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RESUMO



Serpentes do género Bothrops sédo a principal causa de acidentes ofidicos
no Brasil. Acidentes envolvendo a Bothrops jararacussu (jararacugu) resultam em
envenenamento moderado e grave, devido principalmente a grande quantidade de
peconha injetada por esta espécie. Entre os efeitos observados, o quadro de
hipotensdo e de choque sao fatores importantes a serem considerados. Neste
trabalho, avaliamos as alteragbes cardiacas causadas pela peconha de B.
jararacussu em atrio direito isolado de rato. A incubacdo das preparacées com
peconha (0,025, 0,050, 0,1 e 0,2 mg/ml) resultou em uma marcada contratura
atrial em altas concentragdes que levou a uma redugcdo progressiva da forca
contrdtil e a freqUéncia atrial, especialmente na maior concentragao utilizada (0,2
mg/ml). A maior concentragdo da peconha também causou uma marcada
liberacdo de CK-BM e desorganizacdo das fibras musculares atriais. A pegonha
aquecida (100°C, 20 min) aboliu esta atividade enquanto a dialise ndo alterou
significativamente essas respostas. O fracionamento da pegconha de B.
Jararacussu em cromatografia por gel filtracao e troca ibnica nos forneceu a fracao
(IN3) que reproduziu todas as alteragdes funcionais e morfoldgicas vistas com a
peconha bruta. SDS-PAGE da fragao 1113, na presenca e auséncia de ditiotreitol e
B-mecaptoetanol revelaram uma massa molecular de ~28 KDa e 14 KDa,
respectivamente, semelhantes as bothropstoxinas, as principais PLA, miotoxicas
desta peconha. Os antivenenos comerciais utilizados (botropico e
botrépico/crotalico) se mostraram eficientes em neutralizar os efeitos produzidos
pela peconha bruta tanto na forga e frequéncia atriais como na liberagdo de CK-
MB e nas alteracbes histoldégicas. A pré-incubagdo com antagonistas
farmacolégicos (bloqueadores de receptores adrenérgicos, histaminérgicos,
muscarinicos, e inibidores da ciclooxigenase e 6xido nitrico sintase) ndao afetou
significativamente as alteragdes induzidas pela peconha. Estes resultados indicam
que as alteragcbes induzidas pela peconha de B. jararacussu estao envolvidas
diretamente com o dano a fibra muscular atrial mediada provavelmente através da

atividade das PLA, miotoxicas.
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ABSTRACT
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The genus Bothrops is the principal cause of snakebite in Brazil. Bites by
Bothrops jararacussu (jararacugu) result in moderate to severe envenoming partly
because of the large amount of venom injected by this species. Hypotension and
circulatory shock are important systemic manifestations associated with bites by
this species. In this work, we examined the cardiac alterations caused by B.
Jararacussu venom in rat isolated right atria. Incubation of atria with venom (0.025,
0.050, 0.1 and 0.2 mg/ml) resulted in marked muscle contracture at high
concentrations that led to a progressive decrease in contractile force and beating
rate, especially at the highest concentration (0.2 mg/ml). The highest venom
concentrations also caused a marked release of CK-MB and disorganization of
atrial muscle fibers. Heating the venom (100°C, 20 min) abolished this activity
whereas dialysis did not significantly alter the responses. Fractionation of B.
jararacussu venom by gel filtration and ion exchange chromatographies yielded a
peak (IlI-3) that reproduced all of the morphological and functional changes seen
with the venom. SDS-PAGE of the peak IlI-3 protein in the absence and presence
of dithioreitol or [I-mercaptoethanol revealed a molecular mass of ~28 KDa and 14
KDa, respectively, similar to bothropstoxins, the main myotoxic PLA> of this venom.
Bothropic and bothropic/crotalic antivenoms prevented the venom (0.2 mg/ml)-
induced decrease in contractile force and atrial rate, as well as the tissue damage
(CK-MB release and histological alterations). Pre-incubation with adrenergic,
histaminergic and muscarinic receptor antagonists, or with cyclooxygenase and
nitric oxide synthase inhibitors, did not significantly affect the venom-induced
changes. These results indicate that the B. jararacussu venom-induced alterations
probably involve direct damage to atrial muscle fibers mediated by venom myotoxic
PLA..
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Envenenamento botrépico

Os acidentes ofidicos representam sério problema de saude publica nos
paises tropicais pela freqiéncia com que ocorrem e pela mortalidade que
ocasionam, excedendo a 2,5 milhdes de acidentes por ano no mundo (1). Existem
no Brasil quatro géneros de serpentes peconhentas, sendo trés (Bothrops,
Crotalus e Lachesis) pertencentes a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, e
uma (Micrurus) da familia Elapidae, subfamilia Elapinae (2). O género Bothrops
(jararacas) é o principal causador de acidentes ofidicos (90,5%), seguido dos
géneros Crotalus (cascavéis) (7,7%), Lachesis (surucucu) (1,4%) e Micrurus
(corais) (0,4%), conferindo uma média de incidéncia de aproximadamente 20.000
acidentes/ano (3,4,5,6).

A prevaléncia dos acidentes ofidicos varia para cada regiao do pais, sendo
as regides Sudeste e Sul as que registram um maior numero de acidentes, talvez
devido a maior densidade populacional e 0 acesso a servigos de saude e sistemas
de informacdes (5). A letalidade do acidente ofidico esta diretamente ligada ao
tempo de atendimento médico apds o acidente e ao tipo de envenenamento,
podendo aumentar em até oito vezes essa taxa se o tempo de atendimento for
maior que seis horas decorridas apo6s a picada (6).

A ocorréncia dos acidentes ofidicos esté diretamente relacionada a fatores
climaticos como periodos de calor e chuva, quando ha um aumento do trabalho na
zona rural devido ao preparo da terra, plantio e colheita e a ocorréncia de varias
espécies do género Bothrops em regides com elevada populagdo humana (7,8,9).
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Os acidentes ofidicos acometem mais adultos jovens do sexo masculino (cerca de
70% na faixa etaria de 15-49 anos), sendo os pés e as pernas os locais mais
atingidos, seguidos de maos e antebragos.

As peconhas botropicas sdo misturas complexas de enzimas, peptideos e
compostos ndo enzimaticos com diferentes atividades biologicas (10,11,12) que
servem para imobilizar e matar a presa, além de contribuir para a posterior
digestao da mesma. A pegonha botrdpica exerce trés atividades principais (Fig. 1):
1) atividade edematogénica e inflamatéria, mediada por fosfolipases A, e
proteases, 2) atividade coagulante, mediada por enzimas trombina-simile
(semelhante a acé&o da trombina) e ativadoras de protrombina e do fator X que
promovem o consumo dos fatores de coagulagcdo com consequiente alteracdo da
coagulacdao sangiinea, e 3) atividade hemorragica, mediada por
metaloproteinases que atuam no endotélio vascular local e sistémica levando ao

extravasamento de sangue e sangramento sistémico (11,13,14,15,16,17,18).
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Figura 1. Principais componentes e mecanismo de acao das pegonhas botrépicas.

Os pacientes picados por Bothrops normalmente mostram efeitos locais e
sistémicos. As agbes locais incluem dor, abscessos, edema com formagéo de
bolhas contendo liquido seroso, hemorragia e necrose, sinais estes que podem
ser agravados pela presenca de fatores coagulantes na peconha (17). Ja os
efeitos sistémicos consistem principalmente de sangramento, choque
cardiovascular, processo de coagulacao intravascular disseminada, septicemia,
insuficiéncia respiratoria e insuficiéncia renal aguda (IRA) podendo levar a morte

nos casos mais graves (17,18).

1.2 — Bothrops jararacussu



O nome jararacucu vem do tupi yararakusu, significando grande jararaca.
Dentre as serpentes desse género, a Bothrops jararacussu pode alcancar 2,2 m
de comprimento (2,8,19) e injetar até 4 ml de peconha bruta, correspondendo a 1
g da peconha em peso seco (20). Esta espécie é encontrada nas regides sul e

sudeste do Brasil, no sudeste da Bolivia e Paraguai e nordeste da Argentina (Fig.

2).
w
Brazll oo W
Jolivia \\\\\ \\*
\\

///

\ \\\\\\\
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\\\\\\\ r

Figura 2. Distribuicdo de B. jararacussu na América do Sul e no Brasil.

O envenenamento por B. jararacussu produz sinais e sintomas semelhantes
a outras espécies botropicas, com hemorragia, edema e necrose marcantes

(19,21,22,23). A mionecrose é o efeito mais proeminente em curto prazo nos
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acidentes causados por B. jararacussu e, a perda de massa muscular relacionada
a pobre regeneracao muscular € uma sequiela comum que pode levar a disfungao
permanente do membro afetado e até mesmo a necessidade de amputagao
(22,24,25). Esta mionecrose pode ser devida a degeneracao vascular e isquemia
causada por metaloproteinases, ou devida a acado direta das miotoxinas da
peconha sobre a membrana plasmatica de células musculares (11,16,26,27,28,
29).

A peconha de B. jararacussu tem maior atividade miotoxica que outras
peconhas botropicas, causando necrose de fibras musculares e liberacdo de
creatinoquinase na circulagdo (19). A miotoxicidade das peconhas ofidicas pode
ser monitorada pelo aumento da atividade de creatinoquinase (CK) no plasma;

este aumento resulta do dano ao sarcolema.

1.2.1 - Principais componentes da peconha de B. jararacussu

A peconha de B. jararacussu produz efeitos locais e sistémicos que
resultam principalmente da acdo concomitante de fosfolipases A, (PLAp),
proteases (metaloproteinases e serinoproteinases), lectinas e peptideos

potencializadores de bradicinina (BPPs) (Fig. 3).
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BhTX-| Sem atividade
PLA, - miotdxica

Com atividade
PLA, - miotdxica

Bothrops jararacussu

Sem

Bth-I-PLA, miotoxicidade

Com atividade
BjussuMP-I hemorragica

Metaloproteinases

Sem atividade
hemorragica

(www.univap.com.br) Serinoproteinases

Consumo de
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coagulopatia
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Consumo de

Jararacussina-I fibrinogénio e
coagulopatia

Figura 3. Principais componentes da peconha de B. jararacussu.
PLA, — fosfolipase Ap; PPB — peptideos potencializadores da bradicina.

Para definicao das toxinas, ver texto.

Fosfolipases Az

As PLA,, principais miotoxinas das peconhas botropicas, apresentam
importantes efeitos como neurotoxicidade, cardiotoxicidade, atividade hemolitica,
anticoagulante, inibicdo da agregacao plaquetaria e inducdo de edema (30). Ja
foram isoladas e caracterizadas algumas PLA, da pegonha de B. jararacussu
como as PLA; basicas bothropstoxina—I (BthTX-l) (26), uma Lys49, desprovida de

atividade enzimatica, e a bothropstoxina—Il (BthTX-Il) (31), uma Asp 49 com
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atividade enzimatica. Ambas possuem massa molecular de aproximadamente 14
KDa e sao miotoxicas. Algumas PLA, &cidas também ja foram isoladas porém
possuem pouca ou nenhuma atividade miotoxica. A BthA-I-PLA; possui atividade
antiplaquetaria e hipotensora (30). J& Ketelhut et al. (32) isolaram quatro PLA;
acidas sendo elas SIIISPIIA, SHIISPIIB e SIIISPIIA, com atividade anticoagulante
e, SIIISPIIIB, inibidora da agregacao plaquetaria, com massa molecular de

aproximadamente 15 KDa.

Proteases

As peconhas ofidicas, inclusive as botrépicas, sdo fontes ricas de
metaloproteinases e serinoproteinases (33). As metaloproteinases, que séo
dependentes de zinco, s&o capazes de hidrolisarem as proteinas da lamina basal
de vasos sangtiineos, incluindo fibronectina, laminina e colageno tipo 1V, levando
ao extravasamento de sangue e o quadro de hemorragia; podem também
apresentar atividade fibrinogenolitica (11,34).

Mazzi et al. (35) purificaram a metaloproteinase BjussuMP-I da peconha de
B. jararacussu e mostraram que esta proteina de 60 KDa € hemorragica mas nao
miotoxica, quando comparada com a BthTX-l isolada da mesma peconha.
Também foi isolada a BjussuMP-ll, uma metaloproteinase fibrinogenolitica nao
hemorragica de 24 KDa (36).

Tem sido sugerido que os dominios tipo disintegrina e rico em cisteina,
presentes em grandes metaloproteinases, contribuam para a sua atividade
hemorragica, tornando possivel que a auséncia dos dominios disintegrina e rico

em cisteina determinem a falta de atividade hemorragica na BjussuMP-Il. Por
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outro lado ainda nao foi completamente elucidado o mecanismo de agdo das
metaloproteinases, embora se saiba que a degradacao enzimatica da membrana
basal é o passo inicial para a sua atuacao (11,37,38).

As serinoproteinases que contribuem para o quadro de envenenamento por
B. jararacussu exibem um perfil farmacoldgico diversificado, incluindo agbes sobre
a cascata de coagulacdo, tais como atividade tipo trombina, ativacdo do fator V,
ativacao da proteina C, fibrinogendlise, ativacdo de plasminogénio e indugédo da
agregacao plaquetaria. Também podem exercer atividade tipo calicreina, liberando
bradicinina e, portanto, promovendo um aumento da permeabilidade vascular e
hipotenséo (39,40).

Varias serinoproteases ja foram isoladas e caracterizadas da pegonha de B.
jararacussu. Zaganelli et al. (3) identificaram a FC-Bj, uma enzima com atividade
tipo trombina e calicreina. Ja a serinoproteinase jararacussina-l apresentou
atividade coagulante e conversora de fibrinogénio, assemelhando-se muito com a

FC-Bj (41).

A BjussuSP-l, uma serinoproteinase tipo trombina, também isolada da
peconha de B. jararacussu, nao causou alteracoes patolégicas locais quando
aplicadas em camundongos, mas possui potente atividade fibrinogenolitica,
sugerindo que seu papel principal no envenenamento esta associado ao consumo
de fibrinogénio e coagulopatia, num efeito que pode exacerbar a atividade

hemorragica local induzida por metaloproteinases (42).

Lectinas
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As lectinas de peconhas botrépicas correspondem a menos que 1% do
peso seco da peconha e tém massas moleculares em torno de 28 KDa (43). Estas
proteinas causam hemoaglutinacdo, agregacao plaquetaria (44), inducdo de
edema de pata em camundongo (43,45) e modulagdo da liberacdo de Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico do musculo esquelético (46), e efeitos renais em rim
isolado (47).

Panunto et al. (45) estudaram uma lectina (BjcuL) da peconha de B.
jararacussu e sugeriram que esta proteina estava relacionada mais aos efeitos
locais do envenenamento do que aos efeitos sistémicos, ja que foi capaz de

promover edema e aumento da permeabilidade vascular.

Peptideos potencializadores de bradicinina (PPB)

A peconha de B. jararacussu, assim como a peconha de B. jararaca, possui
PPB que atuam na enzima conversora de angiotensina (ECA) inibindo a
conversdao de angiotensina | em angiotensina Il (potente vasoconstritor) e a
degradacao da bradicinina (potente vasodilatador) (48). A principal consequiéncia
desta inibicdo é vasodilatacao levando a hipotensao, caracteristica importante do
envenenamento botropico.

Ferreira et al. (49) identificaram seis PPB na peconha de B. jararacussu,
sendo que o peptideo P foi mais ativo que o captopril em inibir a conversao da
angiotensina | em angiotensina Il. Havt et al. (50) atribuiram aos PPB a intensa
diurese promovida pela peconha de B. jararacussu em rins isolados perfundidos

de ratos.
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1.2.2 — Antiveneno botrépico

O tratamento mais eficaz para o envenenamento botropico é a terapia com
soro anti-botrépico (antiveneno), sendo que a dose de antiveneno administrada é
determinada de acordo com a sintomatologia do envenenamento, classificada em
leve, moderada ou grave (51). Entretanto, o antiveneno ndo € capaz de reverter o
quadro de necrose, embora experimentalmente pode prevenir seu
desenvolvimento se administrado precocemente (52). Esta capacidade limitada de
neutralizacao se deve a rapida manifestacao das reacdes locais e pelo fato de que
0s antivenenos nao sao capazes de reverter as lesbes ja estabelecidas ou
desencadeadas (53).

O antisoro pode ser obtido através da inoculagdo de peconhas de diferentes
espécies do mesmo género em animais experimentais ou misturando-se soros de
varios animais inoculados com diferentes espécies de serpentes. No Brasil, o soro
anti-botrépico é produzido em cavalos imunizados com as pegonhas de B.
alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi, podendo ocorrer
variagdes nas espécies conforme a instituicao que produz esses antisoros (1,54).

No caso de B. jararacussu, embora a soroterapia seja feita principalmente
com o antiveneno botropico, ha evidéncias clinicas (55) e experimentais (56) de
que a letalidade desta peconha pode ser neutralizada melhor por uma mistura de
antivenenos botrdpico e crotdlico ou um antiveneno botrépico/crotalico. Queiroz et
al. (57) atribuiram a pobre neutralizacdo da peconha de B. jararacussu por
antiveneno botrépico a diferencas imunoldgicas entre as proteinases desta

peconha e os anticorpos presentes no antiveneno botrépico.
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Conforme indicado acima, a peconha de B. jararacussu pode causar
hipotensdo e choque cardiovascular, mas ainda pouco se sabe sobre seus efeitos
cardiacos diretos (58). Sendo assim, nesse estudo, avaliamos as alteracdes
causadas pela peconha de B. jararacussu em atrio direito isolado de rato, bem
como os possiveis mediadores envolvidos nessas respostas. Avaliamos também a
capacidade de neutralizagcao por parte dos antivenenos comerciais utilizados no

envenenamento por esta espécie.
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2 - OBJETIVOS

Neste trabalho, usamos o atrio direito isolado de rato para:

1.

Investigar a toxicidade da peconha de B. jararacussu e suas fracdes sobre
0 cronotropismo e inotropismo atriais.

Avaliar as lesOes teciduais causadas pela peconha de B. jararacussu e
suas fragdes, através da quantificacao da liberagéo de creatino-quinase-MB
e da analise histologica.

Avaliar a capacidade de antivenenos comerciais em neutralizar as
alteracOes cardiacas causadas pela peconha de B. jararacussu.

Avaliar os possiveis mediadores envolvidos nos efeitos inotrépicos e

cronotrépicos do atrio na presenca da peconha de B. jararacussu.
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MATERIAIS E METODOS
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Ratos machos Wistar (300-400 g) foram obtidos do Centro Multidisciplinar
de Investigagdo Biolégica (CEMIB/UNICAMP) 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/UNICAMP, protocolo n°® 1433-1), e realizados de acordo com as
recomendagdes éticas da Sociedade Brasileira para a Ciéncia de Animais de
Laboratorio (SBCAL, antigo Colégio Brasileiro para Experimentagdo Animal -

COBEA).

3.2 — Peconha e antivenenos

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

Os antivenenos botrépico e botrépico/crotalico produzido pelo Instituto
Butantan (S&o Paulo, SP) foram cedidos pelo Centro de Controle de Intoxicagbes
(CClI, Hospital das Clinicas, UNICAMP) e foram estocados a 4°C até o uso. A
proporcdo de antiveneno usado nos experimentos foi baseada nas
recomendagdes para o uso terapéutico, onde 1 ml neutraliza 5 mg da pegonha

botropica.
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3.3. — Tratamento da pe¢onha
3.3.1 — Dialise

A peconha de B. jararacussu foi dialisada contra solugao de NaCl a 0,9%
por 24 h em geladeira (membrana de dialise de celulose, com limite de didlise de 5
KDa). Os atrios, previamente isolados e estabilizados conforme descrito no item
3.4 abaixo, foram incubados por 60 min com a pec¢onha dialisada (0,2 mg/ml) para
a analise do envolvimento de substancias de baixa massa molecular (£ 5 KDa). A
peconha nao-dialisada mas diluida no mesmo tempo da peconha dialisada e
estocada a 4°C por 24 h foi usado como controle para comparagdo com a
dialisada. Foram coletadas aliquotas (200 pl) da solugdo de KH no inicio (antes da
adicdo de peconha; basal) e no término (apés 60 min de incubacédo) do

experimento para avaliar a liberagdo de CK-MB no banho.

3.3.2 - Aquecimento

A peconha de B. jararacussu foi aquecida por 20 min a 100°C e em seguida
foi diluida em 200 ul de KH e testada em atrios isolados (item 3.4) para avaliar a
influéncia do calor sobre a atividade da pegonha. Foram coletadas aliquotas (200
ul) da solugdo de KH no inicio (antes da adicao de peconha; basal) e no término
(ap6s 60 min de incubacao) do experimento para avaliar a liberacao de CK-MB no

banho.

3.3.3 - Fracionamento da peconha de B. jararacussu
Para identificar o componente responséavel pela cardiotoxicidade da pegonha

foram realizadas cromatografias de gel filtracao e de troca idnica.
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Cromatografia por exclusdo molecular (gel filtracao)

A peconha de B. jararacussu (100 mg), diluida em tampao fosfato de sodio
50 mM, em pH 7,4, foi centrifugada (10.000 g, 10 min, 4°C) e o sobrenadante
aplicado a uma coluna de Superdex 75 (16 cm x 60 cm) equilibrada e eluida com
tampao fosfato de sédio 50 mM, em pH 7,4, com fluxo de 1 ml/min. O perfil de
eluigdo foi monitorado em 280 nm e fracdes de 1 ml foram coletadas usando um
sistema cromatografico AKTApurifier10 (GE Lifesciences, Piscataway, NJ, EUA).
O conteddo protéico dos picos foi quantificado por leitura a 280 nm, onde Azgonm
de 1,0 corresponde a uma concentracdo de 1,0 mg/ml. As fracdes foram testadas
em atrio isolado (item 3.4.1) e a ativa foi usada para a prdéxima etapa

cromatografica.

Cromatografia por troca ibnica

O pico ativo da etapa anterior (pico lll, 10 mg) foi cromatografado por troca
iGnica em uma coluna HiTrap® SP-Sepharose (5 ml). A coluna foi equilibrada com
tampao fosfato de sodio 50 mM, em pH 7,0 (fluxo de 0,5 ml/min) e as proteinas
foram eluidas em gradiente linear (0-1 M) de NaCl. O perfil de eluicdo foi
monitorado a 280 nm e fracées de 1 ml foram coletadas e testadas em atrio

isolado (item 3.4.1).

Eletroforese por SDS-PAGE
Os picos cromatograficos obtidos nas etapas acima foram analisados por
eletroforese em géis de poliacrilamida de 15% contendo dodecil sulfato de sédio

(SDS-PAGE) seguido por coloragdo com azul de Coomassie (59).
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3.3.4 - Atividades enzimaticas da peconha e fracoes
Atividade proteolitica

Aliquotas de 100 pl de peconha ou pico cromatografico foram adicionadas a
1,9 ml de caseina bovina 1% em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8. A mistura foi
incubada a 37°C por 20 min, seguido pela adicdo de 2 mL de acido tricloroacético
5% e incubacdo em gelo por 30 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (2.500 g, 15 min) e a absorbancia do sobrenadante a 280 nm foi
determinada. Uma unidade de atividade corresponde a um aumento de

absorbancia de 0,001 por min.

Atividade esterasica

Aliquotas de 30 pl de peconha ou pico cromatografico foram incubadas com
substrato TAME (0,5 mM) em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8 a temperatura
ambiente por 10 min e o aumento de absorbancia foi monitorado a 253 nm. Uma
unidade de atividade corresponde a um aumento de absorbancia de 0,001 por

min.

Atividade fosfolipasica

Aliquotas de 20 ul de peconha ou pico cromatografico foram incubadas com
fosfatidilcolina (7,2 mg/ml) e tampao de reacao (Triton X-100, Hepes, CaCl, e azul
de bromotimol) em pH 8,0, por 5 min a 37°C e, em seguida, foi realizada a leitura a
620 nm. Uma unidade de atividade corresponde a um aumento de absorbancia de

0,001 por min.
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3.4 — Atrio direito isolado de rato

Os ratos foram anestesiados com isoflurano e exsanguinados por sec¢ao
dos vasos cervicais. Em seguida, foi realizada a toracotomia bilateral e os
coracbes foram rapidamente removidos e mergulhados em solugdo de Krebs-
Henseleit (KH; composicao, em mM: NaCl 118; KCI 4,7; CaCl;, 2,5; MgSQO4 0,45;
NaHCO; 25; KH,PO, 1,03; D-glicose 11,1; acido ascérbico 0,14; pH 7,4) a 25°C.
Em seguida, o atrio direito foi isolado do musculo cardiaco e limpo antes de ser
montado sob tensdo de 1-2 g em um banho de 6rgao contendo 10 ml de solucao
de Krebs-Henseleit mantida a 37°C e continuamente gaseificada com 5% CO» e
95% O, (60,61). A freqUéncia e a forga contratil foram registradas continuamente
através de um transdutor isométrico de tensédo acoplado a um pré-amplificador e
computador (ADInstruments, Castle Hill, Australia), e os registros foram feitos com
Software Chart 6 (PowerLab da ADInstruments). Apos 40 min de estabilizacao, os
atrios foram lavados trés vezes com a solucao de KH e, apds adi¢cdo de nova
solucado, foram incubados por mais 20 min para permitir recuperacao de eventuais

efeitos das lavagens, antes da incubagdo com peconha ou fracéo.
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Figura 4. Esquema dos protocolos, realizados com atrio direito isolado de rato.

3.4.1 — Incubacao com peconha ou fracao

Os atrios isolados foram incubados com peconha (0,025, 0,05, 0,1 e 0,2
mg/ml) diluida em 200 pl de solugcdo KH; nos grupos controles, foram adicionados
200 pl de KH. A frequéncia e a forga contratil do atrio direito foram monitoradas
durante 60 min apdés a adicdo de pegonha ou solugdo KH sozinha. As
concentragbes da pegonha foram escolhidas baseadas em experimentos
preliminares usando concentragdes variadas, seguindo uma escala linear.

De modo semelhante ao que foi feito com a peconha, os atrios foram
incubados com as fracdes cromatograficas por 60 min para identificar a fracao
ativa responsavel pela acao da peconha. As concentracdes das fragdes variaram
de acordo com a proporcao que cada fragdo representava do conteudo protéico
total da peconha. Sendo assim, as concentracdes utilizadas para as fracoes
obtidas a partir da cromatografia por gel filtracdo foram: fragcdo | = 0,92 mg de
proteina, fracdo Il = 0,8 mg de proteina, fracdo Ill = 1,24 mg de proteina, fragdo IV
= 0,08 mg de proteina e fracdo V = 0,28 mg de proteina. Para as fragdes obtidas
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por troca i6nica da fracao Ill as concentracdes foram: fracao IlI1 = 0,08 mg de
proteina, fragdo 112 = 0,19 mg de proteina e fracdo 1lI3 = 0,92 mg de proteina.
Foram coletadas amostras (200 pl) da solucao de KH nos tempos basais e finais

para avaliar a liberacdo de CK-MB.

3.4.2 - Incubacao com antivenenos

A peconha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) foi incubada com o antiveneno
botrépico ou bothrépico/crotélico (37°C por 60 min) na propor¢cdo recomendada
para o uso terapéutico (1 ml de antiveneno neutraliza 5 mg de peconha; Instituto
Butantan, Sdo Paulo) e testada em seguida em atrios isolados (item 3.4) para
avaliar a capacidade neutralizante do antiveneno sobre a agéo cardiotoxica da
peconha. Em outro protocolo, o antiveneno (0.8 ml) foi adicionado ao banho 1 min
apds a adicdo da peconha (0,2 mg/ml), sem a pré-incubacao inicial. Foram
coletadas amostras (200 pl) da solugdo de KH nos tempos basais e finais para

avaliar a liberacao de CK-MB.

3.4.3 - Incubacao com antagonistas
Para avaliar o envolvimento de possiveis mediadores enddégenos na resposta
a peconha, foram realizados experimentos com antagonistas € uma concentracao
fixa de peconha (0,2 mg/ml) escolhida baseada na curva concentragdo-resposta
obtida no item 3.4. Nestes experimentos, os atrios foram pré-incubados com os
seguintes antagonistas antes da adicdo da pegonha:
Propranolol (5 pM) — antagonista ndo seletivo dos receptores B-adrenérgicos
(61,62).
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Atropina (5,6 pM) - antagonista colinérgico ndo seletivo dos receptores
muscarinicos (63).

Cimetidina (10 pM) — antagonista seletivo dos receptores H, histaminérgicos
(64).

Indometacina (10 pM) — inibidor da ciclooxigenase (62).

L-NAME (300 pM) — inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (61).

Pirilamina (1 pM) — antagonista seletivo dos receptores H1 histaminérgicos (65).

Os antagonistas foram pré-incubados (separadamente) com os atrios por
10 min, exceto para indometacina e L-NAME, para os quais a pré-incubacao foi de
20 min. A peconha foi adicionada logo ap6s a pré-incubacao e as respostas foram
monitorados por 60 min.

As concentracbes dos antagonistas foram escolhidas baseadas em
experimentos com os respectivos agonistas para verificar a eficacia da inibigao.
Esses resultados serviram como controle positivo para os referidos antagonistas
versus peconha e em todos os casos a inibicdo da resposta ao agonista foi >95%

(dados n&o mostrados).

3.5 — Avaliacao de dano tecidual

O dano tecidual produzido pela pegonha e suas frac6es foi avaliado através

da liberacdo de CK-MB pelo musculo e por andlise histolégica.

3.5.1 — Quantificacao de creatinoquinase-MB (CK-MB)
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Imediatamente ap6s a estabilizacdo (medida basal) e no final do
experimento, foram coletadas amostras (200 pl) da solucdo de KH do banho para
quantificagdo de CK-MB. A atividade desta enzima foi determinada usando Kits
comerciais (LaborLab, Sao Paulo, SP), por um método cinético UV, seguindo-se as
instru¢cdes do fabricante. As leituras foram feitas em espectrofotobmetro UV/Vis

(Beckman Coulter DU 800) e os resultados foram expressos em U/ml.

3.5.2 — Histologia

Terminado a incubacao de 60 min com peconha ou fragdo, os atrios foram
fixados em formol tamponado (10%) durante 18 h. Em seguida, foram lavados trés
vezes por 15 min cada, em agua. Para a desidratacao dos tecidos foram utilizados
gradientes crescentes de alcoois (etanol), seguido de diafanizagdo em xilol, e
embebicdo e inclusdo em parafina (Histosec-Merck). Seccdes 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
alteragdes histologicas. As laminas foram examinadas em microscopia de luz (Leica
DM 5000B) através de teste duplo cego, em um aumento de 40 vezes. As imagens
foram capturadas a partir da regido central das laminas para que ndo houvesse
interferéncia de areas de corte cirargico do tecido na interpretacdo dos resultados.
As imagens foram processadas e analisadas usando uma camera CCD Leica DFC
300 FX e softwares de processamento e andlises de imagem Leica Q Win Plus

v.3.2.0.

3.6 — Analise estatistica
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Os resultados foram expressos como a média £+ EPM, e as analises
estatisticas foram feitas através do teste t de Student ou da analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey-Kramer. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando

o software Prism versao 4 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA).
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4 - RESULTADOS

4.1 — Acao cardiaca da peconha de B. jararacussu em atrio direito isolado de
rato

A incubacao com a peconha de B. jararacussu (0,025 — 0,2 mg/ml) resultou
em um efeito bifasico transitorio na forga contratil dos atrios isolados, principalmente
nas maiores concentracdes, bem como uma contratura (aumento da linha base) do
tecido atrial (Fig. 5). Esta contratura refletiu na forga contratil atrial onde, com as
menores concentragdes (0,025 e 0,05 mg/ml), ndo foi vista nenhuma reducéo
significativa na contragao atrial enquanto que, nas maiores concentrac¢des (0,1 e 0,2
mg/ml), as redugdes chegaram a aproximadamente 37% e 62% respectivamente, a
partir dos 5 min de experimento e, até 87% e 97% aos 60 min (Fig. 6A). De modo
semelhante, as concentragbes de 0,025, 0,05 e 0,1 mg/ml n&do alteraram
significativamente a frequéncia atrial durante o experimento. J& a maior
concentracao provocou uma reducdo significativa na freqiéncia atrial em
aproximadamente 60% apds 30 minutos (Fig. 6B).

Houve aumento significativo na liberacao de CK-MB com as concentragdes
de peconha testadas (Fig. 6C), sugerindo dano ao tecido muscular, jA que esta
enzima é um marcador especifico de leséo tecidual cardiaca. Em concordancia com
esses dados, a analise histologica revelou uma discreta desorganizacao das fibras
musculares nos atrios incubados com as menores concentragdes da pegonha (Fig.
7B,C) e uma grande alteracao nos atrios incubados com as maiores concentracdes

da peconha (Fig. 7D,E) quando comparadas ao grupo controle (Fig. 7A).
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Figura 5. Efeito da peconha de B. jararacussu em atrio isolado de rato. Os tracados
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Figura 6. Acdo da peconha de B. jararacussu (0,025, 0,05, 0,1 e 0,2 mg/ml) e
solucao de KH (controle, n=6) sobre a for¢a contratil (A), freqiéncia atrial (B) e a
liberagdo de creatinoquinase—MB (CK-MB) (C) em atrio direito isolado de rato. As
colunas e os pontos representam a media + EPM, n=5-8. p<0,05 em rela¢do ao basal
(#) e em relacao ao controle (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste t
de Student).
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Figura 7. Alteracdes histologicas causadas pela pegonha de B. jararacussu (B, C, D e E nas
concentragbes de 0,025, 0,05, 0,1 e 0,2 mg/mL, respectivamente) e grupo controle (A). As
setas indicam rompimento e lesdo das células musculares cardiacas. Cortes longitudinais.
Coloracao: HE.
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4.2 - Efeito da peconha aquecida, dialisada e nao dialisada em atrio direito
isolado de rato

O aquecimento da peconha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) por 20 min a
100°C para desnaturar suas proteinas aboliu a queda na freqiéncia atrial e na
forca contratil (Fig. 8A,B). Ja a didlise da peconha (0,2 mg/ml) contra 0,9% NaCl
por 24 h a 4°C para a remogao de substancias de baixa massa molecular (<2 kDa)
reduziu a forga contratil e a freqtiéncia significativamente e, o efeito foi similar ao
da peconha nao-dialisada (apenas estocada a 4°C por 24 h) e o da peconha
diluida no momento do experimento.

A liberagdo de CK-MB né&o foi significativa para a pegonha aquecida — foi
semelhante ao grupo controle (Fig. 8C). Ja a peconha dialisada e nao-dialisada
causaram aumento significativo na liberagcdo de CK-MB, porém em grau menor
quando comparado a peconha diluida no momento do experimento (Fig. 8C).
Testes enzimaticos mostraram que a diluicdo e estocagem da pegonha por 24 h a
4°C (sem dialise) fazem com que a pegonha perca uma pequena porcentagem de
sua atividade protolitica e fosfolipasica (dados ndo mostrados), colaborando assim
para um menor aumento na liberagdo de CK-MB.

Em concordadncia com esses resultados, a histologia mostrou uma
desorganizagao tecidual tanto nos atrios incubados com a peconha dialisada
quanto com a peconha ndo-dialisada, assemelhando-se a desorganizagédo vista
com a peconha diluida na hora do experimento (Fig. 9C,D). Em contrapartida, os
atrios incubados com a peconha aquecida ndo mostraram nenhuma alteragédo

marcante (Fig. 9B), tendo aparéncia semelhante ao grupo controle (Fig. 9A).
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Figura 8. Acao da peconha de B. jararacussu (bruta, dialisada, ndo-dialisada e aquecida,
0,2 mg/ml) sobre o inotropismo (A) e cronotropismo (B) atriais e a liberagcdo de CK-MB (C)
em atrio direito isolado de rato. MédiatEPM, n=5-8. p<0,05 em relacao ao basal (#), em
relacdo ao controle (*), dialisada em relacdo a peconha (°) e aquecida em relacao a
peconha (+) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste t de Student).
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Figura 9. AlteracGes histolégicas causadas pela peconha de B. jararacussu aquecida (B),
dialisada (C), e ndo dialisada (D) comparadas ao grupo controle (solu¢do Krebs-Henseleit) (A).
As setas indicam rompimento e lesdo das células musculares cardiacas. Cortes longitudinais.
Coloracao: HE.
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4.3 — Fracionamento da peconha de B. jararacussu
4.3.1 — Cromatografia por exclusao molecular (gel filtracao)

O fracionamento da peconha de B. jararacussu por gel filtragdo resultou em
cinco picos principais (Fig. 10), designadas como pico [, pico Il, pico lll, pico IV e
pico V. Estes picos correspondiam a 22%, 20%, 31%, 2% e 7% respectivamente
(a proporcao de proteina de cada fracdo com relacédo a peconha bruta), com uma

recuperacao de 82% de proteinas durante o processo de fracionamento.
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Figura 10. Perfil de eluicdo da peconha de B. jararacussu (100 mg) fracionada por
gel filtracdo em coluna de Superdex 75, com tampao fosfato de sédio 50 mM, pH
7,4. PI-PV: picos cromatograficos.

As atividades enzimaticas (proteolitica, esterasica e fosfolipasica) foram
testadas tanto para a peconha quanto para cada pico: houve maior atividade
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proteolitica no pico |, maior atividade esterasica no pico Il e maior atividade

fosfolipasica no pico Il (Fig. 11).
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Figura 11. Atividade proteolitica (A), esterasica (B) e fosfolipasica (C) dos picos
cromatograficos obtidos por exclusdo molecular. P - peconha e Pl a PV — picos
cromatograficos. As colunas representam a média tEPM de 4 determinagdes.

Os cinco picos obtidos por gel filtracao foram analisados por eletroforese em

gel de poliacrilamida contendo SDS. Como esperado, as proteinas de maior
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massa molecular encontraram-se nos primeiros trés picos (pico | — de ~35 KDa a
>100 KDa, pico |l — de ~20 KDa a 97 KDa, e pico Ill - ~14 KDa a ~50 KDa) e as de

menor massa molecular, nos ultimos dois picos (PIV e PV - <45 KDa) (Fig. 12).

MM P PI PII PIOI PIV PV

-
‘, ~
97 KDa | ’ | —
66 KDa
45 KDa
30 KDa
14 KDa

Figura 12. SDS-PAGE dos picos cromatograficos obtidos através da gel filtragdo. MM —

marcador de massa molecular, P - peconha e Pl a PV — picos cromatograficos.

4.3.2 — Efeitos dos picos da gel filtracao em atrio direito isolado de rato
A incubacdo dos atrios com os picos |, Il, IV e V da peconha de B.
jararacussu nao resultou em variagdes significativas na forca contratil ou na

frequéncia atrial, mostrando muita similaridade ao grupo controle (dados nao
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mostrados). Em contrapartida, o pico Il mostrou uma queda significativa na forca
contratil e na freqiéncia atrial em relagdo ao grupo controle (Fig. 13A,B), muito
semelhante aos efeitos da peconha bruta. Em concordancia com isso, apenas o
pico Ill causou um aumento marcante na liberacao de CK-MB (Fig. 13C). A analise
histolégica também mostrou que apenas o pico lll produziu desorganizacao das
fibras musculares cardiacas apo6s incubacdo de 60 min (Fig. 14). As demais
fracoes ndao causaram nenhuma alteracdo marcante no tecido cardiaco (dados

nao mostrados).
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Figura 13. Acao do pico Ill da pegonha de B. jararacussu sobre o inotropismo (A)
e cronotropismo (B) atriais e a liberagcdo de CK-MB (C) em atrio direito isolado de
rato. MédiatEPM, n=6. p<0,05 em relagdo ao basal (#) e fracbes em relagdo a
peconha (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste t de Student). Note
que as outras fracbes ndo causaram alteragdes significantes no inotropismo e

cronotropismo (dados ndo mostrados).
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Figura 14. Alteragbes histolégicas causadas pelo pico Il da pegonha de B.
jararacussu. (A) atrio controle, (B) e (C) atrio incubado com pegonha (0,2 mg/ml) e
pico lll, respectivamente. As setas indicam rompimento e lesdo do tecido atrial.
Cortes longitudinais. Coloragao: HE.
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4.3.3 — Cromatografia por troca ionica

O pico lll, obtida por gel filtracao, foi fracionada por cromatografia por troca
ibnica conforme descrito no item 3.3.3. Deste fracionamento obtivemos trés picos:
-1, 111-2 e llI-3 (Fig. 15), que correspondiam a 3%, 16% e 75%, respectivamente,
de proteina do pico Ill, com uma recuperacdo de proteinas de 94% durante o

fracionamento.
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Figura 15. Perfil de eluicdo do pico Ill (10 mg) da pegonha de B. jararacussu
fracionada por troca i6nica em coluna HiTrap® SP-Sepharose, com tampao fosfato
de sodio 50 mM, pH 7,0. PIII-1 a PIII-3: picos cromatograficos.

Os trés picos obtidos por troca i6nica foram analisados quanto a sua pureza
em eletroforese em SDS-PAGE e foi determinado a presenga de uma proteina no

pico 11I-3 com massa molecular de aproximadamente 28 KDa que, na presenca de

63



ditiotreitol (DTT) ou B-mecaptoetanol, apresentou-se como monémero com massa
molecular de aproximadamente 14 KDa, sugerindo a presenga de um dimero (Fig.

16).

PII-3 PIHI-3
MM P POl PII-1 PHI-2 PIII-3 DTI  B-M.

97 KDa

66 KDa

45 KDa

30 KDa

14 KDa

Figura 16. SDS-PAGE dos picos cromatograficos da troca iénica do pico Ill. M.M.
- massa molecular, PllI-1, PIII-2 e PIlII-3 — picos cromatograficos. DDT: ditiotreitol,
B-M: B-mercaptoetanol.

4.3.4 - Efeitos dos picos da troca i6nica em atrio direito isolado de rato

Os picos IlI-1 e lll-2 da etapa de troca ibnica ndo causaram alteragoes
significativas na forga contratii ou na freqiéncia atrial, mostrando muita
similaridade ao grupo controle (dados ndo mostrados). Em contrapartida, o pico Ill-
3 mostrou uma queda na forga contratil e na freqiéncia atrial, significativa em

relagcdo ao grupo controle (Fig. 17A,B), muito semelhante aos efeitos da pegonha.
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Em concordancia com isso o pico IlI-3 produziu um aumento significante na
liberacdo de CK-MB comparado aos outros picos, embora houvesse também um
aumento com o pico IlI-2, talvez devido a presenca do mondémero de ~14 KDa
(coloragao fraca) visto neste pico em SDS-PAGE. A soma da liberacao de CK-MB
vista com picos IlI-2 e 11I-3 foi semelhante aquela vista com pico Il

A analise histolégica mostrou que o pico 1ll-3 causou desorganizacdo das
fibras musculares em tecido atrial (Fig. 18) enquanto os demais picos néao
causaram nenhuma alteracdo marcante (dados nao mostrados). A acao do pico
l11-3 se assemelhou muito a acao da peconha e do pico lll.

O padréo de leséo tecidual bem como a liberagdo de CK-MB causados pela
peconha, pelo pico Il e pelo pico IlI-3 se assemelharam muito aquilo visto com
PLA, miotoxicas de peconhas botrdpicas. Estes resultados, juntos com a massa
molecular da proteina do pico IlI-3 determinado por SDS-PAGE, indicam
fortemente que se trata de uma miotoxina, provavelmente uma bothropstoxina,
uma vez que as bothropstoxina-l e bothropstoxina-Il sdo as principais PLA:

miotoxicas desta pegonha.
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Figura 17. Acao do pico IlI-3 da peconha de B. jararacussu sobre o inotropismo
(A) e cronotropismo (B) atriais e a liberacdo de CK-MB (C) em atrio direito isolado
de rato. MédiatEPM, n=6. p<0,05 em relacao ao basal (#) e pico IlI-3 em relacao
ao pico Il (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer e teste tde Student).
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Figura 18. Alterac6es histolégicas causadas pela pegonha de B. jararacussu (B),

pico Il (C) e pico IlI-3 (D) comparado ao grupo controle (A). As setas indicam
rompimento e lesao do tecido cardiaco. Cortes longitudinais. Coloracao: HE.
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4.4 - Efeito dos antivenenos comerciais sobre as alteracoes causadas pela
peconha de B. jararacussu

Nestes experimentos, avaliamos a eficiéncia de neutralizacdo de dois
antivenenos comerciais disponiveis para o tratamento de envenenamento por B.
jararacussu em neutralizar a cardiotoxicidade da pegonha. Os antivenenos
utilizados foram o botrépico e o botropico/crotélico.

O antiveneno botrépico foi pré-incubado com a peconha de B. jararacussu
(0,2 mg/ml) por 1 h a 37°C e em seguida a mistura foi. Observou-se uma queda na
forca contratil semelhante ao da peconha sozinha até os 20 min de experimento
onde, a partir desse ponto, houve um aumento da contragéo que foi significativa a
partir dos 45 min até o final do experimento. Na freqiéncia atrial, o antiveneno
impediu a queda gradativa e mostrou uma protecéo significativa a partir dos 30
min (Fig. 19A,B).

O antiveneno botropico também foi adicionado ao atrio 1 min apds a adigéao
da peconha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) e este resultou em uma protecao
significativa a partir dos 30 min, com retorno da forga contratil préximo aos valores
basais por volta dos 45 min. Na freqUéncia atrial, o antiveneno se mostrou protetor
durante todo o experimento, tornando-se significativo a partir dos 20 min (Fig.
19C,D).

Em relacdo a liberacdo da enzima CK-MB, o antiveneno botropico foi capaz
de reduzir a liberagdo da CK-MB de modo significativo, tanto para o antiveneno
pré-incubado quanto para o antiveneno aplicado 1 minuto apdés a adicdo da
peconha ao banho (Fig. 20). Em concordancia com esses resultados, a analise

histolégica mostrou pouca ou nenhuma alteracdo na organizacao das fibras atriais
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apods incubacao com antiveneno, sugerindo uma protecao contra o efeito miotdxico

da peconha de B. jararacussu (Fig. 21).
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Figura 19. Acdo da peconha de B. jararacussu na presenga do antiveneno
botrépico (800 ul) sobre o inotropismo (A,C) e cronotropismo (B,D) atriais em atrio
direito isolado de rato. MédiaztEPM, n=6. p<0,05 em relagdo ao basal (#) e
antiveneno em relacao a peconha (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer).
p.i. = pré-incubacéo (V+AV). Em C e D, o antiveneno foi adicionado 1 min apds a

adicéo da peconha.
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Figura 20. A liberacdo da enzima CK-MB pela peconha de B. jararacussu na
presenca do antiveneno botrépico em atrio direito isolado de rato. MédiatEPM,

n=6. p<0,05 em relacdo ao basal (#) e antiveneno em relacdo a pegonha (*) (teste
tde Student).
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Figura 21. Alteragbes histologicas causadas pela pegonha de B. jararacussu na
presenca de antiveneno botropico adicionado diretamente a preparagdao (B) ou apéds
pré-incubacdo com antiveneno (C) comparado ao grupo controle (s6 antiveneno) (A).
Os asteriscos (*) indicam pequenos focos de lesao celular. Cortes longitudinais.

Coloracgao: HE.
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O antiveneno botrépico/crotdlico foi pré-incubado com a peconha de B.
jararacussu (0,2 mg/ml) por 1 h a 37°C e, em seguida, adicionada ao banho
conforme o protocolo descrito acima, apresentando uma queda na forga contratil
semelhante ao da peconha sozinha até os 20 min de experimento onde, a partir
desse ponto, houve um aumento da contracao que foi significativa a partir dos 45
min até o final do experimento. Na frequiéncia atrial, o antiveneno se mostrou
protetor durante o experimento e apresentou uma protecao significativa a partir
dos 45 min (Fig. 22A,B).

O antiveneno botrépico/crotalico também foi incubado com o atrio 1 min apo6s
a adicao da peconha de B. jararacussu (0,2 mg/ml) da mesma forma que o
antiveneno botrépico e, este, evitou a queda progressiva da forca contratil com
uma protecao significativa a partir dos 45 min. Na freqUéncia atrial o antiveneno
impediu a queda gradativa com uma protecao significativa somente aos 60 min
(Fig. 22C,D).

Em relagéo a liberagdo da enzima CK-MB, o antiveneno botropico/crotélico
foi capaz de reduzir a liberagdo da CK-MB de modo significativo, tanto no
protocolo de pré-incubacdo quanto para o antiveneno aplicado 1 minuto apds a
adicdo da pegonha ao banho (Fig. 23). Em concordancia com estes achados, a
analise histoldégica mostrou que a aplicacdo do antiveneno botrépico/crotalico em
ambos os protocolos protegeu o tecido muscular atrial contra dano pela peconha

(Fig. 24).
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Figura 22. Acdo da pegonha de B. jararacussu na presenca do antiveneno
botrépico/crotalico (800 pl) sobre o inotropismo (A,C) e cronotropismo (B,D) em
atrio direito isolado de rato. MédiatEPM, n=6. p<0,05 em relagdo ao basal (#) e
antiveneno em relacao a peconha (*) (ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer).
p.i. = pré-incubacao (V+AV). Em C e D, o antiveneno foi adicionado 1 min apds a

adicao da pegonha.
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Figura 23. Liberacdo de CK-MB pela peconha de B. jararacussu na presenca do
antiveneno botropico/crotalico em éatrio direito isolado de rato. MédiatEPM, n=6.

p<0,05 em relacao ao basal (#) e antiveneno em relagdo a pegonha (*) (teste tde
Student).
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Figura 24. Alteracdes histoldgicas causadas pela pegconha de B. jararacussu na
presenca de antiveneno botrdpico/crotalico adicionado diretamente a preparacao
(B) ou apds pré-incubagdo com antiveneno (C), comparado ao grupo controle (sé
antiveneno) (A). Os asteriscos (*) indicam pequenos focos de lesdo celular. Cortes

longitudinais. Coloracdo: HE.
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4.5 — Efeitos de diferentes antagonistas sobre as alterac6es causadas pela
peconha de B. jararacussu em atrio direito isolado de rato

A pré-incubacdo dos atrios com o0s antagonistas atropina, pirilamina,
propranolol, L-NAME e indometacina ndo alterou as respostas atriais a peconha
(dados nao mostrados). Porém, a pré-incubacdo com cimetidina, um antagonista
de receptor Ho de histamina, resultou em uma protecao significativa da queda da

frequéncia atrial aos 60 min, sem afetar a queda na forga contratil (Fig. 25).
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Figura 25. Efeito da cimetidina (10 uM) sobre as alteragdes na forca contratil (A)
e frequéncia atrial (B) de atrio direito isolado de rato incubado com peconha de B.
jararacussu (0,2 mg/ml). MédiatEPM, n=6. p<0,05 em relagdo a peconha (*)
(ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer).
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5 — DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a incubagéo da pegonha
de B. jararacussu com atrio direito isolado de rato resultou em um efeito bifasico
composto de um aumento transitério na contratilidade atrial logo no primeiro
minuto de experimento seguido de uma reducao progressiva a partir dos 5 minutos
nas maiores concentragdes, sem recuperacao até o final do experimento. Houve
também contratura muscular (aumento do tbnus basal e da linha base),
principalmente nas maiores concentracbes da peconha. Na freqiéncia atrial,
houve uma reducao gradativa apenas com a concentracao de 0,2 mg/ml. Fatehi-
Hassanabad e Fatehi (61) relataram que a peconha de Vipera libetina também
produziu um efeito bifasico transitério; neste caso, os autores concluiram que o
aumento no inotropismo transitorio estava relacionado a ativagdo dos receptores
B-adrenérgicos, enquanto que o inotropismo negativo estava relacionado a
atividade PLA, da peconha. Ja Alzahaby et al. (64), ao analisarem a peconha de
Cerastes vipera em atrios isolados de ratos, concluiram que o sistema adrenérgico
parecia ndo estar envolvido, mas sugeriram um possivel envolvimento dos canais
de Na".

A dialise da peconha nao afetou o perfil de acdo quando comparado a
peconha nao dialisada, o que sugere que substancias de baixa massa molecular
ndao estejam envolvidas nas alteragdes inotropicas e cronotrépicas. O dano
muscular causado pela pegonha dialisada foi similar aquela vista com a pegonha
ndo dialisada. Entretanto, a didlise atenuou a liberagdo de CK-MB de modo
semelhante a peconha nao dialisada estocada a 4°C por 24 h sugerindo que essa

diminuicdo possa ser resultado de perda de atividade enzimatica durante o
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periodo de incubacdo e nao pela didlise propriamente dita. No entanto, o
aquecimento da peconha aboliu completamente a redugdo no inotropismo e
cronotropismo, bem como a liberacdo de CK-MD e o dano tecidual, indicando que
a acao da peconha era mediada por enzimas presentes na peconha,
provavelmente proteases e PLA,.

O fracionamento da peconha de B. jararacussu por gel filtragao seguida por
troca idnica forneceu o pico IlI-3, que apresentou em atrio direito isolado de rato o
mesmo perfil de atividade observado com a peconha, tanto no inotropismo e
cronotropismo quanto na liberagdo de CK-MB e no dano tecidual. Estes achados
sugerem que este pico contém uma miotoxina PLAp, provavelmente uma
bothropstoxina. Esta conclusao foi reforcada pela massa molecular observada em
SDS-PAGE (dimero de ~28 KDa, monémero de ~14 KDa), semelhante a massa
dimérica e monomérica da maioria das PLA, miotéxicas botrépicas (66,67,68).
Considerando que as bothropstoxinas constituem as principais PLA, da peconha
de B. jararacussu (26,31), é provavel que as proteinas do pico IlI-3 correspondam
a estas toxinas. A observacao de que o pico Ill-3 reproduziu a miotoxicidade da
peconha esta de acordo com os achados da Oshima-Franco et al. (69) que
constataram que a BthTX-I também reproduziu a miotoxicidade da pegonha de B.
jararacussu em nervo frénico-diafragma isolado de camundongos. Embora outras
PLA. tenham sido caracterizadas da peconha de B. jararacussu, como as PLA;
acidas BthA-I-PLA, (30) e outras quatro (SIIISPIIA, SIISPIB, SIISPIIA e
SHISPIIIB) (32), estas ndo sdo miotoxica.

O inotropismo e o cronotropismo negativo da pegonha de B. jararacussu

provavelmente estdo relacionados a uma desestruturacdo da membrana celular
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das células atriais através da acao fosfolipasica da peconha. As PLA, miotéxicas
sao conhecidas por sua capacidade de desorganizar os fosfolipidios da membrana
celular, o que leva a um influxo descontrolado de Ca?* que, por sua vez, resulta na
ativagdo de vias proteoliticas intracelulares e em lesdo da célula muscular
(necrose) (70). De fato, alguns estudos ja demonstraram que as PLA; podem ser
cardiotdxicas. Assim, Santos et al. (62) observaram que a crotoxina, uma PLA;
isolada da peconha de Crotalus durissus terrificus (cascavel sul-americana),
diminuiu a forca contratil de coracao de cobaia, talvez devido a inibicao do influxo
de Ca®. Por outro lado, Gomes et al. (71) mostraram que a toxina CM55 da
peconha da cobra rei (Ophiophagus hannah) sem atividade PLA; foi cardiotéxica e
provocou um bloqueio irreversivel em atrio isolado de cobaia.

A forte contratura muscular (vista como uma subida na linha de base nas
contracbes mais altas) foi semelhante aquela observada com outras pegonhas e
toxinas ofidicas em coracdo isolado e atrio isolado (29,71,72,73,74,75,76) e
sugere aumento no influxo de Ca®*. Por outro lado, alguns estudos sugerem que
uma diminuicdo na contratilidade da musculatura cardiaca pode ser devido a uma
reducdo no influxo de Ca?* (77,78,79).

A extensa mionecrose vista histologicamente, e corroborada pelo aumento
na liberacdo de CK-MB (80), confirmou a presenca de lesdo tecidual. Esses
dados estdo de acordo com os encontrados por Sifuentes et al. (58) onde
coragdes isolados de rato perfundidos com a peconha de B. jararacussu
apresentaram um aumento na liberacdo de CK, sugerindo dano ao sarcolema. Os
nossos resultados também estdo de acordo com outros relatos mostrando que a

liberacdo de CK esta relacionada a dose de pegonha usada (81,82).
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A observacao de que a pré-incubagao dos atrios com diversos antagonistas
(atropina, propranolol, L-NAME e indometacina) nao alterou de forma significativa
as respostas a peconha, sugeriu que mediadores como acetilcolina,
catecolaminas, 6xido nitrico e produtos da via de ciclooxigenase nao estavam
envolvidos na acao da peconha. Outros estudos com peconhas diferentes também
tém investigado a participacdo destes mediadores nas respostas atriais. Assim,
por exemplo, Huang et al. (76) relataram que a acdo cardiaca da peg¢onha de
Ophiophagus hannah nao envolveu os sistemas colinérgico e adrenérgico mas era
provavelmente mediada pela PLA, da mesma. Alzahaby et al. (64) também
concluiram que nao havia participagcdo do sistema adrenérgico na acédo da
peconha de Cerastes vipera em atrios de rato mas que a ativacao de canais de
Na* era um fator importante. Ao contrario destes estudos, Fatehi-Hassanabad e
Fatehi (61) mostraram que a resposta atrial bifasica a peconha de Vipera libetina
envolvia ativagdo do sistema B-adrenérgico, sendo que o inotropismo negativa foi
atribuido a acao fosfolipasica da peconha. A auséncia de efeito da indometacina
sobre a acao da peconha de B. jararaccusu sugeriu que, apesar da diversidade de
PLA, presente nesta peconha (83) os produtos de ciclooxigenase, e.g.,
prostaglandinas, ndo estavam envolvidos. Esta conclusédo estd de acordo com o
mecanismo geral de lesdo a membrana proposta para miotoxinas botropicas
(29,70) e com estudos mostrando que a agao atrial de PLA, de outras peconhas
ndao estd necessariamente corrrelacionada a formacdo de produtos da
ciclooxigenase (84).

A excecgao entre os antagonistas foi a cimetidina, bloqueador de receptores

histaminérgicos H», que protegeu contra o cronotropismo negativo na fase tardia
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da incubacao. Esta protecdo € curiosa uma vez que a ativacao dos receptores Hp
normalmente produz cronotropismo positivo (85) e um aumento da forga contratil
(65), e o bloqueio dos receptores H, com ranitidina ou cimetidina tem sido
associado a bradicardia (86), i.e., respostas contrarias aquelas observadas aqui.
Nao temos uma explicacao para este fenbmeno no momento, mas ele parece néao
estar relacionado aos receptores Hy propriamente dito pelos motivos indicados
acima. Uma possivel explicagdo poderia ser a interacdo nao especifica entre
cimetidina e componentes da peconha ou mecanismos celulares responsaveis
pelas respostas a peconha, independemente do sistema histaminérgico. Por outro
lado, a auséncia de protecdo do inotropismo pela cimetidina pode ser um reflexo
do extenso dano causado pela peconha que mascararia qualquer efeito benéfico
do antagonista uma vez que ndo haveria fibras normais suficientes para permitir
uma recuperacao da forga contratil na presenca do antagonista.

A administragdo do antiveneno é o tratamento padrdo no envenenamento
botrépico e é capaz de reverter as manifestacdes sistémicas como a coagulopatia
(17) sem, porém, ter muita eficacia contra os efeitos locais como o edema,
hemorragia e necrose (1,16). Conforme demonstrado aqui, a pré-incubacdao com
antiveneno botrépico ou cotrdpico/crotalico ou a adicdo de antiveneno 1 min apos
0 inicio da incubagcado com pegonha protegeu os atrios contra a acao da pegonha
(reducao na contratilidade e freqiéncia) em intervalos >20 min, sem afetar o inicio
do dano (durante os primeiros 20 min de incubacgdo); a analise histologica
confirmou esta protecdo contra o dano induzida pela pegonha. Por outro lado, no
segundo destes protocolos, a adicdo de antiveneno em intervalos >2 min apés o

inicio da incubacdo com peconha nado protegeu contra os efeitos da peconha.
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Estes achados indicam que embora o antiveneno possa proteger contra o dano
atrial, o tempo de administragdo € importante, com o tratamento tardio oferecendo
pouca ou nenhuma protecdo, talvez por que na fase tardia de incubacdo as
toxinas estejam fortemente ligadas aos seus sitios de ligacdo (ndo podendo ser
deslocadas pelos anticorpos) ou por que se encontram em sitios inacessiveis ao
antiveneno. Por outro lado, a pouca protecao pode estar relacionada ao fato de
que na fase tardia de incubacdo os processos celulares envolvidos no dano
muscular ja tenham sido desencadeados e qualquer neutralizacdo de toxinas teria
pouca influéncia sobre o subseqiiente desenvolvimento do dano. Usando
preparacdes isoladas de nervo frénico-diafragma e extensor digitorum longus de
camundongos, Oshima-Franco et al. (69) também observaram que o antiveneno
botrépico protegeu parcialmente contra o dano causado pela peconha de B.
Jararacussu e a bothropstoxina I.

No inicio do século passado, Brazil (87,88,89) sugeriu que o
envenenamento por B. jararacussu compartilhou certas manifestacbes (por
exemplo, neurotoxicidade) com acidentes envolvendo a cascavel sulamericana, C.
d. terrificus, e que o uso do antiveneno botrépico/crotalico, ao invés do antiveneno
botrépico, poderia ser mais benéfico no tratamento de mordidas por B.
jararacussu. De fato, alguns estudos experimentais indicam que o antiveneno
botrépico/crotalico oferece mais protecdo contra a miotoxicidade, atividade
coagulante e letalidade da peconha de B. jararacussu que o antiveneno botrépico
(56). Além disso, tem sido demonstrada que o antisoro produzido contra crotoxina,
a principal neurotoxina da peconha de C. d. terrificus, é capaz de neutralizar o

bloqueio neuromuscular da peconha de B. jararacussu e da bothropstoxina-l em
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preparacées nervo frénico-diafragma de camundongo (69). Entretanto,
clinicamente, o antiveneno botrépico continua sendo amplamente usado para
envenenamentos por esta espécie (19). Conforme demonstrado aqui, ndo houve
diferenca marcante na protecdo oferecida pelo antiveneno botrdpico/crotalico
quando comparado ao antiveneno botrépico nos dois protocolos testados; de fato,
a reversao da perda de contratilidade observada com o botrdpico/crotalico foi até
menor que aquela observada com o antiveneno botropico quando adicionado 1
min apds a pegonha, e a protegao contra dano tecidual foi menos marcante. Estes
achados sugerem que, pelo menos neste caso, o antiveneno botrépico/crotalico

néo oferece vantagem em relagéo ao botropico.
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CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, concluimos que:

. A peconha de B. jararacussu (0,025 — 0,2 mg/ml) causa contratura do musculo

atrial, refletida em queda progressiva na forca contratil, especialmente nas
concentragbes maiores, acompanhada de redugdo na freqiéncia cardiaca na
concentragéo de 0,2 mg/ml.

A peconha causa lesdo no tecido atrial, evidenciada pela liberagdo de CK-MB e
alteragdes histoldgicas.

O pico llI-3 reproduz as alteragbes funcionais e morfologicas vistas com a
peconha. As caracteristicas bioguimicas da proteina deste pico sdo semelhantes
as da bothropstoxina.

As alteragdes funcionais e morfoldégicas produzidas pela peconha ndo séao
mediadas pelos sistemas adrenérgico, colinérgico ou histaminérgico, ou pelas vias

de ciclooxigenase ou 6xido nitrico sintase.

A pré-incubagéo de atrios com antiveneno ou a adi¢cdo de antiveneno 1 min apos a
aplicacédo de peconha protegeu contra o dano funcional e histolégico em intervalos
>20 min. Nao houve diferenga marcante entre a eficacia dos antivenenos botrdpico

e botrépico/crotalico.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1433-1, sobre "Avaliacdo dos efeitos da

peconha de Bothrops jararacussu sobre o coracao e atrio isolados de ratos"

sob a responsabilidade de Prof. Dr. Stephen Hyslop / Mariana Acedo Pitocco

Rodrigues esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-
UNICAMP em reuniao de 19 de dezembro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1433-1, entitled "Evaluation of the effect of

Bothrops jararacussu venom in the hearth and isolated atria in rats", is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on december 19, 2007.
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