVS x ASC

o indice de resisténcia vascular pulmonar — IRVP = RVP x ASC
3.3.1.3 - Administracao da peconha de B. alternatus e protocolos experimentais

Foram estudados trés grupos de céaes: grupol - injetado com salina (controle,
n=9), grupo 2 - injetado com 0,3 mg/kg (i.v., n=12) e grupo 3 - injetado com 1,0 mg/kg
(i.v, n=9). As doses foram escolhidas baseadas em experimentos preliminares,

iniciando com a dose de 10 ug/kg, seguido por doses maiores, em escala logaritmica. O
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grupo 1 (controle) recebeu 1 ml de salina i.v., lentamente, o grupo 2 recebeu a peconha
botrépica, na dose de 0,3 mg/kg, diluida em 1 ml de salina 0,9%, por via endovenosa
(bolus - lentamente). O grupo 3 recebeu a dose de 1,0 mg/kg, por via endovenosa
(bolus — lentamente). Em seguida a administracdao da peconha, em todos os grupos, foi

feita a lavagem da canula com 3 ml de salina.

Os animais do grupo controle receberam 1 ml de salina i.v. também injetada

lentamentte. Em seguida, foi feita a lavagem da canula com 3 ml de salina.
3.3.1.4 - Eletrocardiografia

Eletrodos de superficie foram conectados aos pontos adequados do corpo do
animal para o registro eletrocardiografico. Os registros foram feitos na derivacao DIl e
velocidade 50 mm/s, através de um eletrocardidgrafo (TEB — C10, Jundiai, SP, Brasil)
(Fig. 6). Foram analisados 0s seguintes parametros: ondas P, T e complexo QRS (
tempo de duracgao - s) e os intervalos PR, QT (tempo de duragao - s), e o segmento S-T
(tempo de duracao e infra ou supra desnivelamento), além da amplitude das ondas P, T
e do complexo QRS (mV) (Fig.8).
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—i —
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Figura 8. Tracado eletrocardiografico mostrando as ondas P e T, o complexo QRS, os

intervalos PR e QT, e o segmento ST.
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3.3.1.5 - Avaliacao dos gases sanguineos e do pH, Na*, K*, hematocrito e lactato

Amostras de sangue arterial (0,5 ml) foram coletadas em seringa heparinizada,
tanto dos grupos tratados quanto do grupo controle para a leitura gasométrica, logo
apos a administracdo da peconha, sendo essas coletas realizadas nos tempos 0 (basal
— antes da peconha) e 2, 5, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 min pds-peconha. A leitura
gasométrica foi realizada imediatamente apds as coletas, usando-se um gasémetro
modelo ABL 555 da Radiometer (Copenhagen, Dinamarca). Os parametros
gasométricos analisados foram: pO,, pCO,, HCO3, SBEc e SBCe, com os parametros
adicionais sendo o pH, Na*, K*, hematdcrito (Hct) e lactato.

3.3.1.6 - Alteracoes metabolicas

Imediatamente apds cada coleta para gasometria, foi coletado 1 ml de sangue
arterial, com seringa comum, para a dosagem das enzimas lactato desidrogenase
(LDH), creatinoquinase (CK) e glicose, e para a quantificacdo da pegonha circulante. As
amostras foram mantidas em temperatura ambiente e, em seguida, centrifugadas
(10000 g, 15 min) para obtencdo do soro. A atividade das enzimas LDH e CK foi
determinada usando kits comerciais (LDH-P e CK-NAC, respectivamente, ambos pelo
método cinético UV - Laborlab, Sdo Paulo, SP), seguindo-se as instru¢cdes do
fabricante. Os resultados foram expressos em U/ml, e a leitura foi feita através de um
espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800). A quantificacdo da glicose foi feita
através de um aparelho comercial de medi¢do de glicose (MediSense Optium Xceed,
Abbott Laboratories do Brasil Ltda), e a da lactato foi realizada pelo gasémetro; os

resultados foram expressos em mg/dl e mmol/l, respectivamente.
3.3.1.7 - ELISA para a deteccao de peconha circulante

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100 ul de F(ab)’z antibotropico (20
ng/ml) em tampao de ligagdo pH 9,6 e incubadas overnight a 4°C. Apo6s lavagem com
300 pl de solugdo de PBS, as placas foram bloqueadas com 100 pl de solugédo de
caseina bovina 2% em PBS e incubadas a temperatura ambiente por 1 h. Apds
lavagem, foram adicionados os calibradores, os controles e as amostras, todos diluidos
1:1, em tampéo de incubagdo contendo 0,02% de soro normal de cavalo. Apos
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incubacao a temperatura ambiente por 1 h e lavagem, foi adicionado o conjugado
diluido 1:2000 em tampao de incubagdo e novamente foi feita a incubacdo a
temperatura ambiente por 1. Apds lavagem, foram adicionados 100 ul de substrato
(H202, e OPD 0,02% em tampéao citrato pH 5,0). Ap6s incubacdao a temperatura
ambiente por 15 min, a reacdo enzimatica foi interrompida com a adicdo de 50 ul de
HoSOs a 5%. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro de placa
(Multiskan Titertek, LabSystems, Helsinki, Finlandia) a 492 nm, e a concentracéao foi

expressa em ng/ml.
3.3.1.8 - Histologia

Amostras de coracao e rim foram coletadas imediatamente apds a eutanasia do
animal, limpas e fixadas em formol tamponado (10%) durante 18h. Em seguida foram
lavadas 3 vezes por 15 min. Para a desidratacdo dos tecidos foram utilizados
gradientes crescentes de alcodis (etanol), seguido de diafanizacdo em x4lol, embebicao
e inclusdo em parafina. (Histosec-Merck). Sec¢des de 5 um de espessura foram obtidas
usando um micrétomo (Leica RM 2245, Alemanha), e as |laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) para posterior analise das alteracdes histologicas (Boer-
Lima et al, 1999,2002). As laminas foram examinadas em microscépio Leica DM 5000B
e as imagens foram captadas, processadas e analisadas usando uma camara CCD
LEICA CTR 5000 e softwares de processamento e andlises de imagem LEICA Q Win
Plus v.3.2.0.

3.3.1.9 - Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a media + EPM, e as analises estatisticas
foram feitas através da analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguidas pelo teste
de Tukey-Kramer e teste t Student. Valores de p<0,05 foram significativos. Todas as
analises estatisticas foram realizadas usando o software Prisma versédo 4 (Graphpad,
Inc., San Diego, CA).
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4 - RESULTADOS
4.1 - Efeitos cardiovasculares da peconha de B. alternatus in vivo

A Fig. 9 mostra o registro fisiografico da pressao arterial em cées anestesiados,
na presenca de salina apenas (A) e na presenca de peconha de B. alternatus nas
doses de 0,3 e 1,0 mg/kg (B e C, respectivamente). Em ambos os grupos injetados cm
peconha, houve uma redugdo acentuada da pressado arterial aos 5 min, com uma
recuperacao lenta e gradativa proximo aos valores basais, na dose de 0,3 mg/kg e uma
reducao persistente até a morte na dose de 1,0 mg/kg, i.v., ~30 min apés o

envenenamento (Fig 9C).

Nos animais injetados com salina (controle; 1,0 ml, i.v.) ndo houve nenhuma
alteracao significativa nos parametros avaliados (Fig. 9-13). As Tabela 1 e 2 mostram
os valores basais dos parametros hemodinamicos diretos e indiretos de todos os
grupos; ndo houve diferenca significativa nos valores de nenhum dos parametros entre

0S gruppos estudados.

A administracéo (bolus) da peconha (0,3 mg/kg, i.v.) resultou em queda imediata
na pressao arterial que atingiu seu apice aproximadamente 5 min apés a injecao, o que
nao foi visto no grupo controle (1 ml de salina i.v.) (Fig. 10A-D). Esta fase hipotensora
(0,3 mg/kg, i.v.) se manteve durante varios minutos, seguida de recuperacao gradativa,
de modo que os valores pressoricos de 180 a 240 min pos-injegdo, ndo foram
significativamente diferentes dos valores basais (antes da peconha), nem em relagéao
ao grupo controle. A Fig. 10E, mostra uma reducdo acentuada e significativa da
pressao de perfusdo coronariana nos primeiros 5 min, mantendo-se significativamente
abaixo dos valores basais e dos valores do grupo controle até os 120 min e retornando

aos valores basais ao final do experimento.

A hipotensdao marcante mostrada na Fig. 10A-D foi acompanhada de uma queda
significativa e persistente (sem recuperacao) no débito cardiaco (DC) (Fig. 11B) sendo
essa significancia em relacdo aos valores basais em todos os tempos e em relagado ao
grupo controle somente nos primeiros 30 min. No entanto, a significancia ocorreu em

todos os tempos registrados, no que se refere aos valores basais € ao grupo controle
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para o indice cardiaco (IC) (Fig. 11C). Entretanto, a frequéncia cardiaca (FC) mostrou
um discreto aumento ndo significativo aos 30 min e assim se manteve praticamente até

o final do experimento (Fig. 11A).

A resisténcia vascular sistémica (RVS) (Fig. 12A) e o indice de resisténcia
vascular sistémica (IRVS) (Fig. 12B) mostraram um perfil semelhante ao da pressao
arterial, com discreta reducao nos primeiros 15 min seguida por uma recuperacao e
aumento, nos valores acima dos niveis basais na fase final do experimento (60 min em
diante), apresentando aumento significativo nos tempos de 180 e 240 min (RVS) e no
tempo de 240 min (IRVS).

Nao houve alteracdes significativas na pressdao da artéria pulmonar média
(PAPM) (Fig. 13A), na pressao capilar pulmonar média (PCPM) (Fig. 13B) e pressao
atrial direita média (PADM) (Fig. 13C) ap6s administragdo da peconha. De modo
semelhante, também nao ocorreram mudancas significativas nos valores da resisténcia
vascular pulmonar (RVP) (Fig. 13D) e do indice de resisténcia vascular periférica (IRVP)
(Fig. 13E), no grupo tratado com 0,3 mg/kg, apesar de estes mostrarem aumento

persistente ao longo do experimento.

A Fig. 14A-B mostra que houve acentuada e persistente reducao significativa no
trabalho e indice sistélicos dos ventriculos esquerdo (TSVE e ITSVE) e direito (TSVD e
ITSVD) (Fig. 14C,D), bem como no volume sistélico (VS) (Fig. 15A) indice sistélico (IS)
(Fig. 15B) apds injecdo da pegonha, tanto em relagédo aos valores basais quanto em

relacao ao grupo controle.

Nos animais injetados com a dose de 1,0 mg/kg as alteragbes nos parametros
analisados foram semelhantes aquelas vistas com a dose de 0,3 mg/kg, sendo que a
queda foi brusca e acentuada, exceto para a RVP e IRVP. Nao houve recuperacao de
nenhum dos parametros hemodinamicos avaliados. Os caes foram a ébito 15 a 30 min
apo6s a administracdo da peconha. Houve aumento significativo da RVP e do IRVP aos
5 min, tanto em relagcdo aos valores basais, quanto em relagdo ao grupo controle (Fig.
13D-E) seguida por uma acentuada e persistente reducdo a partir dos 15 min até o

6bito dos animais.
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Figura 9. Registro fisiografico da pressao arterial de cdo anetesiado. Os painéis A, B e
C representam os grupos controle (salina = 1 ml) e 0,3 e 1,0 mg/kg, i.v. (bolus) de

peconha de B. alternatus, respectivamente.
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Tabela 1. Valores basais dos parametros hemodinamicos diretos registrados nos trés

grupos experimentais estudados.

Parametros Salina Peconha Peconha
analisados (controle) 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg
FC 124 +7 132+ 8 146 £ 9
DC 4+0 50 4+0
PAS 15517 169 £ 9 173 £ 14
PAD 79t5 93+5 88+7
PAM 105+ 4 116 £ 4 114 + 8
PAPM 17 £1 17 +£2 17 £2
PCPM 6+1 5+1 6+2
PADM 6+1 4 +1 5+1

Os valores sao a média + EPM de 9-12 caes por grupo. FC — Freqliiéncia cardiaca, DC
— débito cardiaco, PAD — pressao arterial diastélica, PADM — pressao de atrio direito
média, PAM — pressao arterial média, PAPM - pressao arterial pulmonar média, PAS —
pressao arterial sistolica, e PCPM — presséao de capilar pulmonar média.
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dos valores diretos nos trés grupos experimentais estudados.

Tabela 2. Valores basais dos pardmetros hemodindmicos indiretos calculados a partir

Parametros Salina Peconha Peconha
analisados (controle) 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg
PP 76 £ 10 76 £9 86 £ 14
PPC 99 +4 112 +4 109 +7
IC 80 8+1 7+1
VS 31 x4 39+5 27 +2
IS 575 63 +8 50t4

RVS 1953 £ 185 2075 + 256 2428 + 247
IRVS 1027 £ 75 1264 + 147 1354 £ 118
RVP 217 £ 22 226 + 44 236 £ 25
IRVP 115+10 139 £ 26 123 +13
TSVE 49 + 6 67 £ 10 45 +4
ITSVE 86 +7 108 + 15 73+13
TSVD 8+1 102 7+1
ITSVD 14 +1 16 +3 13+£2

Os valores sdao a média + EPM de 9-12 caes por grupo. IC — indice cardiaco, IRVP —
indice de resisténcia vascular pulmonar, IRVS - indice de resisténcia vascular
sistémica, IS — indice sistélico, ITSVD — indice do trabalho ventriculo direito, ITSVE —
indice do trabalho ventriculo esquerdo, PP — pressao de pulso, PPC — presséo perfusédo
coronariana, RVP - resisténcia vascular pulmonar, RVS - resisténcia vascular
sistémica, TSVD - trabalho ventriculo direito, TSVE — trabalho sistélico ventriculo
esquerdo e VS — volume sistdlico.
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Figura 10. Acéo da peconha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre
a pressao arterial sistélica (PAS) (A), presséo arterial média (PAM) (B), pressao arterial
diastolica (PAD) (C), pressao de pulso (PP) (D) e pressdo de perfusdo coronariana
(PPC) (E) em caes anestesiados. Os pontos representam a média + EPM (n=9/12).
"#5<0,05 comparados aos valores basais e ao controle, respectivamente (ANOVA

seguida pelo teste de Tukey-Kramer).
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Figura 11. Acdo da peconha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus), e salina sobre
a freqiéncia cardiaca (FC) (A), o débito cardiaco (DC) (B) e o indice cardiaco (IC) (C)
em cédes anestesiados. Os pontos representam a média + EPM (n= 9/12). “#p<0,05
comparados aos valores basais e ao controle, respectivamente. (ANOVA seguida pelo
teste de Tukey-Kramer).
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Figura 12. Acéo da pegonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre
a resisténcia vascular sistémica (RVS) (A) e o indice de resisténcia vascular sistémica
(IRVS) (B) em caes anestesiados. Os pontos representam a média + EPM (n=9/12).
"#p<0,05 comparados aos valores basais e ao controle, respectivamente, (ANOVA

seguida pelo teste de Tukey-Kramer).
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Figura 13. Acdo da peconha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre a
pressao arterial pulmonar média (PAPM) (A), pressao capilar pulmonar média (PCPM) (B),
pressao atrial direita média (PADM) (C), resisténcia vascular pulmonar (RVP) (D) e indice de
resisténcia vascular pulmonar (IRVP) (E) em caes anestesiados. Os pontos representam a
média + EPM (n=9/12). #p<0,05 comparados aos valores basais e ao controle,

respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer).
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Figura 14. Acéo da pegonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre
o trabalho sistélico do ventriculo esquerdo (TSVE) (A), o indice de trabalho sistélico do
ventriculo esquerdo (ITSVE) (B), o trabalho sistélico do ventriculo direito (TSVD) (C) e o
indice de trabalho sistélico do ventriculo direito (ITSVD) (D) em caes anestesiados. Os
pontos representam a média + EPM (n=9/12). “*p<0,05 comparados aos valores basais
e ao controle, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer).
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Figura 15. Acéo da pegonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre
o volume sistélico (VS) (A) e indice sistélico (IS) (B) em caes anestesiados. Os pontos
representam a média + EPM (n=9/12). “¥p<0,05 comparados aos valores basais e ao
controle, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer).
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4.2 - Efeitos gasomeétricos e metabdlicos da peconha de B. alternatus in vivo

A administracdo da peconha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg) nao alterou
significativamente os niveis de pOz, pCO,, HCOs., SBC. € SBE. (indicadores do estado
acido-base), bem como o pH ao longo do experimento. Também nao ocorreu alteracao
significativa no hematécrito (Hct) ou nos niveis de Na* e K* sanguineos (Tabela 3). A
temperatura dos animais nao sofreu nenhuma alteracédo significativa em nenhum dos
grupos analisados, entretanto houve aumento significativo da frequéncia respiratéria
aos 180 e 240 min (0,3 mg/kg), tanto em relacdo aos valores basais quanto em relacéo
ao grupo controle. O grupo tratado com a dose de 1,0 mg/kg mostrou perfil semelhante,
onde nao foi visto nenhuma alteracdo significativa em nenhum dos parametros
analisados, embora com alguns parametros houvesse tendéncia para alteracdo, como

no caso da pOz, que mostrou redugado aos 15 min apos o envenenamento (Tabela 3).

Houve um aumento significativo nos niveis da LDH somente aos 2 min aos 2
min, mas nao houve aumento significativo nos niveis de CK, lactato e glicose ao longo

do experimento (Fig. 16A-D).
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Tabela 3. Parametros gasométricos, pH, ions (Na* e K*) e hematocrito (Hct) em cies anestesiados injetados com salina

(controle, n=9), e com pegonha nas doses de 0,3 e 1,0 mg/kg (n=12/9). *,° p<0,05 comparados aos valores basais e ao controle,

respectivamente, (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer). Os resultados sdo a média + EPM.

Parametros Gasomeétricos e metabolicos

Tempo/dose pH pO, pCO, HCO; SBCe SBEc Na* K* Hct FR Temp
(mg/kg) (mmHg) (mmHg) (mmol/L) (mmol/L)  (mmol/L) (mmol/L)  (mmol/L) (%) (ins/min) (°C)
0 min/sal 73+0 78,7+8 42,12 20,31 21,1+£0,7 -47+16 14606 33x0,2 39624 13x16 37,6%0,3

0 min/0,3 73+0 70,5+4 40,3+2 20,10 201+04 -54+06 146+06 35+01 366+25 12+0,0 36,6+0,3
0 min/1,0 73+0 82,7+6 416+4 20,8 + 1 21,0+08 -42+1,1 14610 33+0,2 430+54 1428 37,1205

5 min/sal 73+0 74,3 +7 425+4 20,3 +1 204+06 -47+10 146+06 32%+01 409+24 12+1,8 37,003
5 min/0,3 73+0 80,2+6 33,82 17,1 1 15,7+0,7 -70+16 145+0,8 34+02 399+29 13+18 36,3+0,3
5 min/1,0 72+0 75310 41,79+6 18,6 + 1 19,0+13 -34+09 146+12 35+04 368+65 18+38 36,8+04

15 min/sal 73+0 80,9+8 385+2 19,2 £1 202+06 -57+1,1 14705 3,1+0,1 39118 12x+18 37,0+£0,3
15 min/0,3 730 77,3+5 344 +2 15,7 1 16,8+0,6 -108+12 144+06 32+0,1 404+21 1924 357+03
15 min/1,0 72+0 558+ 11 475+7 18,2 + 1 179+10 -81+08 145+14 3,7+02 330+21 1523 369+04

180 min/sal 73+0 85,0+8 39,3+2 19,2 £1 202+04 -57+08 147+04 3401 396+15 14+25 358+0,3
180 min/0,3 73+0 68,3+4 343+2 16,6 £ 1 18,3+0,6 -97+13 145+06 3,8+03 448+20 51+24* 357+1,0

240 min/sal 73+0 83,6+9 39,9+3 20,50 208+03 -48+06 147+x04 3401 40314 11x24 357%04
240 min/0,3 73+0 67,9+6 33,73 19,6 £2 18,4+08 -59+27 146+06 3,3+02 442+33 57+47* 355+1,0

pO. = pressao parcial de oxigénio, pCO, = pressao parcial de CO,, HCO; = bicarbonato , SBCe = deficiéncia de base, SBEc = excesso de
base, Na* = sddio, K* = potassio, Hct = hematdcrito, FR = frequéncia respiratéria (ins/min = inspiragcdo por minuto) e Temp = temperatura.
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Figura 16. Efeito da peconha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg, i.v., em bolus) e de
salina (controle, 1 mL) sobre a atividade enzimatica da lactato desidrogenase (LDH) (A)
e creatinoquinase (CK) (B) e os niveis de lactato (C) e glicose (D), em caes
anestesiados. As colunas expressam a media + EPM (n=9/12). "#p<0,05 comparados
aos valores basais e ao controle, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de

Tukey-Kramer).
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4.3 - Eletrocardiografia de caes injetados com peconha de B. alternatus

A Tabela 4 mostra que nenhuma das doses de peconha alterou
significativamente os parametros eletrocardiograficos em céaes, embora alguns
parametros mostrassem tendéncia para aumentar, como no caso do intervalo PR e
amplitude da onda T, ou diminuir, como no caso da amplitude da onde P, aos 15 min

com a dose de 1,0 mg/kg.
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Tabela 4. Parametros eletrocardiograficos (ondas P, T e complexo QRS; intervalos PR, QT e QTc) em cées
anestesiados injetados com salina (controle), e pegconha nas doses 0,3 e 1,0 mg/kg (i.v.). Os resultados sdo a média *

EPM (n=5). Os célculos foram obtidos através de software do eletrocardidgrafo.

Parametros Eletrocardiograficos

001

Tempo/dose P P QRS QRS QT QTc PR T
(mg/kg) (onda - s) (mV) (complexo - s) (mV) (intervalo - s) (s) (intervalo - s) (onda - mV)
0 min/sal 0,06 + 0,004 0,30 £ 0,03 0,07 + 0,003 1,1+0,17 0,19 £ 0,02 0,41 £ 0,04 0,10 + 0,002 0,11 £ 0,02
0 min/0,3 0,04 + 0,007 0,30 £ 0,03 0,07 + 0,005 1,8 £0,30 0,21 £ 0,03 0,49 + 0,04 0,08 + 0,005 0,25 + 0,08
0 min/1,0 0,06 + 0,005 0,22 + 0,05 0,08 + 0,005 1,1+0,25 0,21 £ 0,02 0,44 £ 0,05 0,09 £ 0,012 0,07 £ 0,07
5 min/sal 0,06 = 0,001 0,26 + 0,02 0,07 + 0,001 1,1+0,13 0,24 + 0,02 0,52 + 0,02 0,10 + 0,003 0,12 £ 0,02
5 min/0,3 0,04 + 0,011 0,26 + 0,02 0,07 + 0,005 1,6 £0,30 0,22 + 0,03 0,52 + 0,01 0,08 + 0,007 0,29 + 0,06
5 min/1,0 0,06 +0,006 0,20 £ 0,02 0,06 + 0,013 1,0+0,12 0,24 + 0,02 0,48 £ 0,02 0,09 + 0,04 0,13 £ 0,04
15 min/sal 0,06 £ 0,002 0,26 + 0,03 0,07 + 0,001 1,1+0,19 0,22 + 0,00 0,49 = 0,01 0,10 + 0,001 0,13 £ 0,02
15 min/0,3 0,05 £ 0,008 0,26 + 0,03 0,06 + 0,007 1,6 £0,30 0,22 £ 0,03 0,53 +£ 0,02 0,09 + 0,003 0,24 + 0,06
15 min/1,0 0,06 + 0,010 0,12 £ 0,04 0,06 + 0,050 1,8 £0,46 0,29 £ 0,04 0,48 = 0,02 0,14 + 0,080 0,25 +0,11

180 min/sal 0,06 + 0,003 0,28 + 0,04 0,07 + 0,001 1,1+0,13 0,23 + 0,01 0,50 = 0,01 0,10 + 0,007 0,12 £ 0,02
180 min/0,3 0,04 £ 0,008 0,28 + 0,04 0,06 + 0,006 1,7 +£0,20 0,23 £ 0,02 0,58 + 0,01 0,08 + 0,002 0,31 £0,10
240 min/sal 0,06 £ 0,005 0,29 = 0,04 0,07 + 0,003 1,1+0,12 0,27 £ 0,02 0,51 +£0,03 0,10 + 0,007 0,17 £ 0,04
240 min/0,3 0,05+ 0,012 0,29 + 0,04 0,08 + 0,010 2,0+0,30 0,25 + 0,04 0,54 + 0,00 0,09 £ 0,010 0,31 £ 0,08




4.4 - Histologia dos tecidos cardiaco (ventriculo esquerdo) e renal de caes trata-
dos com peconha de B. alternatus

A anadlise histolégica do tecido renal, apds o tratamento com a peconha de B.
alternatus (0,3 mg/kg) mostrou discretas alteracées em algumas estruturas do néfron,
com descamacao da parede luminal de tubulo proximal e micro aneurismas
localizados no glomérulo (Fig. 17B), o que nao foi visto com os tecidos controle (Fig.
17A). Nao foi observada nenhuma alteracdo (neste aumento) no tecido ventricular
esquerdo dos caes tratados com essa dose (Fig.17D), semelhante ao tecido do grupo

controle (Fig.17C). Nao foi feita a analise histoldgica no grupo tratado com 1,0 mg/kg.
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Figura 17. Analise histopatolégica de tecido renal e ventriculo esquerdo (A, C grupo

controle, respectivamente, e B, D grupo tratado, respectivamente) de cées tratados com
peconha de B. alternatus (0,3 mg/kg). O grupo controle recebeu 1,0 ml de salina. CB -
capsula de Bowman, G - glomérulo, n - nacleo, TCP - tibulo contornado proximal, TCD
- tubulo contornado distal e v - vaso. As setas indicam alteragdes em tubulos renais

(descamacgao) e nos glomérulos (microanuerismas). Coloracao HE. Barra de escala: 20
pm.

4.5 - Cinética da peconha de B. alternatus

A Fig. 18 mostra a cinética da peconha de B. alternatus em céaes anestesiados.
O perfil obtido foi caracteristico de uma administragdo endovenosa, com queda inicial
rapida (fase de distribuicdo: <5 min), seguida por uma queda gradual e essencialmente
linear (fase de eliminagdo: >30 min). Ao final do experimento, 240 min apds a
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administracdo, a concentragao circulante de pegonha ainda estava elevada (~500 ng/ml
comparada com ~1.500 ng/ml na primeira quantificagdo aos 2 min).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Tempo (min)

Figura 18. Cinética da peconha de B. alternatus (0,3 mg/kg), apds administragao i.v.

(bolus) em plasma de caes anestesiados. Os pontos representam a média £+ EPM (n =
12). C = concentracao de peconha.

103



DISCUSSAO

105



5 — DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a administragdo endovenosa
da peconha de B. alternatus produz hipotensao arterial, que atinge o maximo apés
aproximadamente 3-5 minutos e é seguida por uma recuperagao gradativa aos niveis
basais. Respostas semelhantes a esta tém sido relatadas para as peconhas de
Bothrops erythromelas (Zapellini, 1991), Bothrops insularis (Campos e Delgado, 1981),
e Bothrops moojeni (Santos et. al., 2000; Rabelo et al., 2005), e também para cascavéis
norte-americanos do género Crotalus (Russell et al, 1962; Halmagyi et. al., 1965;
Whitham et al., 1953; Russell et al., 1962; Carlson et al., 1975; Schaeffer et al., 1979,
1984), e serpentes africanas (Bitis spp. — Osman e Guma, 1974; Adams et al., 1981;
Cevese et al.,, 1983; Schaeffer et al., 1985; Hyslop e Marsh, 1991; Cerastes spp. —
Abdalla et al., 1992), asiaticas (Trimeresurus spp. - Lee e Lee, 1979) e australianas
(Pseudonaja spp. - Tibballs et al., 1989). Concomitante com a queda abrupta na
pressao arterial houve também uma redugdo marcante do débito cardiaco, sem
recuperacao significativa durante o restante do experimento. Contudo, ndo houve
alteracao significativa na frequéncia cardiaca.

A acao hipotensora da peconha na dose de 0,3 mg/kg, provavelmente, resultou
de uma combinacéo de vasodilatacédo, por acao direta de componentes da peconha ou
indiretamente, pela liberagdo de autacdides (Rothschild e Rothschild, 1979), e de uma
acao direta da pegonha sobre o coragdo. A importancia do ténus vascular no controle
da pressao arterial é refletida no aumento visto na resisténcia vascular sistémica e no
indice de resisténcia vascular sistémica, mesmo com a redugao persistente no débito
cardiaco e nos parametros de trabalho ventricular. O aumento persistente, até o final do
experimento, da resisténcia vascular sistémica sugere uma tentativa de aumentar o
débito cardiaco para manter uma perfusao tecidual adequada. Ja uma agao depressora
direta sobre o tecido cardiaco é sugerida pelas redu¢cées marcantes e persistentes (sem
recuperagdo) vistas no débito cardiaco e nos trabalhos e indices de trabalho dos
ventriculos esquerdo e direito, bem como no volume e indice sistdlicos, as quais
apontam para uma diminuigdo no inotropismo (contratilidade) do muasculo miocardico

por mecanismos ainda desconhecidos (Terzi e Araujo, 1992).
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Apesar da queda marcante na pressao arterial e no débito cardiaco, ndo houve
alteracéo significativa na frequéncia cardiaca. Resposta semelhante também tem sido
observada com a peconha de B. moojeni (Santos et. al., 2000), B. gabonica (Adams et.
al., 1981; Cevese et al., 1983), Cerastes cerastes (Abdalla et. al., 1992) e C. v. helleri
(Carlson et. al., 1975); em vérios destes e outros casos (Russell et al., 1962) ndo houve
variacao, ou a variacao nao mostrou relacao com alteragdes na pressao arterial ou com
a dose de peconha. Santos et al. (2000) sugeriram que para a pegonha de B. moojeni,
a inalterancia da frequéncia cardiaca era devida a um efeito parassimpatico persistente
ou uma agéo direta da peconha nos barrorreceptores. E possivel que uma acéo reflexa,
simpatica, em funcdo da hipotensao, tenha ocorrido como meio de re-equilibrar os
valores pressoricos e permitir, portanto, uma melhor perfusdo tecidual. O
eletrocardiograma mostrou auséncia de efeitos relevantes na condutividade elétrica do
tecido cardiaco, o que corrobora com a frequéncia cardiaca inalterada.

Varios estudos demonstraram que as pecgonhas de cascavéis norte-americanas
possuem peptideos e proteinas basicos com alta atividade cardiodepressora (Lee e
Lee, 1979; Schaeffer et. al., 1979) capazes de deprimir a contratilidade cardiaca,
produzir hipotensdo, aumentar lactato e CK circulantes, e causar hemoconcentragao
(aumento no hematdcrito) e acidose. A existéncia de tais peptideos em peconhas
botrépicas ainda nao foi investigada de forma sistematica. Entretanto, a auséncia de
alteragdes significativas nos niveis de lactato e CK, nas doses testadas neste trabalho,
sugere que tais peptideos nao sejam responsaveis pela a acao cardiodepressora dessa
peconha.

A auséncia de alteragées marcantes no pH, nos gases sangtineos, na CK, LDH
e na lactato também indicam que a acidose, a lactacidemia e as lesdes teciduais,
principalmente cardiacas, ndo sao fatores importantes nas respostas pressoricas e
cardiodepressoras observadas, pelo menos com a dose de 0,3 mg/kg. Estes achados
sugerem, portanto, que as respostas hemodindmicas a esta pegonha sao
primariamente de origem cardiaca, sem envolver fatores metabdlicos ou lesdes
teciduais. A auséncia de acidose, lactacidemia e mudangas gasosas contrastam com
relatos que descrevem tais alteragdes para varias peconhas néo-botrépicas, e.g., B.

arietans (Schaeffer et al., 1985), B. gabonica (Hyslop e Marsh, 1991) e C. v. helleri
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(Carlson et al.,, 1975; Schaeffer et al., 1979, 1984). Por outro lado, a elevacdo nos
valores da RVP e do IRVP aos 5 min de envenenamento nos caes que receberam a
dose de 1,0 mg/kg (quando houve reducao acentuada e abrupta em praticamente todos
0s outros parametros analisados), juntamente com a redug¢ao na frequéncia cardiaca,
aponta para um quadro hipbéxico, com moderada acidose metabdlica, possivelmente
como consequéncia de uma reducao da oferta de O (houve reducédo de ~33% na pO;

destes animais aos 15 min apds o envenenamento).

Varios trabalhos tém mostrado que as peconhas ofidicas sdao capazes de
aumentar os niveis circulantes de glicose (Mohamed et al., 1972; Osman e Gumaa,
1974; Gatullo et al., 1988; Hyslop e Marsh, 1991) devido principalmente, a uma agao
em nivel hepatico, ou citotoxicidade direta ou, ainda, por interferir nos mecanismos
regulatérios de metabolizacdo de glicose. Conforme demonstrado neste trabalho, nao
houve alteragdes significativas na concentracdo circulante de glicose, o que indica que
essa peconha nao possui uma acao hiperglicemiante importante, ao contrario de outras
peconhas.

As peconhas botrépicas sdo ricas em metaloproteinases hemorragicas
(hemorraginas) que sao responsaveis pela extensa hemorragia local e sistémica vista
apos o envenenamento (Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrez et al., 2005), tanto em
animais experimentais como em humanos (Kamiguti et al, 1991a,b, 1992, 1996;
Gutiérrez e Lomonte, 2003). A pegonha de B. alternatus também contém hemorraginas
(Gay et al.,, 2005, 2009), que podem contribuir para a hemorragia vista em casos
clinicos (Bauab et al., 1994). Alem das metaloproteinases hemorragicas, as pegonhas
botrépicas também possuem uma variedade de PLA, envolvidas nos efeitos locais e
sistémicos, inclusive a hemolise indireta (Gutiérrez e Ownby, 2003). Uma PLA; ja foi
caracterizada da peconha de B. alternatus (Nisenbom et al., 1986a,b, 1988), sendo
responsavel por dispnéia, taquicardia, arritmias, choque cardiovascular, hemorragias e
dano tecidual (pulméao, coragéo, figado e rim) em camundongos (Nisenbom et al.,
1986a).

Conforme mostrado na Tabela 3, ndo houve mudanga significativa no
hematocrito ao longo dos experimentos, o que indica a auséncia de hipovolemia (devido

a perda sanguinea através de lesGes hemorragicas) que levaria a hemoconcentracao.
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Esse achado indica que a hipovolemia nao seria, pelo menos em caes, um fator central
no choque cardiovascular produzido por essa pegonha. Essa situacdo contrasta com
observacgdes para certas peconhas e espécies, em que a hipovolemia contribui para a
hipotenséo observada (Halmagyi et al., 1965; Cevese et al., 1983); ja em outros casos,
a hemoconcentragdo parece ser transitéria e menos importante no choque

cardiovascular (Carlson et al., 1975; Schaeffer et al., 1985).

As peconhas botrépicas ndao exercem acao hemolitica direta, mas podem causar
hemdlise indireta em suspensdes de hemacias lavadas in vitro. In vivo, a hemdlise é
pouco comum tanto experimental como na clinicamente (Franca e Malaque, 2003). Em
acordo com isso, observamos apenas pequena hemdlise transitdria nos primeiros
intervalos (até 15 min) de coleta de sangue, com desaparecimento desse fendbmeno em
seqguida; tal efeito também tem sido relatado para a peconha de B. arietans em ratos
(Schaeffer et al., 1985). Os dados para o K™ sanguineo (Tabela 1) apéiam a auséncia
de hemodlise generalizada uma vez que ndo houve alteragdo significativa nos niveis
deste ion durante o experimento. Ja foi demonstrado que a hemdlise severa ou macica
(causado, no caso, por PLA1 de peconha de vespa) resulta em alto nivel plasmatico de
K* capaz de causar morte por parada cardiaca (Ho e Ko, 1988).

E possivel que exista consideravel variacdo entre espécies de animais nas
respostas cardiovasculares e metabdlicas a determinada peconha. Assim, por exemplo,
enquanto a hipovolemia é fator importante no choque causado pela peconha de B.
gabonica em caes (Cevese et al., 1983), o fenbmeno n&o ocorre em coelhos (Hyslop e
Marsh, 1991). De modo semelhante, com a peconha de C. v. helleri, doses pequenas
(<100 ng/kg) produzem efeitos marcantes em caes (Ruiz et al.,, 1980; Schaeffer et al.,
1984) enquanto doses consideravelmente maiores (1,25 a 2 mg/kg) sdo necessarias
em ratos (Carlson et al, 1975; Schaeffer et al., 1979). Em ratos, a peconha de B.
alternatus produz hipotensdo em doses <100 pg/kg (Melo, 2002), enquanto que, em
cées, o efeito observado com doses abaixo de 100 ng/kg, € minimo (dados nao
mostrados aqui). Além da variacao interespécie nas respostas cardiovasculares, €
possivel que ocorram também variacbes na poténcia de peconhas botrépicas em
induzir efeitos cardiovasculares. Assim, por exemplo, em caes, as peconhas de B.

alternatus (presente estudo) e B. moojeni (Santos et al., 2000; Rabelo et al., 2005)
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causam hipotensdao marcante em doses >100 pg/kg enquanto a de B. erythromelas

causa hipotensao profunda com doses menores (25-50 ug/kg) (Zapellini, 1991).

Nao foram observadas, neste trabalho, com o protocolo in vivo, alteracdes
histolégicas nas fibras cardiacas ventriculares, mostrando que nao houve lesao
cardiaca por essa peconha. Por outro lado, no tecido renal, foram vistas algumas
alteragbes como descamacgao da parede luminal tubular proximal, bem como
microaneurismas glomerulares, possivelmente em funcdo da acao nefrotéxica dessa
peconha, o que corrobora com trabalhos experimentais (Rezende et al., 1989;
Burdmann et al., 1993; Boer-Lima et al., 1999, 2002) e clinicos (Amaral et al., 1985,
1986) que relatam a IRA causada por peconhas botropicas, devido ao reduzido fluxo

sanguineo renal, visto que o envenenamento aconteceu por pelo menos 4 horas.

A andlise da cinética da peconha administrada por via i.v. mostrou queda rapida
(fase de distribuicdo) nas concentragdes circulantes durante os primeiros 30 min,
seguida por uma queda mais lenta e bastante constante (fase de eliminacdo) nos
intervalos posteriores. Esse perfil se assemelha muito aquele visto com as pegonhas de
B. jararaca, B. jararacussu e B. neuwiedi, administradas i.v. em ratos e coelhos (dados
nao publicados do nosso laboratério), e componentes dessas peconhas, tais como uma
miotoxina de B. asper (Moreno e Gutiérrez, 1988), a batroxobina de B. atrox (Sugai et
al., 1986; Meier et al., 1988) e a jararafibrase-| de B. jararaca (Tanigawa et al., 1994),
bem como peconhas nao botrépicas, e.g., Naja spp. (Ismail et al., 1996), Vipera berus
(Audebert et al., 1994) e Walterinnesia aegyptia (Ismail et al., 1998). Interessantemente,
0s niveis circulantes de peconha ainda eram bastante elevados apds 4hs (1/3 da
concentragdo observada ap0s 2 min), em um intervalo onde a presséo arterial ja ha
havia retornado ao nivel basal. Este achado mostra que a persisténcia de peconha na
circulagdo ndo implica, necessariamente, na manutencao da crise hipotensora, talvez
devido ao esgotamento dos mediadores envolvidos ou algum tipo de dessensibilizacao;
situacao contraria foi vista com o débito cardiaco e os indicadores de trabalho do
coragao, que permaneceram deprimidos durante todo o experimento.
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6 — CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, concluimos que:

1. A peconha de B. alternatus causa hipotensao e disfuncdo cardiaca em caes

anestesiados, sem alteracdes eletrocardiograficas e metabdlicas relevantes.

2. A depresséo persistente do musculo cardiaco leva ao baixo débito cardiaco
e choque circulatério, possivelmente devido a acdo conjunta de (metalo)

proteases, PLA, e/ou peptideos da peconha.
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CAPITULO I
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INTRODUCAO
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1 - INTRODUCAO

A atuacao de componentes de pegonhas sobre a vasculatura e o coragao produz
efeitos imediatos, principalmente hipotensdo e disturbios cardiacos, além de efeitos
tardios, tais como hemorragia sistémica, choque hipovolémico e IRA.

1.1- Acoes cardiacas diretas de peconhas ofidicas

As alteracdes hemodinamicas causadas por peconhas e toxinas ofidicas podem
originar de uma acao direta no coracédo e/ou vasculatura, ou de uma acao indireta na
qual a pegonha estimula a liberacao ou formacao de mediadores endégenos que entao
atuam sobre o0 coragcao e/ou vasculatura para produzir os efeitos observados. De modo
geral, os efeitos refletem uma combinacdo ou mistura de acdes diretas e indiretas das
peconhas (Lee e Lee, 1979).

Estudos in vivo tém demonstrado que a injecao em animais, de peconha bruta de
diversas espécies de serpentes, produz uma série de mudangas na frequéncia de
batimentos (alteracées cronotropicas), na contratilidade (alteracées inotrépicas) e na
condutibilidade elétrica (arritmias) do musculo cardiaco, as quais variam em grau e
freqUéncia, de acordo com a peconha, a dose, a via e o animal teste usado (Russell et.
al., 1962; Halmagyi et al., 1967; Weiss e Mclsaac, 1971; Ramsey et al., 1972; Schaeffer
et al., 1973; Carlson et al., 1975; Weiser et al., 1984; Lee et al., 1986; Tibballs et al,,
1989; Alloatti et al., 1991a; Hyslop e Marsh, 1991; Abdalla et al., 1992; Omran e Abdel-
Nabi, 1997; Tibballs, 1998).

Em consonancia com isso, varios estudos tém demonstrado uma acéo cardiaca
direta, usando tanto a pegconha bruta (Ramsey et al., 1971; Raina et al., 1978; Lee e
Lee, 1979; Posner et al.,, 1981; Kempsford e Hawgood, 1987; Alloatti et al., 1991b,c;
Abdalla et al., 1992; Alzahaby et al., 1995; al-Shammary et al., 1998), componentes
purificados (Abel et al., 1973; Lee et al., 1977; Fletcher et al., 1982; Barrington et al.,
1986; Santos et al., 1990; Huang et al., 1993; Gomes et al., 2001; El-Saadani e El-
Sayed, 2003), bem como em vasos coronarios isolados (Glusa et al, 1991) e
cardiomiécitos em cultura (Mbugua et al., 1988a,b; van Aswegen et al., 1996).
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1.2 - Componentes de peconhas ofidicas com atuacao direta em tecido cardiaco

Apesar da grande variedade de enzimas e toxinas presentes em peconhas
ofidicas, as investigacbes sobre suas acdes cardiacas (funcionais e/ou morfolégicas)
tém sido limitadas a um numero relativamente pequeno de toxinas purificadas, sendo
estas principalmente as cardiotoxinas (comuns nas pegonhas da familia Elapidae) (ver
revisdo em Harvey, 1985; Sun e Walker, 1986; Ménez et. al., 1990; Fletcher e Jiang,
1993; Kumar et. al., 1997) e PLA; (principalmente de elapideos) (Fletcher et al., 1982;
Lee et al., 1989; Huang et al., 1993; Huang e Gopalakrishnakone, 1996), mas ha
também uma variedade de outras toxinas como a Mojave toxina de Crotalus scutulatus
scutulatus (Bieber et al., 1975), a crotoxina de Crotalus durissus terrificus (Santos et al.,
1990), a toxina CM55 de Ophiophagus hannah (Gomes et al., 2001), a toxina basica de
C. adamanteus (Abel et al., 1973), atroxina, um agonista de canais de Ca®* voltagem-
dependentes da peconha de Crotalus atrox (Hamilton et al., 1985), taicatoxina, uma
toxina isolada da peconha de Oxyuranus scutellatus scutellatus e que existe em forma
de um complexo contendo um peptideo tipo a-neurotoxina, uma PLA; neurotdxica e um
inibidor de serina proteinase (na proporcéo de 1:1:4, este complexo bloqueia canais de
Ca?* cardiacos de alto limiar; Possani et al., 1992; Fantini et al., 1996), e peptideos
potencializadores de bradicinina (El-Saadani e El-Sayed, 2003). Por outro lado, ha
poucos estudos sobre as acdes cardiacas diretas de proteinases (hemorragicas ou nao)
de pegonhas de serpentes usando preparagdes cardiacas (Glusa et al., 1991).

1.3 - Mecanismos de acao cardiotéxica de peconhas ofidicas

A perfusdo de coracédo isolado ou incubagdo de atrios ou musculo ventricular
com peconha geralmente resulta em uma diminuicdo na forca/amplitude de contragéao
(efeito inotrépico negativo), com ou sem alteragcbes na frequéncia de
contracao/batimentos (efeito cronotropico), embora possa ocorrer um aumento nesses
parametros nos momentos iniciais do tratamento (Petkovic et. al., 1979; Posner et al.,
1981; Alloatti et al., 1986; Sun e Walker, 1986; Kempsford e Hawgood, 1987; Abdalla et
al., 1992; Santos et al., 1990; Huang et al., 1993; Alzahaby et al., 1995; Gomes et al.,
2001; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). Estudos com peconhas de Dendroaspis

spp., em cardiomiécitos de rato indicaram a presenca de varias toxinas capazes de
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abolir gradativamente os batimentos espontaneos das células, com atividades aditivas e
sinérgicas entre elas (Mbugua et al., 1988a,b).

Os efeitos sobre o cronotropismo e o inotropismo podem ter diversas origens.
Alloatti et al. (1986) sugeriram que a liberacdo de mediadores adrenérgicos e
colinérgicos contribuia para o efeito cardiotoxico da peconha de B. gabonica em
coracao isolado de cobaia. Por outro lado, Alzahaby et al. (1995) chegaram a conclusao
contraria em relacéo a acao da peconha de C. vipera em atrios isolados de ratos, i.e.,
ndo havia participacao desses dois sistemas, mas havia envolvimento de canais de
Na®. Fatehi-Hassanabad e Fatehi (2004) demonstraram que a agado cronotropica e
inotrépica positivas da peconha de V. lebetina era devida a ativagao de receptores -
adrenérgicos, enquanto as negativas envolviam a acao de PLA; um papel para a
atividade PLA; também foi sugerido para a acao inotrépica negativa da crotoxina da
peconha de C. d. terrificus (Santos et al., 1990).

Fletcher et al. (1982) observaram que a PLA; béasica de N. nigricollis diminuiu a
contratilidade de atrios isolados por reduzir a amplitude e o tempo de repolarizacdo do
potencial de acao e prolongar a laténcia para o inicio do mesmo, sem envolvimento de
canais rapidos de sodio ou da Na'/K*-ATPase do tecido. No que diz respeito a acao
cardiaca de PLA,, ndo ha necessariamente uma correlacao entre sua cardiotoxicidade
e a atividade enzimatica (Barrington et al., 1986; Rosenberg, 1986; Dhillon et al., 1987).
Huang et al. (1993) relataram que a cardiotoxicidade da PLA, acida de Ophiophagus
hannah nao envolveu a sintese de prostaglandinas, nem os sistemas adrenérgico,

colinérgico e histaminérgico, nem os canais lentos de Ca** e os rapidos de Na*.

A diminuicdo na forca contratil € frequentemente acompanhada de contratura
geral da musculatura (vista como uma subida na linha de base das contragdes), seja
em coracgao isolado ou em atrio isolado (Raina et al., 1978; Harvey, 1985; Sun e Walker,
1986; Alloatti et al., 1991b; Huang et al., 1993; Gomes et al., 2001); esse fenébmeno é
geralmente considerado como indicativo de disturbios na entrada ou no movimento
intracelular de calcio. Assim, Fantini et al. (1996) sugeriram que a diminuicdo na
contratilidade de cardiomiocitos vista com taicatoxina, uma toxina bloqueadora de
canais de Ca?* dependente de vontagem, era devido & redugdo da amplitude e duragéo
do potencial de acdo. Outros estudos também tém atribuido a diminuicdo na
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contratilidade e eventual citotoxicidade em cardiomi6citos as alteracées no fluxo de
Ca®* para dentro da célula (Fletcher et al., 1982; Alloatti et al., 1986; Busso et al., 1988;
Tzeng e Chen, 1988; Huang et al., 1993; El-Saadani e El-Sayed, 2003), e que este
efeito pode ser amenizado na presenca de altas concentracdes de Ca®* (Petkovic et al.,
1983; Sun e Walker, 1986; Kempsford e Hawgood, 1987).

1.4 - Papel de autacdides na acao cardiaca de peconhas

Conforme indicado na secdo anterior, as peconhas ofidicas podem ter efeitos
marcantes sobre o cronotropismo e inotropismo mediados por catecolaminas e/ou
acetilcolina (Alloatti et al., 1986; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004), embora isso nem
sempre seja o caso (Alzahaby et al.,, 1995). Além disso, ha evidéncias de que a PLA;
também contribui para a acao inotropica negativa de peconhas em tecido cardiaco
(Santos et al., 1990; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). Tendo em vista que as
peconhas botrdpicas estimulam a liberacdo de autacoides, € interessante avaliar o
possivel envolvimento de alguns destes mediadores na acao cardiaca de peconha

botropica.

O musculo cardiaco € inervado por fibras simpaticas (adrenérgicas), cujo
mediador é noradrenalina, e por fibras parassimpaticas (colinérgicas), cujo mediador é
acetilcolina (Araujo, 1997; Rang e Dale, 2006; Guyton e Hall, 2006). A liberacdo da
noradrenalina das terminacdes adrenérgicas e subsequiente ativacdo dos receptores
adrenérgicos (principalmente dos subtipos B1 e B2) (Fraser e Venter, 1980; Moura,
2002) aumenta a excitabilidade e velocidade de conducao, a freqiiéncia cardiaca, e a
forca de contracdo do musculo cardiaco em conseqiéncia de uma elevacao da
concentragdo de Ca®" intracelular (Aratjo, 1997; Guyton e Hall, 2006).

A estimulacédo dos receptores 31 e B2 cardiacos ativa a enzima adenilil ciclase
(AC), cujo efeito € elevar a concentragcdo do segundo mensageiro intracelular,
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), a partir de ATP (Balligand, 1999; Moura,
2002). O acoplamento dos adrenoceptores 3 a AC é mediado por uma proteina
estimulatéria (Gs) (Onaram et al., 1993; Johnson, 1998; Moura, 2002), e a formacao de
AMPc promove uma elevacdo de Ca?' intracelular que aumenta o inotropismo,
cronotropismo e a velocidade de conducao nas fibras cardiacas (Kuschel et al., 1999;

124



Moura, 2002). Em determinadas situagdes, o adrenoceptor B> pode se acoplar também
a proteina G, que inibe a adenilil ciclase e, portanto, a formacdo de AMPc (Xiao et al.,
1999; Priviero, 2006). Os antagonistas B-adrenérgicos propranolol (ndo-seletivo para 31
e B2) e atenolol (seletivo B4) podem inibir os efeitos inotrépicos e cronotrépicos da

estimulacao adrenérgica em musculo cardiaco.

A estimulacao parassimpatica libera a acetilcolina pelas terminacbes vagais e
leve a redugédo na frequéncia cardiaca e interferéncia na atividade elétrica através da
ativacao de receptores muscarinicos do subtipo M, podendo até interromper ou
bloquear a excitacdo do nodo sinusal ou mesmo bloquear a transmiss&o do impulso dos
atrios para os ventriculos através do nodo atrioventricular (Guyton e Hall, 2006). A acao

da acetilcolina é bloqueada pela atropina, um antagonista muscarinico ndo-seletivo.

O 6éxido nitrico, um co-produto da metabolizagdo da L-arginina em L-citrulina
através da enzima NO sintase (NOS), € um mediador importante no sistema
cardiovascular, onde contribui para a regulacdo da pressao arterial. A acao fisiolégica
do NO é mediada principalmente, mas nao exclusivamente, pela ativacado da guanilato
soluvel, enzima responsavel pela conversao de GTP em GMPc, que por sua vez ativa
uma proteina cinase dependente de GMPc (PKG) e desencadeia uma cascata de
fosforilagdes intracelulares que, entre outras coisas, regula o influxo de Ca?* para dentro
dos miocitos, levando ao relaxamento do muasculo vascular e cardiaco (Mery et al.,
1991; Dias, 2007) e diminuindo a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®* (Yasuda e
Lew, 1997; Dias, 2007). O L-NAME, um inibidor nao-seletivo da NOS, diminui a
producao do NO, podendo levar a hipertensao e alteragdes na fungao cardiaca.

Além dos mediadores mencionados acima, € conhecido da literatura que ha
também no musculo cardiaco receptores Hx histaminérgicos, cuja ativacdo pela
histamina leva ao aumento da frequéncia e do débito cardiacos (Rang e Dale, 2006).

Por fim, a ativacdo dos receptores adrenérgicos, colinérgicos e histaminérgicos,
entre outros, pode levar a estimulacdo de PLA; intracelulares e formagdo de acido
araquidénico, precursor de mediadores lipidicos como as prostaglandinas e
tromboxano, através da acao da ciclooxigenase, que € inibida pela indometacina. A
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formagcdo destes mediadores também pode ser desencadeada por PLA, presente na

propria pegonha.
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2 - OBJETIVOS

Considerando que ha poucos estudos sobre a acao cardiaca direta de peconhas
botrépicas, investigamos em atrio direito isolado de rato:

1 - O efeito da peconha de B. alternatus sobre o cronotropismo e o inotropismo do atrio,

bem como as atividades de CK e CK-MB.
2 - As alteracoes histolégicas provocadas pela peconha de B. alternatus.

3 - Os mediadores envolvidos nos efeitos cronotropicos e inotrépicos do atrio, mediante
acao da peconha de B. alternatus.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Animais

Ratos Wistar, pesando 300-400 g, foram obtidos do CEMIB e mantidos no
biotério do Departamento de Farmacologia, sob ciclo de luz/escuro de 12 h a 23 + 2°C,
com livre acesso a comida e agua, até o momento do experimento. Os protocolos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da UNICAMP (protocolo n® 783-1), e realizados de acordo com as
recomendagbes éticas gerais do Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal
(COBEA).

3.2 - Peconha

A peconha de B. alternatus fornecida pelo Centro de Extragcdo de Toxinas
Animais (CETA, Morungaba, SP) foi obtida de exemplares adulta de ambos os sexos,
liofilizada e estocada a -20° C até o uso. A peconha foi diluida, no momento da
incubagao, em solugédo de Krebs-Henseleit (200 pl).

3.3 - Experimento em ratos
3.3.1 - Atrio direito isolado incubado com peconha de B. alternatus

Os ratos foram anestesiados com isoflurano e em seguida foram exsanguinados
por secgdo dos vasos cervicais. Em seguida, foi realizada a torocotomia bilateral e os
coragbes foram rapidamente removidos e mergulhados em solugdo gelada de Krebs-
Henseleit (composicdo, em mM: NaCl 118; KCI 4,7; CaCl, 2,5; MgSO,4 0,45; NaHCOs3
25; KH2PO4 1,03; D-glicose 11,1; acido ascorbico 0,14). Em seguida, o atrio direito foi
isolado do musculo cardiaco e limpo antes de ser montado sob tensdo de 1 g em um
banho de 6rgdo contendo 10 ml de solugdo de Krebs-Henseleit mantida a 37° C e
continuamente gaseificada com 5% CO2 e 95% de Oz e a um pH de 7,5 (Gasparetti et
al., 2002; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). A frequéncia e a forga contratil foram
registradas continuamente através de um transdutor isométrico acoplado a um pré-
amplificador e computador (ADInstruments, Castle Hill, Australia), e os registros foram
feitos com Software Chart 6 (PowerLab).
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Ap6s 40 min de estabilizacao, os atrios foram lavados trés vezes com a solucao
de Krebs-Henseleit e, apds adicdo de nova solugao, foram incubados por mais 20 min
para permitir recuperacdo de eventuais efeitos das lavagens. Em seguida, foram
incubados com solucédo de Krebs-Hensleit. O grupo tratado foi incubado com peconha
nas doses (0,25; 0,5; 1,0 ou 2 mg/ml, diluida em 200 pnl da solu¢ao Krebs-Hensleit); nos
controles, foram adicionados 200 ul de Krebs-Hensleit. A frequéncia cardiaca atrial e a
forca de contracdo foram monitoradas durante 60 min (Fig. 1). As concentracdes de
peconha foram escolhidas baseadas em experimentos preliminares usando a
concentragdo 0,05 mg/ml e posteriormente foram testadas concentragdes maiores,

seguindo uma escala linear.

heparinizagéo anestesia toracotomia remogaodo isolamento montagem banho
(500Ul/kgi.v. 15min) (isoflurano) bilateral coragéo do atrio pH=7,4-0,95% e
exsanguinamento CO,5%

registro

Peconha
40 min 20 min ‘ 60 min
I estabilizagao } estab. (') duragao

lavagem3X

Figura 1. Esquema dos protocolos, realizados com atrio direito isolado de rato
3.3.2 - Peconha dialisada e nao dialisada

A peconha de B.alternatus foi dialisada contra solucao de NaCl a 0,9% por 24 h
em geladeira (colunas de até 2000 kDa). Os atrios, previamente isolados, foram
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incubados, apds o periodo de estabilizacao (descrito no item 3.3.1) com a peconha
dialisada por 60 min, para a andlise do envolvimento de substéncias de baixa massa
molecular (£ 2000 kDa), diluida em KH no momento do uso (200 pl). Foram feitas
coletas da solucao de Krebs nos tempos basais e finais para a avaliagdo dos niveis de
CK e CK-MB liberadas no banho (200 pl). Foram, ainda, feitos experimentos com a
peconha sem o processo de didlise, diluida no mesmo tempo da peconha dialisada

(geladeira por 24 h) para comparacao do efeito entre os protocolos.
3.3.3 - Peconha aquecida

A peconha de B.alternatus foi aquecida por 20 min a 100°C. Os atrios,
previamente isolados foram incubados, apos o periodo de estabilizagdo (descrito no
item 3.3.1) com a peconha aquecida (diluida no momento do uso em 200 ul de KH),
para a andlise do envolvimento de substancias proteoliticas e enzimaticas. Foram feitas
coletas da solucédo de Krebs nos tempos basais e finais para a avaliacao dos niveis de
CK e CK-MB liberadas no banho (200 pl).

3.3.4 - Alteracées metabdlicas

Imediatamente apds a estabilizacdo e o final do experimento, foi coletado do
banho um volume de 200 pul (cada) para a dosagem das enzimas creatinoquinase (CK)
e creatinoquinase-MB (CK-MB) para a quantificacdo dessas enzimas no banho. A
atividade das enzimas CK e CK-MB foi determinada usando kits comerciais (CK-NAC e
CK-MB, respectivamente, ambos pelo método cinético UV; Laborlab, Sdo Paulo, SP),
seguindo-se as instru¢des do fabricante, através de um espectrofotdmetro (Beckman
Coulter DU 800) e os resultados foram expressos em U/ml.

3.3.5 - Histologia

Os atrios ap6s o término da incubacdo foram fixados em formol tamponado
(10%) durante 18 h. Em seguida foram lavados 3 vezes por 15 min. Para a
desidratacdo dos tecidos foram utilizados gradientes crescentes de alcodis (etanol),
sequido de diafanizagdo em xilol, embebicao e inclusao em parafina (Histosec-Merck).
Seccgdes de 5 um de espessura foram obtidas usando um micrétomo (Leica RM 2245,

Alemanha), e as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para posterior
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analise das alteracoes histologicas (Boer-Lima et al.,, 1999, 2002). As laminas foram
examinadas em microscépio Leica DM 5000B e as imagens foram captadas,
processadas e analisadas usando uma camara CCD LEICA DFC 300 FX e softwares de

processamento e analises de imagem LEICA Q Win Plus v.3.2.0.
3.3.6 - Incubacao de atrios com antagonistas e peconha

Além dos experimentos descritos acima foram realizados experimentos com
antagonistas e uma concentragéo fixa da peconha (1,0 mg/ml) escolhida baseada na
curva dose resposta obtida no item 3.3.1. Nestes experimentos, os atrios foram pré-
incubados com os seguintes antagonistas antes da adicdo de peconha:

1. Propranolol (5 pM) — antagonista n&o seletivo dos receptores B-adrenérgicos
(Santos et al., 1990; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004).

2. Atenolol (10 uM) — antagonista B1-adrenérgico seletivo (Santos et al., 1990;
Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004).

3. Atropina (5,6 puM) — antagonista colinérgico ndo seletivo dos receptores
muscarinicos (Zapellini, 1991).

4. Cimetidina (10 pM) — antagonista seletivo dos receptores Hx-histaminérgico
(Alzahaby, 1995).

5. Indometacina (10 uM) — inibidor da ciclooxigenase (Santos et al., 1990).

6. L-NAME (300 pM) — inibidor da enzima Oxido nitrico sintase (Fatehi-
Hassanabad e Fatehi, 2004).

Com excecgdo da indometacina que ficou em contato com os atrios por 20 min,
para todos 0s outros antagonistas foi feito uma pré-incubacédo por 10 min, antes da
adicao da peconha seguida por incubacao por 60 min.

As concentracdes dos antagonistas foram escolhidas baseadas em experimentos
com os respectivos agonistas para verificar a eficacia da inibicdo. Esses resultados
serviram como controle positivo para os referidos antagonistas versus pegonha (e em

todos os casos a inibicao da resposta ao agonista foi >95% (dados nao mostrados).

136



RESULTADOS

137



4 - RESULTADOS

4.1 - Efeitos da peconha de B. alternatus sobre o atrio direito isolado de rato

A incubacao dos atrios com peconha de B. alternatus (0,25-2,0 mg/ml) causou
variagbes ndo significativas na frequéncia atrial durante o experimento (Fig. 2A). Por
outro lado, a forca contratil sofreu uma reducao significativa (25-41%) a partir dos 20
min de incubacao, que continuou progressivamente até o final do experimento (67-79%)
com as trés maiores concentragdes de peconha. Nao houve reducao significativa na
forca contrati com a concentracdo de 0,25 mg/ml, mas ocorreu aumento nao

significativo, na frequéncia atrial aos 5 min (Fig. 2B).

A didlise da peconha (1,0 mg/ml) contra salina por 24 h (para remover
substancias de baixa massa molecular como peptideos e aminas biogénicas contidas
na pecgonha) ndo afetou a frequéncia atrial e teve pouco efeito sobre a queda
progressiva na forga contratil (houve apenas pequeno retardamento no inicio da queda
quando comparada com a peg¢onha nao dialisada); a resposta a peconha nao dialisada,
mas estocada nas mesmas condigbes que a dialisada (em solucdo salina a 4 °C
durante 24 h), foi semelhante a da peconha preparada e testada no dia (Fig. 3A,B). Por
outro lado, o aquecimento da peconha (100°C, 20 min) reduziu a queda na forca
contratil causada por peconha nao aquecida significativamente aos 20, 30, 45 e 60 min;
nao houve alteracao na frequéncia cardiaca (Fig. 3C,D).

4.2 - Liberacao de enzimas pela peconha de B. alternatus

A Fig. 2C mostra um aumento significativo na liberacdo de CK em todas as
concentragbes de peconha. De modo semelhante, a Fig. 2D mostra um aumento
significativo na liberacdo da CK-MB, especifica para tecido cardiaco, com as trés
concentragbes de peconha.

A peconha dialisada e a nao dialisada aumentou significativamente a liberagdo
tanto da CK quanto da CK-MB (Fig. 3CD). Ja o aquecimento (100°C, 20 min) da
peconha atenuou a liberacdo dessas duas enzimas em relagdo a pecgonha nao
aquecida, nao dialisada e dialisada (Fig. 3D).
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Figura 2. Acdo da peconha de B. alternatus (0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/ml; n=6 cada) e
solucéo de Krebs (controle, n=6) sobre a freqiéncia atrial (A), a forga contratil (B), e a
liberacdo de creatinoquinase (CK) (C) e creatinoquinase — MB (CK-MB) (D), em atrio
direito isolado de rato. O grupo controle foi incubado com solucao de Krebs (200 pl)

sem peconha no banho. As colunas pretas correspondem a atividade no término do

experimento, apdés 60 min de incubacdo com peconha. Os pontos representam a

média + EPM. “*p<0,05 comparado aos valores basais (*) e ao grupo controle (Krebs)
(#). (teste tde Student ou ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer).
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Figura 3. Efeito da didlise e do aquecimento da pegconha de B. alternatus, sobre a
frequéncia (A), forca contratil (B) e liberacdo de CK (C) e CK-MB (D), de atrio direito
isolado de rato. A didlise foi feita durante 24 h contra solucdo de NaCl 0,9% a 4 °C. A
peconha n&o dialisada foi mantida a 4 °C pelo mesmo periodo de tempo. O
aquecimento da peconha foi feito a 100 °C por 20 min. As colunas pretas
correspondem a atividade no término do experimento, apds 60 min de incubagdo com
peconha. Os pontos representam a média + EPM (n=7-9). *,°p<0,05 comparado aos
valores basais (*) e com a peconha somente (°) (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-

Kramer).
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4.3 - Anadlise histologica de atrio direito incubado com peconha de B. alternatus

A analise histolégica mostrou extensas lesées (mionecrose), caracterizada por
rompimento da membrana celular e desorganizacao das fibras musculares, nos atrios
apdés 60 min de incubagdo com as trés maiores concentragées da pegonha (Fig. 4).
Houve discreta diferenca no perfil e extensdo do dano causado pelas trés

concentragdes investigadas.
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Figura 4. Les&o tecidual em atrio direito de rato incubado com peconha de B. alternatus
durante 60 min. A e B - controle (60 min de incubagdo sem peconha), C e D - 0,5
mg/ml, Ee F - 1,0 mg/ml e G e H - 2,0 mg/ml de pegconha de B. alternatus. As setas
indicam dano a membrana celular de cardiomiécitos e desorganizacao das fibras
musculares. Cortes transversal (A, C, E e G) e longitudinal (B, D, F e H). Coloracao

com HE. Barras de escala: 20 um.
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4.4 - Efeito de diferentes antagonistas sobre as alteracoes causadas pela peconha
de B. alternatus em atrio direito isolado de ratos

A Figura 5A mostra que a pré-incubacao com indometacina (10 uM) néo alterou
significativamente a frequéncia atrial e nao produziu alteracées significativas na
resposta a peconha de B. alternatus (1,0 mg/ml), embora houvesse um aumento
gradativo neste parametro até o final do experimento. A queda na forca contratil
causada pela peconha também nao sofreu alteragdo significativa na presenca da
indometacina (Fig. 5B).

Na presenca do L-NAME, um inibidor ndo seletivo da enzima NOS, nao houve
nenhuma alteracao significativa na frequéncia atrial (Fig. 6A), mas houve atenuacao
significativa da queda na forgca contratil, normalmente provocada pela peconha,
especialmente de 30 min em diante (Fig. 6B).

Dos outros antagonistas testados (propranolol, atenolol, e atropina), nenhum
deles inibiu ou potencializou os efeitos da peconha de B. alternatus sobre o
cronotropismo e inotropismo do atrio direito isolado (resultados ndo mostrados).
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145



__ 370-

m

Q.
2 345-

320+

295+

Frequéncia atrial

270-

1T 1T 17T
0 2 46 810 20 35 50 65
Tempo (min)

Forca contratil (g)

0 2 46 81 20 35 50 65
Tempo (min)
@ Controle —8—peconha  —®— L-NAME
—&— peconha+L-NAME

Figura 6. Efeito do L-NAME (300 uM) na acao da peconha de B. alternatus (1,0 mg/ml)
sobre a freqUiéncia atrial (A) e a forga contratil (B) em atrio direito isolado de rato. Os
pontos representam a média £+ EPM de 6 atrios por grupo. *p<0,05 comparado com o
grupo incubado com a peconha total (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer).

146



DISCUSSAO

147



5 - DISCUSSAO

A incubacao de atrio direito isolado de rato com a pegonha de B. alternatus (0,5,
1,0 e 2,0 mg/ml) resultou em reducao progressiva da forca contratil (inotropismo
negativo) a partir dos 20 min de experimentacao. A redugao somente do inotropismo
sugere um efeito mediado por mecanismos independentes do sistema colinérgico, isso
porque nao foi vista alteracdo na frequéncia cardiaca, que se manteve estavel até o
final do experimento. O efeito inotrépico negativo da peconha talvez esteja relacionado
a uma acao sobre a membrana celular dos cardiomiécitos atriais, interferindo no
mecanismo contratil normal. Essa conclusao corrobora com a de Santos et al. (1990)
sobre a acao inotropica negativa da crotoxina (PLA2 basica) da pegonha da cascavel
Crotalus durissus terrificus. Fletcher et al. (1982) observaram que a PLA; basica de
Naja nigricollis diminuiu a contratilidade de atrios isolados por reduzir a amplitude e o
tempo de repolarizagéo do potencial de agao e por prolongar a laténcia para o inicio do
mesmo, sem envolvimento de canais rapidos de sédio ou da bomba de Na*/K*-ATPase
do tecido. Mais recentemente, Fatehi-Hassanabad e Fatehi (2004) demonstraram que
as acoes cronotropicas e inotropicas positivas da pegonha de Vipera lebetina eram
devidas a ativagcdo de receptores [B-adrenérgicos, enquanto os efeitos negativos
envolviam a acédo de PLA,. Por outro lado, Alzahaby et al. (1995) relataram que a acao
cardiaca da peconha de Cerastes vipera em atrios isolados de ratos nao envolvia a
participacao desses dois sistemas, mas havia envolvimento de canais de Na®.

A diminuicdo na forca contratil € frequentemente acompanhada de contratura
geral da musculatura (vista como uma subida na linha de base das contrag¢des), seja
em coragao isolado ou em atrio isolado exposto a pegonhas ou toxinas (Raina et al.,
1978; Harvey, 1985; Sun e Walker, 1986; Alloatti et al., 1991; Huang et al., 1993;
Gomes et al.,, 2001), e € geralmente considerada como indicativo de disturbios na
entrada ou movimento intracelular de célcio. Assim, Fantini et al. (1996) sugeriram que
a diminuicdo na contratilidade de cardiomidcitos incubados com taicatoxina, uma toxina
bloqueadora de canais de Ca?* dependentes de voltagem, era devida a redugdo da
amplitude e duragéo do potencial de acao. Outros estudos também tém atribuido a
diminui¢cdo na contratilidade e eventual citotoxicidade em cardiomidcitos e alteragdes no
fluxo de Ca** para dentro da célula (Fletcher et al., 1982; Alloatti et al., 1986; Huang et
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al., 1993; El-Saadani e El-Sayed, 2003), sendo que esse efeito pode ser amenizado na
presenca de altas concentragdes de Ca?* (Petkovic et al.,, 1983; Sun e Walker, 1986;
Kempsford e Hawgood, 1987). Entretanto, tal alteracdo (contratura geral da
musculatura) nao foi observada aqui com a peconha de B. alternatus.

Por outro lado, 0 aumento na liberacdo da CK e CK-MB observado no final dos
experimentos apontou para lesdo dos cardiomidcitos atriais, 0 que poderia contribuir
para a reducao progressiva da forga contratil durante o experimento. Essa concluséao foi
corroborada pela analise histolégica que mostrou extensa mionecrose apo6s incubacao
com a pegonha. Esses resultados divergem do dano cardiaco limitado observado apés
a administracao intramuscular da peconha de Bothrops asper (Chaves et al., 1989) e
sua metaloproteinase hemorragica (BaP+) (Escalante et al., 2004) e da peconha de B.
alternatus (Acosta de Pérez et al, 1996) em camundongos; essa divergéncia
provavelmente, reflita diferengas nos modelos (in vivo versus in vitro) e nas vias de
administracdo (injecdo i.m. versus incubagdo da preparacao diretamente com a
peconha). Por outro lado, as alteracdes histolégicas vistas aqui estdo de acordo com
estudos que mostram que a injecao de outras peconhas ou toxinas in vivo (Nikai et al.,
1984, 1985; Huang e Gopalakrishnakone, 1996; Anderson e Ownby, 1997; al-
Shammary et al., 1998) ou a perfusdo de coracao isolado com pegconha ou toxina
purificada (Abel et al., 1973; Unkovic-Cvetkovic et al., 1983; Kempsford e Hawgood,
1987; Santos et al., 1990) também resulta em dano morfolégico cardiaco.

A mionecrose observada aqui provavelmente foi mediada pela PLA, da peconha
(Nisenbom et al., 1986a,b, 1988; Ponce-Soto et al., 2007), conforme também relatada
para a PLA; da crotoxina (Santos et al., 1990) e a PLA, da peconha de Crotalus atrox
(Hamilton et al., 1985). O fato de a dialise da pegonha ter tido pouco efeito sobre a
queda na forca contratil sugere que os componentes da peconha responsaveis por essa
acao nao sao de baixa massa molecular (peptideos diversos e aminas biogénicas) que
seriam removidas pela didlise. J& a resposta atenuada vista apds aquecimento da
peconha (100°C, 20 min), indica que os componentes envolvidos sdo sensiveis a alta
temperatura, sendo provavelmente enzimas: os candidatos mais plausiveis sdo a PLA;

e/ou metaloproteinases e, de fato, a peconha de B. alternatus contém PLA, (Nisenbom
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et al., 1986a,b, 1988; Ponce-Soto et al.,, 2007) e metaloproteinases (Cominetti et al.,
2003, 2004; Gay et al., 2005, 2009) que poderiam contribuir para 0 dano observado.

A capacidade do L-NAME em atenuar a queda da forga contratil na fase terminal
das incubacdes com peconha sugere uma possivel acdo do NO nos cardiomiécitos no
sentido de relaxar o musculo cardiaco pela ativagdo da via guanilato ciclase
soluvel/GMPc. Esta conclusao esta de acordo com estudos mostrando que outras
peconhas botropicas, no caso Bothrops asper, aumentam a formagdo de NO em
musculo esquelético (Chaves et al., 2006). Por outro lado, a protecdo vista com L-
NAME pode também apontar para um efeito deletério do NO, ou seja, que este
mediador de alguma forma contribui para o cronotropismo negativo, possivelmente
através da formacao de peroxinitrito devido a sua interacdo com espécies reativas de
oxigénio como o anion superoxido, frequentemente produzido em altas concentragoes
em situacoes onde ha aumento no estresse oxidativo. Neste contexto, é interessante
notar que o estresse oxidativo e a producao de espécies reativas de oxigénio tém sido
implicados no dano renal causado por peconhas botrépicas (de Castro et al., 2004;
Nascimento et al., 2007) e na ativacdo da funcao microbicida de leucécitos periféricos
(Zamunér et al., 2001), bem com na citotoxicidade de enzimas ofidicas como a L-
aminodcido oxidase (Stabeli et al., 2007; de Vieira Santos et al., 2008) e PLA, (Zuliani
et al., 2005).

A auséncia de efeito da indometacina sugere que a acdo da PLA, da pegonha
nao seja devido a liberagdo do acido araquidénico e a formagédo de seus metabdlitos
(prostaglandinas e tromboxanos), neste caso, a PLA, provavelmente produz seus
efeitos através de uma lesdo direta na membrana celular, levando a mionecrose
mencionada acima (Gutiérrez e Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). Ja a auséncia
de efeito dos outros antagonistas (atropina, atenolol, cimetidina e propranolol) sobre as
respostas atriais a peconha indica que os sistemas adrenérgico, colinérgico e
histaminérgico ndo estdo envolvidos nessa agdo da peconha. Esses achados sao
semelhantes aos de Huang et al. (1993), que relataram que a cardiotoxicidade da PLA»
acida de Ophiophagus hannah ndo envolveu a sintese de prostaglandinas, nem os
sistemas adrenérgico, colinérgico e histaminérgico, e nem os canais lentos de Ca®* e os

rapidos de Na*. Outros estudos tém atribuido a diminuicdo na contratilidade e eventual
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citotoxicidade em cardiomidcitos a alteragdes no fluxo de Ca* para dentro da célula
(Fletcher et al.,1982; Alloatti et al., 1986; Busso et al., 1988; Tzeng e Chen, 1988;
Huang et al., 1993; El-Saadani e El-Sayed, 2003), e este efeito pode ser amenizado na
presencga de altas concentragdes deste ion (Petkovic et al., 1983; Sun e Walker, 1986;
Kempsford e Hawgood, 1987).
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6 - CONCLUSOES

Os resultados deste estudo in vitro mostram que:

1.

A pegonha de B. alternatus exerce efeito deletério direto em &trio direito
isolado de rato, causando inotropismo negativo sem alterar

significativamente o cronotropismo da preparacao.

A peconha também causa dano muscular cardiaco (mionecrose), com

liberacao das enzimas marcadoras CK e CK-MB.

E provavel que o inotropismo negativo seja resultado da acdo de
componentes de massa molecular elevada (proteases e/ou PLAj) da

peconha, uma vez que foi abolido pelo aquecimento, mas nao pela dialise.

O NO pode contribuir para o dano causado pela peconha, uma vez que o
L-NAME (inibidor da NOS) foi o Unico dos antagonistas testados que
ofereceu alguma protecao contra a redug¢ao do inotropismo.
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