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Estudo da Cardiotoxicidade das Peconhas de Serpentes Viperideas.
Hilmar Dias Ricardo
Orientador: Prof. Dr. Paulo A. Melo

Resumo da Tese apresentada ao Programa de Pdés-graduagcdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias (Farmacologia).

Investigamos a cardiotoxicidade dos venenos brutos das serpentes Agkistrodon
contortrix laticinctus, Bothrops asper, Bothrops atrox, Bothrops alternatus,
Bothrops insularis, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops
neuwiedi, Bothrops leucurus, Bothrops moojeni (10,0 ug/mL) em coracao de
rato isolado usando a preparacdo modificada de Langendorff e avaliacdo
macroscopica pelo cloridrato de trifenil tetrazdlio (TTC). A tensdo cardiaca e
eletrocardiograma (EKG) foram continuamente registrados. Todos 0s venenos
induziram significativos efeitos cardiotoxicos. Além disso, os venenos de
Bothrops jararacussu, Agkistrodon contortrix laticinctus, Bothrops leucurus e
Bothrops asper (2,5-10,0 ug/mL) induziu alteracdes concentracdo-dependentes
na pressao de perfuséo, frequéncia cardiaca e eletrocardiograma, levando a
fibrilacdo e parada cardiaca. Em 45 minutos, todos os venenos (10,0 pug/mL)
reduziram a tensdo do coracdo até 0% em relacdo ao controle. Além disso,
foram observados os aumentos da pressdo de perfusdo e do intervalo PR,
entretanto, ocorreu a diminuicdo da amplitude do complexo QRS e do ritmo
cardiaco. Finalmente, testou-se o efeito da heparina e enoxaparina na inibicdo
da cardiotoxicidade induzida por B. asper e veneno bruto B. jararacussu,
respectivamente. A adicdo de heparina diminuiu de uma forma dependente da
concentracdo (30,0-300,0 pg/mL) a cardiotoxicidade de veneno B. asper,
atingindo-se a inibicdo de 100% com 300,0 pg/mL. Por outro lado, a
enoxaparina (30,0-300,0 pg/mL) mostrou uma inibicAo dependente da
concentracdo, entretanto, parcial quando associado ao veneno de B.
jararacussu. Apés a perfusédo, os coracdes foram removidos do aparelho de
Langendorff e tiveram seus ventriculos cortados e corados com TTC a 1% para
mostrar areas lesadas. Os coragdes expostos a B. jararacussu, Agkistrodon
contortrix laticinctus, B. leucurus e B. asper por 60 min. mostraram
significativas areas de lesdo. A heparina foi capaz de antagonizar o
aparecimento de tais areas de lesdo em coracdes expostos a B. asper.

Palavras-chave: heparina, enoxaparina, cardiotoxicidade, venenos de
serpentes, toxinas.
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Abstract of the thesis submitted to the Postgraduate Program of Pharmacology
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of Doctor of Science (Pharmacology).

We investigated the cardiotoxicity of the crude venoms of snakes Agkistrodon
contortrix laticinctus, Bothrops asper, B. atrox, B. alternatus, B. insularis, B.
jararaca, B. jararacussu, B. neuwiedi, B. leucurus, B. moojeni (10.0 pg/mL) in
isolated rat heart using the modified Langendorff preparation and macroscopic
evaluation by the triphenyl tetrazolium hydrochloride (TTC). Heart tension and
electrocardiogram (EKG) were continuously recorded. All venoms induced
significant cardiotoxic effects. Moreover, the venoms of B. jararacussu,
Agkistrodon contortrix laticinctus, B. leucurus and B. asper (2.5-10.0 pg/mL)
induced concentration-dependent changes in perfusion pressure, heart rate and
EKG, leading to fibrillation and cardiac arrest. In 45 minutes, all venoms (10.0
pug/mL) reduced the heart tension to 0% of control, increased perfusion pressure
and altered EKG waves, increasing the PR interval and decreasing the
amplitude of the QRS complex and the heart rate. Finally, we tested the effect
of heparin and enoxaparin in the inhibition of the cardiotoxicity induced by B.
asper and B. jararacussu crude venoms, respectively. The addition of heparin
decreased in a concentration-dependent way (30.0-300.0 pg/mL) the
cardiotoxicity of B. asper venom, reaching up to 100% of inhibition with 300.0
pg/mL. On the other hand, enoxaparin (30.0-300.0 pg/mL) showed a patrtial
concentration-dependent inhibition of B. jararacussu venom. After perfusion the
hearts were removed from the Langendorff apparatus and had their ventricles
sliced and stained with 1% TTC to show the infarcted areas. Hearts exposed to
B. jararacussu, Agkistrodon contortrix laticinctus, B. leucurus and B. asper for
60 min. showed significant damaged areas. Heparin was able to antagonize the
appearance of such damaged areas in B. asper-exposed hearts.

Keywords: heparin, enoxaparin, cardiotoxicity, snake venoms, toxins.
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INTRODUCAO

SERPENTES PECONHENTAS

As serpentes, especialmente aguelas que séo venenosas, sao motivo de
medo e fascinio para muitas pessoas. Na verdade, a relacdo entre os seres
humanos e as serpentes venenosas parece ter influenciado o nosso passado
evolutivo. Alguns pesquisadores supdem que a ameaca de serpentes
peconhentas levou ao refinamento de habilidades neuroldgicas em antropoides
iniciais (Isbell, 2006), entdo algumas destas serpentes podem ter contribuido
para nossa evolucdo. Animais peconhentos sao definidos como aqueles que
injetam toxinas em outros animais, por meio de "ferrdes, espinhas, ou dentes"
(Greene, 1997). As serpentes venenosas tém sido tradicionalmente divididas
em dois grupos principais, elapideas e viperideas, definidas pelo tipo de presas
gue a serpente tem para a inoculacdo do veneno. Elapideas séo caracterizadas
por presas relativamente imoveis e compreendem cerca de 330 espécies,
incluindo as cobras, mambas, seakraits e cobras coral. Em contraste,
viperideas tém presas altamente moveis que se dobram contra o céu da boca
gquando ndo estdo em uso. Cascaveis e viboras estdo entre as quase 230
representantes desse grupo (Greene, 1997). Um trabalho sugere que a
organizacdo de serpentes venenosas pode ser muito mais complexa, pois ha
algumas espécies de colubrideos venenosos (um grupo de serpentes que sdo
na sua maior parte ndo venenosa) e um terceiro grupo distinto de serpentes
venenosas para além da elapideas e viboras: o atractaspidideas ou serpentes
Stilleto (Greene, 1997; Jackson, 2003). Tradicionalmente, as serpentes eram

vistas como sendo uma espécie evoluida dos lagartos, e suas adaptacdes



especializadas para capturar a presa, tais como grampos flexiveis e sistemas
de distribuicdo de veneno, tém sido reconhecidas como caracteristicas
importantes que contribuem para a sua radiagdo em meados dos anos
Cenozoicos (Savitzky, 1980). Um grande problema para o estudo da evolucao
da serpente tem sido a falta de informacgé&o sélida sobre filogenia de serpentes
(Jackson, 2003). Por exemplo, em relacdo aos trés grandes grupos (viperideas,
atractaspidieas e elapideas) acreditavam se em uma origem comum em
relacdo aos sistemas de distribuicdo de veneno e a localizagdo das presas na
frente. Agora, entretanto, acredita se em evolucdo de forma independente

(Jackson, 2003).

O trabalho mais recente sobre a origem do veneno em répteis foca as
toxinas em si, que ao longo do tempo foram recrutados a partir de proteinas do
corpo e tornou-se incorporado aos sistemas de veneno da serpente (Fry e
Wuster, 2004). Estudos moleculares sugerem que o0s sistemas de veneno
evoluiram nos animais ancestrais que, eventualmente, deram origem a alguns
grupos avancados de lagartos (iguanas, monitores e helodermas) e todas as
serpentes (Fry e Wuster, 2004; Fry et al, 2005). Por exemplo, evidéncias
mostram que animais como a cobra do milho "ndo venenosa" (Elaphe guttata)
sao derivados de ancestrais venenosos, mas perderam grande parte da
funcionalidade de suas glandulas de veneno, devido ao desenvolvimento de
métodos como a captura de presas através da constricdo (Fry et al., 2008). Se
esta nova perspectiva filogénica de réptil associado ao veneno € correta,
aproximadamente 58% de todos os squamates (escamados-4.600 de 7.900

espécies existentes) descendem do clado veneno (fig. 1) (Fry et al., 2005).

Além de fundamentalmente refazer nossa compreensdo sobre a evolugédo de



venenos de serpentes, esses estudos também sugerem que muitas serpentes
tradicionalmente consideradas como nao venenosas podem ser promissoras

para estudos sobre toxinas (Fry e Wuster, 2004; Fry et al., 2005;. Fry et al.,

2008).
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Desenvolvimento Relativo glandular e tempo de recrutamento toxina eventos
mapeados sobre a filogenia répteis Squamata (escamados). Glandulas
mucosecretoras sdao de cor azul, a forma ancestral da glandula secretora de
proteinas (serial, lobular e ndao compostos) vermelho, a forma, complexa
derivada da glandula de veneno de serpente-superior (composto, encapsulados
e com um lumen) Magenta, e a forma, complexo derivado do mandibular
anguimorfa glandula de veneno (composto, encapsulados e com um Ilumen) de
laranja. 3FTx, trés dedos-toxinas; ADAM, uma desintegrina e metaloproteinase;
CNP-BPP, peptideo-c natriurético tipo-bradicinina potencializando peptideo;
CVF, cobra venom factor; NGF, fator de crescimento do nervo; VEGF, o fator de
crescimento endotelial vascular.

Figura 1: Desenvolvimento glandular na filogenia dos répteis escamosos. Fonte:
Fry et al., 2006.



A evolugdo das toxinas no veneno de serpentes esta intimamente relacionada
com o desenvolvimento de dentes, esses sé&o especializados em oferecer
essas toxinas. Apesar da estreita associacdo de presas com a entrega de
veneno, pesquisas sugerem que as presas ancestrais foram realmente
utilizadas para auxiliar na degluticio da presa em vez de injetar veneno
(Kardong, 1979). Os dentes maiores derivados da maxila posterior teriam sido
Uteis para forcar para baixo as presas de serpentes ancestrais, assim como
eles sdo para as cobras modernas dos géneros Xenodon e Heterodon
(Kardong, 1979). Nesses dentes primitivos abriram poros através do quais
secrecbes das glandulas orais poderiam entrar na presa, dessa maneira,
preparando o palco para o desenvolvimento de viboras e elapideas (Kardong,
1979). Esta teoria baseia-se na suposicdo de que as presas da frente das
serpentes foram obtidas a partir de dentes dilatados da regido posterior da
boca. Trabalhos recentes com embribes serpentes indicam que este €
realmente 0 caso como "as presas frontais desenvolveram se a partir da
extremidade posterior do maxilar superior”, sugerindo sua homologia com os

dentes posteriores (Fig. 2) (Vonk et al., 2008).
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Figura 2: posicdo das presas em relacdo aos grupos de serpentes e a

microscopia eletrdnica das presas e seus orificios por onde o0 veneno sai. Fonte:

Vonk et al., 2008.

OS VENENOS OFIDICOS: COMPOSICAO E EFEITOS

2,5 milhdes de pessoas empeconhadas anualmente, dos quais, cerca de
100.000 dos casos sao fatais, com a grande maioria ocorrida em areas rurais

nos tropicos (fig.3).
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Figura 3: Distribuicdo global empeconhamento de serpente. Fonte: Gutiérrez et al.,

2010.

As serpentes peconhentas sdo encontradas em quase todo o mundo
(incluindo oceanos), com excecgdo de algumas ilhas, ambientes de alta latitude

e altitudes elevadas (World Health Organization, 2007; fig.4).

Woarld distribution of
snakes (suborder Serpentes)

[] Sea snakes
I Terrestrial snakes

Figura 4: Distribuicdo global das principais grupos de serpente. Fonte: Kasturirate A et

al. 2008.



Os envenenamentos e mortes resultantes de empeconhamento, no
entanto, sdo particularmente importantes na saude publica principalmente nas
regides rurais. As populacdes dessas regides tém experimentado uma alta taxa
de morbidade e mortalidade devido ao acesso precario aos servicos de saude,
gue muitas vezes sao subutilizados, e, em alguns casos, a escassez de soro
antiofidico, que é o Unico tratamento especifico na atualidade. Um grande
namero de vitimas sobrevive com sequelas fisicas permanentes, devido a
necrose do tecido local e sequelas psicoldgicas. A maioria das vitimas sdo
jovens (HANSDAK et al.,1998), e o impacto econdmico da sua deficiéncia é
consideravel. Apesar da dimensdo dos seus efeitos sobre as populacdes, o
empeconhamento por serpentes ainda ndo recebeu a atencao que merece das
autoridades nacionais e internacionais de saude, e somente no inicio de 2009
foi categorizada como uma doenca tropical negligenciada. Desde o inicio do
século XX, entretanto, o pesquisador Vital Brazil descreveu quatro géneros de
serpentes de interesse médico em nosso pais: Bothrops (jararaca, jararacussu,
urutu, caicaca), Crotalus (cascavel), Lachesis (surucucu pico-de-jaca) e
Micrurus (coral). Elas estdo adaptadas ao clima tropical de nosso pais e podem
ser encontradas nas diferentes regides do Brasil (Rosenfeld, 1971; Vital Brazil,
1984; MS/FUNASA, 1998). Os venenos de serpentes do género Bothrops
induzem extenso dano tecidual local, com edema, hemorragia e necrose, assim
como efeitos sistémicos como disturbios da hemostasia, insuficiéncia renal
aguda, disfuncdes pulmonar e cardiaca (Rosenfeld, 1971; Gutiérrez e Lomonte,

1989; Fan e Cardoso, 1995; MS/FUNASA, 1998; Agarwal, 2007; fig.5).
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Dor severa Shock severo
Respiratorio
Dificuldade de respirar Muscular
Local da empegonhamento Perda de cordenacdo
Fraqueza
Sangramento 3 ; "
miofasciculagées
Marcas das presas
Palidez
Ardéncia —
edema Gastrico
; Nausea
Outros locais da Pele Vomito
Petéquias sl
Formigamento lr.'tes-tma
Sudorese Diarréia

Figura 5: Sintomas gerais de empeg¢onhamento.
Fonte: http://www.answers.com/topic/snakebite

Estes efeitos resultam da acdo complexa de varias enzimas
(especialmente fosfolipases A, e proteases), peptideos e toxinas de menor
peso molecular, como as miotoxinas (Gutiérrez e Lomonte, 1995), presentes
nestes venenos. Quando estes venenos penetram nos tecidos podem ser
observadas diversas manifestacbes, que irdo depender da quantidade,
composicéo e tecido alvo. O tipo e a quantidade de toxinas em cada veneno
variam entre as espécies, podendo ocorrer ainda variacdes dentro da propria

espécie. Do perfil do veneno depende sua letalidade, geralmente sendo mais



letais aqueles que contém neurotoxinas e cardiotoxinas, componentes que
afetam especialmente o sistema nervoso e cardiovascular. Seus principios
ativos sdo proteinas, com estrutura, ponto isoelétrico e peso molecular variavel,
e peptideos farmacologicamente ativos (Mebs e Ownby, 1990; Tu et al., 1996;
Andrido-Escarso et al., 2000). Alteracdes sistémicas ou locais decorrentes da
acdo do veneno podem ocorrer no organismo atingido. Muitas proteinas tém
atividade enzimatica, dentre as quais se destacam as atividades proteoliticas,
fosfolipasica, colagenasica e hialuronidasica. Provavelmente, é essa Ultima
acado que proporciona a melhor difusdo do veneno nos tecidos, contribuindo
para a extensdo dos efeitos. De forma paralela, se inicia intensa resposta
inflamatoria e alteracdes da atividade plaquetaria (Vital 1984; Kamiguti et al.,
1986; Zingali et al., 1990; Fuly et al., 1997). Muitas destas toxinas sao agentes
citotoxicos, cujos efeitos se devem na maior parte a fosfolipases A, (FLA),
atividade proteolitica ou mesmos aos policationtes que atuam em componentes
da membrana celular (Mebs e Ownby, 1990; Harris e Franson, 1991; Fletcher
et al., 1997; Fuly et al., 2000; Fuly et al., 2003; Gutiérrez e Ownby, 2003; Melo
et al., 2004). Assim, componentes ativos citotoxicos e enzimaticos, 0s quais
sdo comparados com outras miotoxinas ou cardiotoxinas de venenos de
elapideos e crotalideos, podem ser agrupados aqui. (Gutiérrez et al., 1991,
2003; Cintra et al., 1993; Andrido-Escarso et al., 2000; Gutiérrez e Ownby,

2003; Wermelinger et al., 2005).



4%

7
B jararaca -

BRAZIL

Ratrx
CACHCA (i amazinia Bmoofeni

calgaca

B jararacussu
jararacucu

Berythromelas
jararaca da seca

Ralternatus
Bonewwied( urotl, cruzeira

Jararaca pintada

Figura 6: Distribuicdo das serpentes nos EUA, América central e Brasil. Fonte:

http://www.sestr.com.br/2012/02/como-prevenir-acidentes-com-cobras.

O envenenamento por Bothrops jararacussu causa sintomas similares
aos de outras espécies com énfase em efeitos agudos como hemorragia,
edema e necrose. Observagfes experimentais tém demonstrado que o choque

cardiovascular € uma causa comum de morte ap0s empegconhamento por
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Bothrops (Rosenfeld, 1971; Milani et al., 1997; Ribeiro et al., 1998). Homsi-
Brandeburgo e colaboradores (1988) isolaram e caracterizaram algumas
proteinas ativas do veneno de B. jararacussu e mostraram que as
bothropstoxinas-l e 1l (BthTX-l e |Il) sdo o0s principais componentes
responsaveis pela miotoxicidade. Ambas miotoxinas ja foram sequenciadas e
caracterizadas como Lys49 e Asp49 (FLA)), respectivamente (Cintra et al.,
1993; Pereira et al., 1998). A BthTX-l é proteina de cadeia simples e sua
sequéncia de aminoéacidos apresenta na posicdo 49 substituicdo do acido
aspartico (Asp49) pela lisina (Lys49) alterando sua atividade catalitica (Cintra et
al. 1993). A BthTX-ll que apresenta residuo Asp49 tem efeitos miotoxico,
anticoagulante, e demonstrou ter atividade catalitica FLA2 e sequéncia de
aminoé&cidos conservada comparando-se com a BthTX-I (Gutierrez et al., 1991,

Pereira et al., 1998).

A Agkistrodon contortrix laticinctus (copperhead) é uma serpente
conhecida na regido (fig.6) entre oeste de Texas e fronteira sul de Kansas e do
Oklahoma nos EUA (Wright, 1957). Nessa serpente tem a miotoxina (AcIMT-
Agkistrodon contortrix laticinctus miotoxin) do tipo Lys49 FLA, (Johnson e
Ownby, 1993). Essa toxina tem mostrado efeito na musculatura lisa, através de
um mecanismo regulado, pelo menos em parte, por o aumento de calcio

citosolico (Leite et al., 2004).

Um espécime que habita a América Central, mais pronunciadamente na
Costa Rica, € a B. asper. Essa serpente produz um veneno que € mais
hemorragico e miotdéxico do que espécimes da vertente do Pacifico, que
apresentam maior atividade proteolitica (Gutierrez et al., 1980). Analises

prote6bmicas revelaram a presenca de proteinas pertencentes a pelo menos
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oito familias do veneno de B. asper: metaloproteinase (41-44%), fosfolipase A2
(29-45%), a serina protease (4-18%), oxidase L-aminoacido (5-9%),
desintegrina (1-2%), lectina semelhante ao tipo-c (0,5%), proteina secretora
rica em cisteina (CRISP) (0,1%) e DC-fragmento (<0,1%) (Alape-Giro ‘et al.,

2008).

A serpente Bothrops alternatus (urutu ou lancehead) tem uma ampla
distribuicdo na América do Sul, além de todo sudeste e sul do Brasil, Uruguai,
norte e centro da Argentina, e leste do Paraguai (Campbell et al., 2004). Essa
espécie de serpente € uma importante causa de empeconhamento, e seu
envenenamento produz eventos locais (dor, edema, hemorragia e necrose) e
sistémicos (sangramento coagulopatia, sistémica e renal falha) manifestacoes
semelhante as de outras espécies do género Bothrops (Bauab et al., 1994). Os
componentes do veneno que podem contribuir para esses efeitos locais e
sistémicos incluem enzimas coagulantes, metaloproteinases, desintegrina,
FLA,, enzima oxidase L-aminoacido (LAO) e fosfodiesterases (Ohler et al.,
2010, Cardoso et al., 2010). Considerando que a composi¢cdo bioquimica e
acOes locais do veneno de B. alternatus sdo bem conhecidas, as alteracdes
sistémicas foram menos estudadas, apesar de ter sido demonstrado que este
veneno causa disfungéo renal em ratos (Mello et al., 2010, Linardi et al., 2011).

A serpente B. insularis € uma espécie endémica da jararaca restrita a
ilha de Queimada Grande, uma ilha rochosa 40 milhas ao largo da costa
sudeste do Brasil (Amaral, 1924). Em contraste com as espécies de Bothrops
gue vivem no continente, a B. insularis se alimenta principalmente de aves (que
sdo abundantes nessa ilha) e ndo de roedores. Como resultado, essa espécie

€ muito mais arborea do que os membros continentais do género. A B. insularis
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€ hermafrodita, com uma tendéncia para a extingdo dos machos (Amaral, 1918,
1919, 1924). Nao ha registro de envenenamento humano por B. insularis e
pouco se sabe sobre a composi¢do do veneno desta espécie (Hofling et al.,

2001).

A Bothrops jararaca é encontrada no sul do Brasil, nordeste do Paraguai
e norte da Argentina (Misiones) (McDiarmid et al., 1999). A Jararagina é uma
toxina hemorragica de Bothrops jararaca (Paine et al., 1992), e um dos
principais componentes do veneno responsaveis pela intensa hemorragia,
frequentemente observada em humanos envenenados. Essa € uma enzima
proteolitica e soltvel relacionada com os membros das desintegrinas. Essa
metaloproteinase de mamifero pertence a familia ADAM, o qual compreende
proteinas que contenham um dominio metaloproteinase e um dominio rico em

cisteina (Blobel et al., 1997).

A serpente Bothrops leucurus tem uma limitada distribuicdo e €
encontrada em éareas de Mata Atlantica do Nordeste do Brasil, incluindo os
Estados do Ceara e da Bahia até o Espirito Santo no sudeste. O veneno de B.
leucurus ndo foi estudado em tanto detalhe. Os efeitos bioldgicos, devido ao
envenenamento tém perfil similar ao observado em outros Bothrops, como por
exemplo, atividade coagulante, hemorragica, fibrinolitica, e capacidade de

induzir faléncia renal in vivo (Sanchez et al., 1992).

A Bothrops moojeni (Caicaca) € uma espécie de serpente que sofre com
alteracdo e fragmentacdo de habitat (Rodrigues, 2005). Essa € amplamente
distribuida na Regido Centro-Oeste do Brasil e em regibes vizinhas da

Argentina e do Paraguai (Nogueira et al., 2003). Ela € bastante comum no
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Brasil e uma das maiores responsaveis por acidentes ofidicos em algumas
regibes como Brasilia e Triangulo Mineiro (Marques; Sazima, 2003; Silva et al.,
2003). Apesar de ser uma espécie com grande importancia na area da saude,
ndo existem estudos que caracterizem variabilidade genética e divergéncia
genética nesta espécie, bem como em nenhuma das 38 espécies do género
Bothrops. O veneno da Bothrops moojeni (bem como de outras serpentes
peconhentas) € uma mistura complexa de proteinas com atividade biolégica.
As miotoxina-1 e-ll (MjTX-I e-ll) foram purificadas de Bothrops moojeni sendo
homélogas as Lys49-FLA, (Lomonte et al, 1990, Soares et al, 1998, 2000,

2004).

A Bothrops neuwiedi é encontrada na América do Sul a leste dos Andes,
incluindo o Brasil (sul do Maranh&o, Piaui, Ceara, Bahia, Goias, Mato Grosso,
uma populacao isolada no Amazonas, Rondbnia e todos os estados do sul),
Bolivia, Paraguai, Argentina (Catamarca, Cérdoba, Corrientes, Chaco, Entre
Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Salta, San
Juan, San Luis, Santa Fé, Santiago del Estero e Tucuman) e Uruguai.
(McDiarmid et al., 1999). A neuwiedase, isolada a partir de veneno de Bothrops
neuwiedi (Rodrigues et al., 2001), e a jararagina, isolada a partir de veneno de
Bothrops jararaca (Paine et al. 1992), respectivamente, representam Pl (classe
mais simples de enzimas que contém apenas um dominio metaloproteinase) e
P-lIl (classe de glicoproteinas que interferem na adesao célula-matriz, célula-
célula e sinalizacdo celular) SVMPs (snake venom metalloproteinases).
Neuwiedase, uma metaloproteinase de 22kDa, é capaz de degradar o
fibrinogénio, fibrina, coladgeno do tipo I, fibronectina, laminina e induzir reacao

inflamatdria. Quando, entretanto, injetado via intradérmica a neuwiedase nao
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induziu atividade hemorragica em camundongo, mas provocou hemorragia
quando aplicada sobre o mdsculo cremasterde rato em ensaio de
microscopia intravital (Rodrigues et al., 2000; 2001). A neuwiedase também

induz uma reacéo miotoxica em ratos (Rodrigues et al., 2001).

Na Amazonia brasileira, Bothrops atrox (comumente conhecido como
cabeca de lanca da Amazbnia) é a vibora mais envolvidas no
empeconhamento humano por serpentes. Lopez-Lozano (2002) relata que
mais de 90% dos pacientes empeconhados que procuraram atendimento no
Instituto de Medicina Tropical (IMT - Manaus-AM) foram vitimas dessa espécie.
As estatisticas disponiveis da Amazonia sdo subestimadas em geral, porque
muitas vitimas ndo conseguem chegar a um hospital antes de morrer. Os
efeitos locais induzidos por veneno de B. atrox sdo considerados da maior
importancia clinica (Furtado et al.,, 1991) e caracterizam-se, como outros
venenos de Bothrops, por grave leséo do tecido, incluindo mionecrose, bolhas
e hemorragia, bem como uma resposta inflamatoria notavel que inclui dor,
inchaco, eritema, equimoses e infiltragcdo de leucdcitos (Borges et al, 1999,
Barros et al., 1998; Petretski et al., 2000; Otero et al., 1997; Moreira et al.,
2012). Nenhum dos efeitos sdo antagonizados pelo soro especifico para o
género Bothrops (Avila-Aguero et al., 2001), e pouco se sabe sobre os
mecanismos que desencadeiam os efeitos locais desse veneno. Alguns
autores atribuem estes efeitos para as principais toxinas destes venenos, tais
como as metaloproteinases, FLA, e serino proteases (Nufiez et al., 2009;
Calvete et al., 2011). Os eventos locais inflamatérios causados pelo veneno
sdo resultado da sintese e libertacdo de uma variedade de mediadores

lipidicos, eicosanoides (Moreira et al., 2012) e mediadores proteicos, tais como
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citocinas e quimiocinas (Barros et al., 1998; Escocard et al., 2006; Moreira et
al., 2012), bem como os produtos de ativagdo enzimatica de Vvarios sistemas
tais como o sistema complemento, cascata de coagulacao, sistema fibrinolitico
e sistema das cininas (Stocker e Barlow, 1976; Rodrigues et al. 2004, Cintra et
al, 2012). No entanto, até o momento poucos estudos tém investigado o papel
das moléculas-chave envolvidas nas vias de sinalizagdo intracelular
responsaveis pela regulacdo e sintese destes mediadores inflamatérios em

resposta ao veneno de serpentes do género Bothrops.

CARDIOTOXICIDADE DOS VENENOS DE SERPENTES DO GENERO

BOTHROPS

Até recentemente ndo havia sido demonstrada atividade cardiotoxica para
peconhas de serpentes do género Bothrops, pois sempre se valorizou 0s
aspectos das lesdes locais necrotizantes e os distirbios da hemostasia.
Sifuentes (2006) realizou seu trabalho de dissertacdo de mestrado em nosso
laboratério e investigou a cardiotoxicidade do veneno bruto de B. jararacussu,
onde se avaliou principalmente o efeito na pressdo arterial em ratos
anestesiados, a tensdo desenvolvida em coracdo isolado e o antagonismo
destes efeitos pela suramina. Nesse estudo observou-se que a suramina
protege os coracles de ratos dos efeitos cardiodepressores do veneno de B.
jararacussu. Comparando-se este estudo com outros da literatura pode-se
depreender que as cardiotoxinas (CTX) de diferentes venenos de serpentes até
agui descritas, sado toxinas béasicas de baixa massa molecular
(aproximadamente 6,5 kDa), apresentando amplo espectro de atividades

bioldgicas. Surpreendentemente, pouco € conhecido a respeito do efeito

induzido por venenos de serpentes do género de Bothrops e suas principais
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toxinas em coragOes isolados e substancias com capacidade de antagonizar
esses efeitos. Além disso, os mecanismos indutores da cardiotoxicidade por
esses agentes ainda sdo obscuros. Estudos com toxinas de serpentes de
outras familias diferentes revelam que estas induzem parada cardiaca, além de
suas habilidades de induzir severa inflamacao e necrose (Chang, 1993; Ownby
et al., 1993; Harvey, 2006). Nao se conhecem os mecanismos pelos quais elas
inibem a contratilidade das células miocardicas ou promovem sua completa
destruicdo (Harvey, 1991; Fletcher e Jiang, 1993; Harvey, 2006; Sifuentes et al.
2008). Tenta-se estabelecer um paralelo com os efeitos observados por certas
miotoxinas em preparacdes isoladas com cardiotoxicidade, porém ainda néao se
pode afirmar como elas induzem tao rapidamente a depressédo da disfuncao
celular (Ownby et al.,, 1999; Silveira et al., 2004; Sifuentes et al. 2008;
Montecucco et al., 2008). Varios venenos de serpentes das familias Crotalidea,
Elapidae e Hydrophiidae, que apresentam atividade fosfolipasica, sédo
citotéxicos e cardiotéxicos (Ownby et al.,, 1993; Melo e Ownby, 1999;
Montecucco et al., 2008). Contudo, o papel das CTX e/ou FLA; na
cardiotoxicidade e miotoxicidade mantém-se praticamente inexplorado,
particularmente o possivel efeito sinérgico complexo das moléculas (Dufton e
Hider, 1991; Montecucco et al., 2008). A dificuldade na identificacdo do alvo
primario das CTXs e no entendimento da agdo nao enziméatica das FLA, faz
com que se tenha lento progresso no estudo destas enzimas. Da mesma
forma, o veneno de B. jararacussu tem sido estudado desde o inicio do século
XX, porém a atividade cardiotoxica, manteve-se inexplorada, assim como
substancias que possam neutralizar esta atividade (Sifuentes et al., 2008).

Expandimos o estudo da cardiotoxicidade do veneno de B. jararacussu e

17



também testamos outras peconhas deste género. Nossos resultados
mostraram que elas inibem a tensdo cardiaca (Ricardo, 2008). Em especial
pudemos observar significativa alteracdo do sistema de conducédo cardiaco e
reducdo da amplitude do EKG. Além do estudo com a pecgonha bruta os
experimentos com as miotoxinas BthTX | e I, revelaram serem distintas as
manifestagbes de suas cardiotoxicidades. A BthTX | induz depresséo,
aparecimento de contratura e dissociacdo eletromecéanica, enquanto que a
BthTX Il produz depressédo e vasta leséo tecidual. Tanto o efeito da pegonha
bruta como das toxinas isoladas foram inibidas de forma significativa pela
heparina. Os dados por nés obtidos e observacdes anteriores indicam que 0s
polianiontes como a suramina e a heparina podem ser importante ferramenta
para se neutralizar as miotoxinas e cardiotoxinas presentes nos venenos de
serpentes (Melo e Ownby, 1999; Arruda et al., 2002; Calil-Elias et al., 2002 a, b;
Murakami et al.,, 2005; Sifuentes et al., 2008). Somado aos efeitos dos
antagonistas, chamou-nos a atencdo, e temos particular interesse sobre o
mecanismo indutor de cardiotoxicidade produzido pelas toxinas, tempo e

peconhas de serpentes crotalideas do género Bothrops.

POLIANIONTES E A NEUTRALIZACAO DE VENENOS OFIDICOS

7

A heparina é um polissacarideo sulfatado (fig.7) muito utilizado na préatica
clinica como anticoagulante, e tem sido investigada em diferentes atividades. A
heparina é capaz de se ligar a diversas proteinas e esta propriedade tem sido
usada também na purificacdo de proteinas pela cromatografia por afinidade,
sugerindo que tais experimentos poderiam contribuir para estudos da interacao
da heparina com a proteina em estudo (Conrad, 1998). Dentre as proteinas

gue se ligam a heparina com afinidade variavel, cita-se fatores de crescimentos
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(Ruoslathi et al., 1991), anti-trombina 1ll, FLA, (Lomonte et al., 1994; Sartipy et
al., 1996). A demonstracao da neutralizagdo pela heparina da cardiotoxina A3
que é importante componente do veneno de Naja naja atra, com atividade
seletiva de lise celular, € mais um indicativo dessa interacdo (Patel et al.,
1997). Observagbes prévias mostram que a heparina e outros polianiontes
poderiam se ligar e neutralizar cardiotoxinas ou os efeitos miotdxicos da FLA,
bem como a atividade proteolitica do veneno de B. jararacussu (Melo et al.,
1993; Patel et al., 1997; Calil-Elias et al., 2002 a, b; Murakami et al., 2005,
2007). A neutralizacdo da miotoxicidade foi investigada in vitro e in vivo e
observou-se que a heparina reduz a mionecrose induzida por venenos
crotalideos, FLA2 e miotoxinas isoladas de serpentes da América do Norte
(Melo e Ownby, 1999), Central (Lomonte et al., 1994) e do Sul (Melo e Suarez-
Kurtz, 1988; Melo et al., 1993; Calil-Elias et al., 2002 a, b). Heparinas de
diferentes massas moleculares mostraram-se ativas neutralizando a atividade
miotdxica in vitro e in vivo (Melo et al., 1993; Calil-Elias et al., 2002 a, b). Elas
ndo somente diminuiram a lesdo celular como também promoveram melhor

regeneracado do tecido muscular apés lesdo por veneno de B. jararacussu

(Calil-Elias et al. 2002 a, b).

Figura 7: Representacao Estrutural de Dois Polianions.
i foo ?T?fi Heparina um polissacarideo polianidnico sulfatado pertencente a
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Enoxaparina

uma 2-N, 6-O-dissulfo-D-glucosamina na extremidade redutora
da cadeia. Cerca de 20% (variando entre 15% e 25%) da estrutura
de enoxaparina contém um derivado de 1,6-anidro na

extremidade redutora da cadeia de polissacarido.

Fonte: http://es.wikipedia.org/wiki/Enoxaparina_s%C3%B3dica
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O CORACAO

O coracao é o unico 6rgao que nos mamiferos esta localizado no centro do
térax e pode ser visto como duas bombas separadas: um coracdo direito que
bombeia o0 sangue através dos pulmdes, e um coracdo esquerdo esse bombeia
0 sangue através dos orgaos periféricos. Cada um destes coracdes € bomba
pulséatil de duas camaras composta de um atrio e de um ventriculo. Existem
mecanismos especiais no coracdo que causam uma sucessao continuada de
contracdes denominada ritmicidade cardiaca, transmitindo potenciais de acao
por todo o tecido muscular do coracdo causando a batida ritmica do coracao

(Guyton, 2006).
O MUSCULO CARDIACO- O POTENCIAL DE ACAO CARDIACO

O coracdo € composto principalmente por trés tipos de musculo cardiacos:
muasculo atrial, musculo ventricular, e fibras musculares especializadas na
excitacdo e conducdo. Os musculos do tipo atrial e ventricular contraem da
mesma maneira que o0 musculo esquelético, exceto que a duracdo da
contracdo € muito maior podendo chegar a 400 ms. Inversamente, as fibras
excitatorias e as especializadas em conducdo contraem-se somente
fracamente porque contém poucas fibras contrateis. Em vez disso, elas
apresentam uma descarga elétrica ritmica automética na formacdo dos
potenciais de acdo ou a conducdo dos potenciais de acdo através do coracao,
fornecendo um sistema excitatério que controla a batida ritmica do coracao.

(Guyton, 2006).
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O potencial de agéo cardiaco é resultado de uma orquestracdo de abertura e
fechamentos de canais iénicos (Fig. 8). E muito mais complexo que um
potencial de acdo de um musculo esquelético ou de um nervo (Katz, 2006).
Este tipo de potencial de acdo que ocorre nas fibras do musculo do coracao
gera um platd com duracdo de 0,2 a 0,3 segundos e causa neste mesmo
periodo a contracdo do musculo, que é um periodo longo. A causa do platd é
uma combinacdo de diversos fatores. Primeiramente, no musculo do coracéo,
dois tipos de canais participam do processo da despolarizagao: (1) os canais
de sodio voltagem-dependentes, chamados de canais rapidos, e (2) canais de
calcio voltagem-dependentes, que sdo lentos na sua abertura e
consequentemente sdo chamados canais lentos. A abertura dos canais rapidos
causa o pico do potencial de acao, visto que a abertura lenta, prolongada pelos
canais lentos de calcio permite principalmente que os ions do calcio entrem na
fibra, sendo este o responsavel pela maior parte do aparecimento do platd do
potencial de acdo. Um segundo fator que possa ser em parte responsavel para
a formacao do platd séo os canais de potassio voltagem-dependentes que tem
uma abertura mais lenta, e frequentemente ndo abrem até a extremidade do
platd. Isto atrasa o retorno do potencial da membrana para seu valor negativo

normal - 80 - de 90 milivolts. (Guyton, 2006).
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Figura 8: A) Registro de um potencial de membrana de cardiomiécito e,

simultaneamente, representadas as condutancias dos fons Na' (sédio),
2+ L1 + e . .

Ca“” (calcio) e K'(potassio) ao longo do tempo do potencial.

B) O inicio e o pico do potencial de membrana séo simultaneos ao periodo de
maior condutancia do Na'. O platd do potencial é simultineo & méxima
condutancia do Ca®*. Ja o retorno do potencial ao valor de base é dado pela
condutancia do K*. Fonte: VANDER'S HUMAN PHYSIOLOGY: THE MECHANISMS OF
BODY FUNCTION. 11° edig&o. 2008.
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O PROCESSO DE EXCITACAO-CONTRACAO NO MUSCULO CARDIACO

O efetivo bombeamento e preenchimento da camara cardiaca requerem
processos de excitacdo e contracdo/relaxamento que sao mediados pelo
controle-fino dos fons célcio (Ca®*) (Bers, 2001). A contracdo do musculo é
criticamente dependente do célcio intracelular ([Ca®']i) e hidrélise do ATP
(Ashley, 1991) (fig. 9). Isto é causado pelas for¢cas geradas pela interacdo das
pontes-cruzadas dos filamentos da miosina com os filamentos da actina.
Durante o relaxamento, estas for¢cas séo inativas, mas quando um potencial de
acdo se propaga ao longo da fibra do musculo, ocorre a situacdo de excitagdo
elétrica e o Ca?* entra nos cardiomiécitos através da ativacdo dos canais Ca**
voltagem-dependente. A entrada de Ca®" ativa a liberacdo de Ca®* dos
reticulos sarcoplasmaticos através de processo conhecido como Ca*'-libera
Ca?" (CICR - Ca**-induced Ca?' release), na qual permite o aumento transiente
[Ca®']i, levando para contracdo via ligacdo do Ca®" & proteina contratil,
troponina C. O Ca*" ird ocupar o sitio na troponina C. Depois disso, ocorre uma
mudanca conformacional na troponina i. Dessa forma, ocorre liberacdo dos
sitios de interacao entre os filamentos de miosina e os filamentos do actina, e a
contracdo se inicia. Mas, a energia € necessaria para que o processo de
contracdo prossiga. Esta energia vem das ligacdes altamente energéticas da
molécula do ATP, que é degradada através da enzima ATPase em difosfato de
adenosina (ADP) para liberar energia. (Guyton, 2006). A figura abaixo €
ilustragcdo esquematica do transporte de Ca®" nos midcitos ventriculares. A
repolarizacdo subsequente do sarcolema produz um declinio para niveis
sarcoplasmaético de Ca** (diastole) pela recaptacéo Ca’" para dentro do reticulo

sarcoplasmatico através da enzima SERCA (sarco (endo) plasmic reticulum
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calcium ATPase) ou extrusdo do Ca** pela bomba de Ca?** da membrana
plasméatica e trocador Na'/Ca** no sarcolema (Tanaka et al., 2003). E
importante ressaltar que esse processo, diferente do muasculo esquelético,

ocorre de forma simultdnea; o fenbmeno elétrico e o fendmeno mecanico.

ATP

RyR  Ca?* 3Na=

sarcoendoplas
ca’®* sensivel

RyR (canal Caz»

abertura é de nte en

o S8 eeen  oemame
myafilaments actin

B) RepresentagadolC®dos contraction

membrana (linha ver
de calcio (linha azul),
da contracéo (Iinha—bontilhada 100ms
verde). Fonte: Carolyn, 2010.

ELETROCARDIOGRAMA (EKG) NORMAL

Quando o impulso cardiaco passa através do coracdo despolarizando as
células gera-se, corrente elétrica que se espalha também do coracdo para 0s
tecidos adjacentes que o cercam. Uma parcela pequena da corrente espalha-
se por toda a superficie corporal. Se elétrodos forem colocados na pele em
lados opostos do coracdo, esses potenciais elétricos gerados pela corrente
podem ser registrados; e esse registro € denominado como eletrocardiograma.
O eletrocardiograma normal (fig.10) é composto de uma onda P, de um

complexo QRS, e de uma onda T. O complexo QRS é frequentemente, mas
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nao sempre, separadas em trés ondas: a onda Q, aonda R e a onda S. A onda
P é gerada pelos potenciais elétricos decorrentes de despolarizacéo atrial que
ocorrem no inicio da contracdo atrial. O complexo QRS é causado pelos
potenciais gerados quando os ventriculos sdo despolarizados e na contragéo,
enquanto a onda da despolarizacdo espalha-se através dos ventriculos. As
ondas P e os componentes do complexo QRS sao ondas da despolarizagéo. A
onda de T € causada pelos potenciais gerados quando o0s ventriculos
recuperam-se do estado de despolarizacdo. Este processo ocorre normalmente
de 0.25 a 0.35 segundos apoés a despolarizacdo dos ventriculos, e aonda T &
conhecida como uma onda de repolarizagdo. Assim, o eletrocardiograma é
composto de ondas da despolarizacdo e da repolarizacdo. O Intervalo P-R é o
tempo entre o comeco da onda de P e o comeco do complexo de QRS. E o
intervalo entre o comeco da excitacdo elétrica dos atrios e o comeco da
excitacdo dos ventriculos. Esse periodo € chamado de intervalo de P-R. A

frequéncia cardiaca € obtida a partir da contagem de numeros de onda P que

ocorrem a cada minuto (Guyton, 2006).
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INFARTO CARDIACO- ARRITMIAS

As necessidades de alta energia podem ser ndo somente encontradas pelo
metabolismo oxidativo, j& que o coragdo requer um suprimento ininterrupto de
oxigénio. Por essa razdo, a oclusdo arterial coronariana causa quase uma
imediata perda da funcéo e, dentre horas, a morte do cardiomidcito. Essa morte
celular isquémica é designada de infarto do miocardio (Katz, 2006). Aceita-se
bem que o insulto isquémico ao coracdo produz uma sobrecarga de [Ca?]i
(Murphy et al., 1987), que foi considerado como um substrato importante para
as arritmias tanto quanto na falha contratil, especialmente em infarto agudo do
miocardio. Nas zonas da borda entre o miocardio infartado e ndo infartado a
dinamica do [Ca®"li é considerada um elemento chave para a arritmogénese
(Steenbergen et al., 1987). Nestas areas ocorrem também, alteracdes na
expressdo de canais de sodio do tipo rapido para o tipo lento. Estes diminuem
a velocidade de conducao e favorecem o aparecimento de arritmias. Arritmia é
perturbacdo do ritmo cardiaco que se origina a partir de anormalidades na
formacdo ou transtornos do impulso que prejudiguem a funcdo ou conducao
cardiaca. Das diversas incapacidades funcionais dos eventos elétricos no
coracdo, taquiarritmias ventriculares sdo comuns e potencialmente
complicagBes da isquemia miocardica e infarto (Rubart et al., 2001). Esses
eventos ja foram descritos no empeconhamento de seres humanos e podem

fazer parte das manifestacdes clinicas (Dissanayake et al., 1996 e

Thewijitcharoen, 2005) dos acidentes ofidicos.
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OBJETIVOS

O objetivo desse projeto foi investigar a cardiotoxicidade de peconhas de

serpentes do género Bothrops e 0 antagonismo por sustancias polianidnicas.

Os objetivos especificos foram avaliar:

1) Os efeitos das peconhas de Agkistrodon contortrix laticinctus, B. asper, B.
atrox, B. alternatus, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. neuwiedi, B.
leucurus, B. moojeni e na tensdo desenvolvida e no eletrocardiograma nos
coracgao de rato isolado.

2) Avaliar a tensao desenvolvida em coragfes isolados de ratos expostos a
concentracfes crescentes B. jararacussu, Agkistrodon contortrix laticinctus,
B. leucurus e B. asper.

3) Comparar venenos brutos de B. jararacussu, Agkistrodon contortrix
laticinctus, B. leucurus e B. asper. Avaliar: Pressdo de perfusdo, EKG-
(frequéncia cardiaca, intervalo PR e amplitude do complexo QRS) e
marcacao pelo sal cloridrato de trifenil tetrazolium (TTC).

4) Avaliar o efeito da heparina em antagonizar a cardiotoxicidade provocada
pelo veneno bruto de B. asper.

5) Avaliar o efeito da enoxaparina em antagonizar a cardiotoxicidade

provocada pelo veneno bruto de B. jararacussu.
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METODOS

PECONHA E REAGENTES

O veneno bruto de Agkistrodon contortrix laticinctus foi obtido da através da
professora Charlotte Ownby, Oklahoma State University-EUA, jA o veneno
bruto de B. asper foi obtido da através Professor José Maria Gutiérrez,
Universidad de Costa Rica. Os demais venenos brutos de B. alternatus, B.
atrox, B. insulares, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojine, B. neuwiedi foram
obtidos da através do Instituto Vital Brazil, Rio de Janeiro, Brasil. O veneno
bruto de B. leucurus foi obtido do CEPLAC-IIhéus na Bahia. A heparina sodica
(Heparin) foi obtida da Cristalia IndUstria Quimica e Farmacéutica LTDA e a
enoxaparina (clexane) foi obtida da Sanofi-Aventis. O Cloridrato de trifenil
tetrazolium (TTC) foi comprado do Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Todos os demais reagentes usados foram de grau analitico.

PREPARACOES DE CORACAO ISOLADO DE RATO (LANGENDORFF

MODIFICADO)

O protocolo experimental foi realizado utilizando coracdes isolados de
ratos Wistar adulto (200-250 g) de ambos os sexos sacrificados pela anestesia
com éter etilico. A manipulacéo e procedimentos com 0s animais obedeceram
aos principios do Comité de Etica de CCS (UFRJ) e teve o parecer favoravel
para o projeto de pesquisa com o numero de seu protocolo aprovado que é:
DFBCICB 033. O térax do animal foi aberto, o coracéo retirado de suas
conexdes anatdmicas e imerso em solugdo de Ringer (NaCl: 135; KCI: 5;
CaCly: 2; MgCly: 1; NaH,PO4: 1; NaHCOg3: 15 e dextrose: 11, em mM) a 4 °C. A

solucéo foi continuamente aerada com mistura carbogénica (95% O, 5% COa,
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White Martins), pH ajustado para 7,4+0,02. A aorta ascendente foi canulada
com agulha 20-Gauge, e conectada ao aparato de perfusdo retrograda de
Langendorff (fig.11). O coracédo foi inicialmente perfundido a uma presséo de
30-50 mm Hg (4,5 mL/min), com solu¢cdo de Ringer mantida a 37 °C e
constantemente aerada com mistura gasosa carbogénica (95% 0O, 5% CO,,
White Martins) por um periodo de 30 minutos (periodo controle), e apos este
tempo iniciamos o periodo de perfusdo dos grupos tratados por 60 minutos. O
coracao foi acoplado, por clipe fixado em seu apice, a um transdutor de forca
GRASS (force-displacement FTO3D) para registrarmos a forca desenvolvida, a
qual foi analisada através do programa WINDDAQ (Serial Acquisition — Verséo
2.66). A pressdo de perfusdo foi mensurada através de uma coluna de
mercurio. Essa era conectada junto ao sistema de perfusdo e ao local de
fixacdo da aorta ascendente dos coracdes dos ratos. A atividade elétrica do
tecido cardiaco foi monitorada através do registro de EKG, usando eletrodos
conectados a agulhas inseridas na aorta e no apice. Todas essas atividades
foram registradas em arquivos do programa WINDAQ. Antes do registro foi

aplicada ao coracao uma tensao de estiramento (diastélica) de 2,0 g.
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Figura 11: Esquema da preparacdo de Langendorff

ESTUDO DE MAPEAMENTO DA AREA DE LESAO (MAPEAMENTO

ENZIMATICO MACROSCOPICO)

Uma técnica difundida para a deteccdo macroscoépica da area lesada utiliza o
sal de cloridrato trifenil tetrazolium (TTC), baseia-se em trabalhos importantes
publicados h& quase 58 anos (Nineham, 1955; Sandritter e Jestaedt, 1958). O
mecanismo através do qual o sal de tetrazolium reage com os cardiomidcitos
foi descrito por diversos autores (Klein et al., 1981, Nachlas e Shnitka, 1963,
Pich et al., 1988 e Ramkisson, 1966). Basicamente, o TTC marca em vermelho
o miocardio, devido a atividade completa da lactato desidrogenase, quanto ao
miocardio infartado, a auséncia de atividade da desidrogenase ndo produz a
marcacdo. ApOs o periodo de perfusdo, os coracOes foram retirados da
montagem de Langendorff e fatiados. A partir de cada coracéo foram geradas 5
fatias com aproximadamente 2 mm de espessura, as quais foram mergulhadas
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em uma solucdo de TTC a 1%, e mantidas a uma temperatura de 37°C durante
4-5 minutos. Logo apa@s, as fatias foram retiradas do TTC e colocadas em uma
solucdo de formaldeido a 10% durante 24 h. Apos esse periodo, as fatias foram
escaneadas e avaliadas com o programa de quantificacdo de areas de

imagens Imagem-J® obtido pelo link :http://rsbweb.nih.gov/ij/index.htmL.
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TRATAMENTO

Grupos foram divididos em:

1. Os venenos brutos de Agkistrodon contortrix laticinctus, B. asper, B.
atrox, B. alternatus, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. neuwiedi,

B. leucurus, B. moojeni na concentracdo de 10,0 pg/mL (n=1).

2. Veneno bruto B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B. jararacussu

e B. leucurus nas concentragdes de 2,5; 5,0; 10,0 pg/mL (n=4).

Pré-incubacdo dos venenos com as substancias antagonistas.

3. Veneno bruto B. asper 10,0 ug/mL + heparina 30,0 pg/mL (n=4).

4. Veneno bruto B. asper 10,0 pg/mL + heparina 100,0 pg/mL (n=4).

5. Veneno bruto B. asper 10,0 pg/mL + heparina 300,0 pg/mL (n=4).

6. Veneno bruto B. jararacussu 10,0 pg/mL + enoxaparina 30,0 pg/mL

(n=4).

7. Veneno bruto B. jararacussu 10,0 pg/mL + enoxaparina 100,0 pg/mL
(n=4).

8. Veneno bruto B. jararacussu 10,0 pg/mL + enoxaparina 300,0 pg/mL
(n=4).

ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como média + EPM e analisados
estatisticamente usando Teste t de student ndo pareado e o ANOVA e com

pos-teste Tukey. Os resultados com p<0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS

As preparacfes de coracdo de rato isolado expostas a perfusdo dos
venenos bruto de Agkistrodon contortrix laticinctus, B. asper, B. atrox, B.
alternatus, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. neuwiedi, B. leucurus, B.
moojeni (concentracdo de 10,0 pg/mL) apresentaram reducdo da intensidade
de tensdo, e alteracbes elétricas nos registros de EKG, levando a fibrilacdo e
parada cardiaca apés diferentes tempos de acordo com o tipo de veneno
perfundido no meio nutridor. Em alguns experimentos quando adicionamos o
veneno na concentragao de 10,0 yg/mL, além da depressao da amplitude da
tensdo e alteracdes dos padroes das ondas do EKG, observamos o
aparecimento de elevacéo da linha de tensao basal, caracterizando contratura

miocardica.

Efeito do veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus no coracgéo
isolado de rato. A tensdo basal, obtida nos primeiros 30 minutos de
experimento ndo sofreu modificacdo pela perfusdo de solucdo de Ringer
(fig.12; (c) final do periodo controle e (v) 5 minutos de perfusdo do veneno).
Observamos que apés 5 minutos de perfusédo da solucdo na concentracao 10,0
ug/mL de veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus obtivemos a reducéo da
tensdo cardiaca, elevacéo da linha de base, aumento da frequéncia cardiaca e
a reducdo da amplitude do complexo QRS. Apds 35 minutos do inicio da
perfusdo do veneno bruto na concentragao de 10,0 ug/mL comecou a ocorrer

alteracdes do ritmo no EKG.
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Figura 12: Registro simultaneo e condensado da tensdo e EKG na

montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do
veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus (10,0 upg/mL) na tensdo
desenvolvida e no EKG. Direita: o registro descompactado no periodo controle
(c) e 5 minutos de perfuséo de veneno (V).

Efeito do veneno de B. alternatus no coracédo isolado de rato. A
tensdo basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento ndo sofreu
modificacdo pela perfusdo de solugdo de Ringer (fig.13; (c) final do periodo
controle e (v) 5 minutos de perfusdo do veneno). Observamos que apés 5
minutos de perfusdo da solucdo na concentracao 10,0 ug/mL de veneno de B.
alternatus obtivemos a reducgéo da tensdo cardiaca, contratura diastolicae,

aumento da frequéncia cardiaca. Apos 55 minutos do inicio da perfusdo do
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veneno bruto na concentragao de 10,0 ug/mL comecou a ocorrer alteragées do

ritmo no EKG.
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Figura 13: Registro simultdneo e condensado da tensdo e EKG na

montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do

veneno de B. alternatus (10,0 ug/mL) na tensdo desenvolvida e no EKG.

Direita: o registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de

perfusdo de veneno (v).

Efeito do veneno de B. asper no coracao isolado de rato. A tensao

basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento ndo sofreu modificacao

pela perfusdo de solucao de Ringer (fig.14; (c) final do periodo controle e (v) 5

minutos de perfusdo do veneno). Observamos que apés 5 minutos de perfusédo

da solucdo na concentragédo 10,0 ug/mL de veneno de B. asper obtivemos a
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reducdo da tensdo cardiaca, contratura diastdlica e aumento da frequéncia
cardiaca. Apos 53 minutos do inicio da perfusdo do veneno bruto na

concentragao de 10,0 ug/mL comecou a ocorrer alteragdes mais acentuadas do

ritmo de modo no EKG.
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Figura 14: Registro simultaneo e condensado da tensdo e EKG na

montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do
veneno de B. asper (10,0 ug/mL) na tensdo desenvolvida e no EKG. Direita: o
registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de perfusdo de

veneno (V).

Efeito do veneno de B. atrox no coracao isolado de rato. A tensao
basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento ndo sofreu modificacao
pela perfusdo de solucao de Ringer (fig.15; (c) final do periodo controle e (v) 5

minutos de perfusédo do veneno). Observamos que apés 5 minutos de perfusao
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da solucédo na concentracdo 10,0 ug/mL de veneno de B. atrox obtivemos a
reducdo da tenséo cardiaca, reducao da frequéncia cardiaca e da amplitude do
complexo QRS. Apds 45 minutos do inicio da perfusdo do veneno bruto na

concentragao de 10,0 ug/mL comecou a ocorrer alteragdes do ritmo no EKG.
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Figura 15: Registro simultaneo e condensado da tensdo e EKG na
montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do
veneno de B. atrox (10,0 pg/mL) na tensdo desenvolvida e no EKG. Direita: o
registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de perfusdo de

veneno (V).

Efeito do veneno de B. insularis no coracdo isolado de rato. A
tensdo basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento nao sofreu
modificacdo pela perfusdo de solucdo de Ringer (fig.16; (c) final do periodo

controle e (v) 5 minutos de perfusdo do veneno). Observamos que apos 5
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minutos de perfusdo da solugédo na concentragéo 10,0 ug/mL de veneno de B.

insularis obtivemos somente a reducdo da tensao cardiaca. Apos 42 minutos

do inicio da perfusdo do veneno bruto na concentragdo de 10,0 ug/mL

comecou a ocorrer alteragdes do ritmo no EKG.
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Figura 16: Registro simultaneo e condensado da tensdo e EKG na

montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do

veneno de B. insularis (10,0 pg/mL) na tensdo desenvolvida e no EKG. Direita:

o registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de perfusao de

veneno (V).

Efeito do veneno de B. jararaca no coracéo isolado de rato. A tenséo

basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento ndo sofreu modificagao

pela perfusdo de solucdo de Ringer (fig.17; (c) final do periodo controle e (v) 5

38



minutos de perfusdo do veneno). Observamos que apos 5 minutos de perfusédo
da solucéo na concentracdo 10,0 ug/mL de veneno de B. jararaca obtivemos as
reducdes da tensdo cardiaca, da linha de base, da frequéncia cardiaca e da
amplitude do complexo QRS. Ap6s 10 minutos do inicio da perfusdo do veneno
bruto na concentragao de 10,0 pg/mL comecou a ocorrer altera¢des do ritmo no

EKG.

Controle «©)

Y B. j’af&raéa 10 ug/rr

Registro/comprimido

0,15¢g

1,20 mv

EKC

1 kﬁl Tensao

5 min. (v)

Figura 17: Registro simultaneo e condensado da tensdo e EKG na
montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do
veneno de B. jararaca (10,0 ug/mL) na tensédo desenvolvida e no EKG. Direita:
o registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de perfusao de
veneno (V).
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Efeito do veneno de B. jararacussu no coracgéo isolado de rato. A
tensdo basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento nao sofreu
modificacdo pela perfusdo de solugdo de Ringer (fig.18; (c) final do periodo
controle e (v) 5 minutos de perfusdo do veneno). Observamos que apos 5
minutos de perfusdo da solugédo na concentragéo 10,0 ug/mL de veneno de B.
jararacussu obtivemos a reducdo da tensdo cardiaca, contratura
diastolicaaumento da frequéncia cardiaca. Apés 40 minutos do inicio da
perfusdo do veneno bruto na concentragao de 10,0 yg/mL comecgou a ocorrer

alteracdes do ritmo no EKG.

B. jararg cussd 10 ug/m Controle

Registro compnmldo :

1
\
\
\
\
|
\
|

© : ()

0,15

1.20 mvV

EKC

1 min Tensao

AL

5 min.

Figura 18: Registro simultaneo e condensado da tensdo e EKG na
montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do

veneno de B. jararacussu (10,0 ug/mL) na tensdo desenvolvida e no EKG.
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Direita: o registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de

perfusdo de veneno (v).

Efeito do veneno de B. neuwiedi no coracao isolado de rato. A
tensdo basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento nao sofreu
modificacdo pela perfusdo de solugdo de Ringer (fig.19; (c) final do periodo
controle e (v) 5 minutos de perfusdo do veneno). Observamos que apos 5
minutos de perfusdo da solugédo na concentragéo 10,0 ug/mL de veneno de B.
neuwiedi obtivemos a reducéo da tensdo cardiaca, elevacao da linha de base,
reducdes da frequéncia cardiaca e da amplitude do complexo QRS. Apds 2
minutos do inicio da perfusao do veneno bruto na concentragédo de 10,0 ug/mL

comecou a ocorrer alteragdes do ritmo no EKG.
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Controle ()

0,15¢
1 me| Tensdo

Figura 19: Registro simultdneo e condensado da tensdo e EKG na
montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do
veneno de B. neuwiedi (10,0 ug/mL) na tenséo desenvolvida e no EKG. Direita:
o registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de perfusédo de

veneno (V).

Efeito do veneno de B. leucurus no coracgado isolado de rato. A
tensdo basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento ndo sofreu
modificacdo pela perfusdo de solugdo de Ringer (fig.20; (c) final do periodo
controle e (v) 5 minutos de perfusdo do veneno). Observamos que apés 5
minutos de perfusdo da solucdo na concentracdo 10,0 ug/mL de veneno de B.

leucurus obtivemos a redugdo da tensdo cardiaca e aumento da frequéncia

42

5 min.

WA
U\ U\.{




cardiaca. Apos 40 minutos do inicio da perfusdo do veneno bruto na

concentragéao de 10,0 ug/mL comecou a ocorrer alteracdes do ritmo no EKG e

aumento da linha de base.

Controle | 5 min. «

B. Ieucuru,; 10 ;}f,g/ni,l

Registro comprimido |

\
|

|
|
ficot--S

1 mlﬂ Tensao

Figura 20: Registro simultaneo e condensado da tensdo e EKG na

montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do
veneno de B. leucurus (10,0 ug/mL) na tenséo desenvolvida e no EKG. Direita:
o registro descompactado no periodo controle (c) e 5 minutos de perfusdo de

veneno (V).

Efeito do veneno de B. moojeni no coracgéo isolado de rato. A tensao
basal, obtida nos primeiros 30 minutos de experimento ndo sofreu modificacao
pela perfusdo de solucao de Ringer (fig.21; (c) final do periodo controle e (v) 5

minutos de perfusédo do veneno). Observamos que apés 5 minutos de perfusao
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da solucdo na concentracdo 10,0 ug/mL de veneno de B. moojeni obtivemos a
reducdo da tensdo cardiaca, diminuicdo da linha de base, aumento da
frequéncia cardiaca e reducdo da amplitude do complexo QRS. Apé6s 40
minutos do inicio da perfusao do veneno bruto na concentragédo de 10,0 ug/mL

comecou a ocorrer alteragdes do ritmo no EKG.

Registro comprimido

{c) {v)

MW

. 0 15 gj i -
Tensao

~ 1min]

\B. moojeni 10 pg/ml Controle (o | 5min. (v

e

EKC

Figura 21: Registro simultdneo e condensado da tensdo e EKG na
montagem de Langendorff: Esquerda: o registro compactado do efeito do
veneno de B. moojeni (10,0 ug/mL) na tensdo desenvolvida e no EKG. Direita:
o registro descompactado no periodo controle (¢) e 5 minutos de perfusédo de

veneno (V).

Todos os dez venenos brutos das espécies avaliadas induziram a

redugcéo da tensdo desenvolvida em 5 minutos de perfusdo (Tabela 1). A
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contratura diastélicafoi promovida pelos venenos das espécies Agkistrodon
contortrix laticinctus, B. alternatus, B. asper, B. jararacussu e B. neuwiedi e
representam 50% do total das serpentes analisadas. Em relacdo a diminuicédo
da linha de base ocorreu apenas em duas espécies B. jararaca e B. moojeni
representando 20% das serpentes. A ocorréncia de reducédo de frequéncia
cardiaca aconteceu em 30% do total de amostras e ocorrem com 0S venenos
das serpentes B. atrox, B. jararaca e B. neuwiedi. O aumento da frequéncia,
entretanto, ocorreu em 60% das espécies, sendo essas: Agkistrodon contortrix
laticinctus, B. alternatus, B. asper, B. jararacussu, B. leucurus, B. moojeni. E
por ultimo, 50% dos venenos induziram a reducdo da amplitude do complexo
QRS, sendo Agkistrodon contortrix laticinctus, B. atrox, B. jararaca, B. neuwiedi
e B. moojeni as espécies indutoras por esse efeito.

Tabelal: Alteracdes observadas nos registros de tensao e EKG em

coracOes perfundidos por veneno bruto de dez espécies de
serpentes.

Presenca no 5- Tenséo Linha de base | Frequéncia Amplitude do
minuto desenvolvi cardiaca complexo QRS
da

Agkistrodon X
contortrix laticinctus

H
—

B. alternatus

B. asper

B. atrox

.insularis

. jararaca

. heuwiedi

. leucurus

| Dk 8> |—

B
B
B. jararacussu
B
B
B

. moojeni

— f— [— — [— — [— — [
— o | Q> >
“— | Q¢ | Q¢ | Q¢ | Q| S|«

Reducédo(|), aumento (1) e ndo ocorreu alteracéo(Qd).
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Efeito das concentragcdes crescentes do veneno bruto de B. jararacussu
sobre a tensédo desenvolvida em coracéo isolado de rato. A redugédo da
tenséo foi uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos de controle. Na
figura 22, observamos que apos 60 minutos de perfusdo do veneno de B.
jararacussu obtivemos diferentes valores da reducdo da tensdo em funcédo da
variacdo da concentracdo. Esse evento ocorreu de maneira mais rapida e mais
acentuada quanto maior a concentracdo do veneno bruto perfundido. Dessa
maneira, com 5 minutos de perfusdo na concentragdo de 10,0 pg/mL apenas
27% da amplitude da tensdo desenvolvida estava presente, com a
concentracdo de 5,0 ug/mL apenas 18% de amplitude de tensdo estava
preservada apos 25 minutos de perfusdo e com 2,5 pyg/mL de concentracéo e
passados 30 minutos de perfusdo de veneno ainda tinhamos 49% de amplitude

de tensao relativa.

—W¥— B. jararacussu 2,5 ug/mL
—O— B. jararacussu 5,0 pg/mL
100 | v9 999 9E —@— B. jararacussu 10,0 pg/mL

~
a1

N
(&)

Tensao (% do controle)
a1
o

o

O 15 30 45 60 75 90
Tempo (Min.)
Figura 22: Efeito do veneno de B. jararacussu em coragéo isolado de rato.

Ordenada: Tensdo cardiaca, expressa em % do controle em coragdo de rato

isolado e perfundido com solucéo nutridora contendo veneno de B. jararacussu
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nas concentracdes: 2,5 ug/mL (V); 5,0 ug/mL (O); 10,0 ung/mL (e). Abscissa:
tempo de perfusdo com as diferentes concentracdes do veneno. Os dados
estdo expressos como % da tensao controle no tempo zero, antes da perfusdo
com a solucdo contendo o veneno (V) nas diferentes concentracdes. Os
valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 — ANOVA com pos-teste

Tukey.*a partir do 35° minuto).

Efeito das concentragbes crescentes do veneno bruto de Agkistrodon
contortrix laticinctus sobre a tensdo desenvolvida em coracéao isolado de
rato. A reducdo da tensdo foi uma medida relativa ao valor obtido em 30
minutos de controle. Na figura 23, observamos que apds 60 minutos de
perfusdo do veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus obtivemos diferentes
valores de reducdo da tensdo em funcdo da variagdo da concentracdo. Esse
evento ocorreu de maneira mais rapida e mais acentuada quanto maior a
concentragdo do veneno bruto perfundido. Dessa maneira, com 5 minutos de
perfusdo na concentragdo de 10,0 pyg/mL apenas 54% da amplitude da tensao
desenvolvida estava presente, com a concentracao de 5,0 pg/mL apenas 40%
de amplitude de tensdo estava preservada apos 20 minutos de perfusdo e com
2,5 pg/mL de concentragcdo e passados 35 minutos de perfusdo de veneno

ainda tinhamos 39% de amplitude de tenséo relativa.
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Figura 23: Efeito do veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus
(Agkistrodon contortrix laticinctus) em coracéo isolado de rato. Ordenada:
Tensdo cardiaca, expressa em % do controle em coracdo de rato isolado e
perfundido com solucdo nutridora contendo veneno de Agkistrodon contortrix
laticinctus nas concentracdes: 2,5 pg/mL (V¥); 5,0 ug/mL (O); 10,0 ug/mL (e).
Abscissa: tempo de perfusdo com as diferentes concentracdes do veneno. Os
dados estdo expressos como % da tensédo controle no tempo zero, antes da
perfusdo com a solucdo contendo o veneno (V) nas diferentes concentracoes.
Os valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 — ANOVA com pés-

teste Tukey.*a partir do 35% minuto).

Efeito das concentracdes crescentes do veneno bruto de B. leucurus
sobre a tensdo desenvolvida em coracdo isolado de rato A reducédo da
tensdo foi uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos de controle. Na
figura 24, observamos que ap6s 60 minutos de perfusdo do veneno de B.
leucurus obtivemos diferentes medidas de reducdo da tensdo em funcdo da
variacdo da concentracdo. Esse evento ocorreu de maneira mais rapida e mais
acentuada quanto maior a concentracdo do veneno bruto perfundido. Dessa

maneira, com 15 minutos de perfusdo na concentragéo de 10,0 uyg/mL apenas
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9% da amplitude da tensdo desenvolvida estava presente, com a concentracéo
de 5,0 yg/mL apenas 8% de amplitude de tensdo estava preservada apos 40
minutos de perfusdo e com 2,5 uyg/mL de concentragédo e passados 60 minutos

de perfusédo de veneno ainda tinhamos 21% de amplitude de tenséo relativa.

—W¥— B. leucurus 2,5 ug/ml
V) —O— B. leucurus 5,0 pg/ml
100 | 99999y —@— B.leucurus 10,0 pg/ml

~
(63}

Tensao (% do controle)
N (&)
(0] o

O 15 30 45 60 75 90
Tempo (Min.)

Figura 24: Efeito do veneno de B. leucurus em coracéo isolado de rato.
Ordenada: Tensédo cardiaca, expressa em % do controle em coracédo de rato
isolado e perfundido com solugéo nutridora contendo veneno de B. leucurus
nas concentragdes: 2,5 pg/mL (V); 5,0 ug/mL (O); 10,0 ug/mL (e). Abscissa:
tempo de perfusdo com as diferentes concentracdes do veneno. Os dados
estdo expressos como % da tensdo controle no tempo zero, antes da perfuséo
com a solugdo contendo o veneno (V) nas diferentes concentracdes. Os
valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 — ANOVA com pos-teste

Tukey.*a partir do 352 minuto).

Efeito das concentracdes crescentes do veneno bruto de B. asper sobre a

tensdo desenvolvida em coracédo isolado de rato. A reducédo da tensao foi
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uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos de controle. Na figura 25,
observamos que apés 60 minutos de perfusdo do veneno de B. asper
obtivemos diferentes graus de reducdo da tensdo em fungéo da variacdo da
concentragdo. Esse evento ocorreu de maneira mais rapida e mais acentuada
guanto maior a concentracao do veneno bruto perfundido. Dessa maneira, com
45 minutos de perfusdao na concentracdo de 10,0 pg/mL apenas 6% da
amplitude da tensao desenvolvida estava presente, com a concentracdo de 3,0
Mg/mL apenas 39% de amplitude de tenséo estava preservada apds 45 minutos
de perfusdo e com 1,0 yg/mL de concentragdo observamos a curva bifasica e
com 45 minutos de perfusdo de veneno ainda observamos 70% de amplitude

de tensao relativa.
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Figura 25: Efeito do veneno de B.Asper em coracgdo isolado de rato.
Ordenada: Tensédo cardiaca, expressa em % do controle em coracao de ratos
isolados perfundidos com solu¢édo nutridora contendo veneno de B. asper nas
concentracoes: 1,0 ug/mL (e); 3,0 ug/mL (O); 10,0 ug/mL (V). Abscissa: tempo
de perfusdo com as diferentes concentracbes do veneno. Os dados estdo
expressos como % da tensao controle no tempo zero, antes da perfusao com a
solucdo contendo o veneno (V) nas diferentes concentracdes. Os valores
expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 — ANOVA com poés-teste Tukey.*a

partir do 35° minuto).

Efeitos dos venenos de B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B.
jararacussu e B. leucurus em coracao isolado de rato. A reducao da tenséo
foi uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos de controle. Na figura
26, observamos que apos 60 minutos de perfusdo dos venenos de B. asper,

Agkistrodon contortrix laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus obtivemos
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diferentes graus de reducdo da tensdo em funcdo do tempo. A reducao da
tensdo de 73% foi induzida em 5 minutos pelo veneno bruto de B. jararacussu
na concentracdo de 10,0 pg/mL, o veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus
reduziu a tensdo em 71% apds 25 minutos de perfusdo, a peconha de B.
leucurus reduziu a tensdo em 74% em 15 minutos apos o inicio da perfusédo e o

veneno de B. asper 77% ap0s 35 minutos.

V) —A— B. asper 10,0 ug/ml
—O— A. c. laticinctus 10,0 pg/m
\NT .—@— B.jararacussu 10,0 pg/ml

o
1

O 15 30 45 60 75 90
Tempo (Min.)
Figura 26: Efeitos dos venenos de B. asper, Agkistrodon contortrix
laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus em coracédo isolado de rato.
Ordenada: Tensao cardiaca, expressa em % do controle em coracao de ratos
isolados perfundidos com solugcéo nutridora contendo veneno de B. asper na
concentragdo: 10,0 ug/mL (A); veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus na
concentracdo: 10,0 ug/mL (O); veneno de B. jararacussu na concentracao: 10,0
ug/mL (e) e veneno de B. leucurus na concentragdo: 10,0 ng/mL (V). Abscissa:
tempo de perfusdo com as diferentes concentracbes do veneno. Os dados
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estdo expressos como % da tensdo controle no tempo zero, antes da perfuséo
com a solugdo contendo o veneno (V) nas diferentes concentracdes. Os
valores expressam a média = EPM (n = 4, * p < 0.05 — ANOVA com poés-teste

Tukey.*a partir do 35° minuto).

Efeitos dos venenos de B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B.
jararacussu e B. leucurus na pressao de perfusdo em coracéo isolado de
rato. O aumento da pressédo de perfusdo foi uma medida relativa ao valor
obtido em 30 minutos de controle. Observamos que apds 60 minutos de
perfusdo do veneno de B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B.
jararacussu e B. leucurus obtivemos diferentes valores de aumento da pressao
de perfusdo. Na figura 27, o aumento da pressao de perfuséo foi induzido por
todos os venenos na concentragédo de 10,0 ug/mL. O veneno bruto B. leucurus
na concentracado de 10,0 pg/mL induziu o aumento maximo de pressao 69% no
vigésimo minuto de perfusdo, depois ocorreu uma pequena reducdo. A
peconha de Agkistrodon contortrix laticinctus na concentracédo 10,0 pg/mL
gerou o aumento maximo médio de 6% de pressdo em 60 minutos, a B.
jararacussu na concentragcao de 10,0 pg/mL gerou o aumento de pressao
maxima 19.0 % no quinquagésimo quinto minuto de perfusdo e B. asper na
concentracdo 10,0 pg/mL promoveu o aumento maximo 61% no

quinquagésimo quinto minuto de perfusao.
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Figura 27: Efeitos dos venenos de B. asper, Agkistrodon contortrix
laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus na pressdo de perfusdo em
coragéao isolado de rato. Ordenada: A Pressdo de Perfusédo expressa em %
de aumento do valor basal em coracdes de ratos isolados perfundidos com
solucdo nutridora contendo venenos de B. asper 10,0 ug/mL (A); veneno de
Agkistrodon contortrix laticinctus 10,0 ug/mL (O); veneno de B. jararacussu
10,0 ug/mL (¥); B. leucurus 10,0 ug/mL (e). Abscissa: tempo de perfusdo. Os
dados estdo expressos como % do controle no tempo zero, antes da perfusdo
com a solucdo contendo os diferentes venenos nas mesmas concentracoes.
Os valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA com poés-

teste Tukey *a partir do 10° minuto).

Efeitos dos venenos brutos de B. asper, Agkistrodon contortrix
laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus na frequéncia cardiaca em
coracdo isolado de rato. A diminuicdo da frequéncia cardiaca foi uma medida

relativa ao valor obtido no Ultimo minuto do periodo controle. Com 60 minutos
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de perfusédo dos venenos brutos na concentracdo de 10,0 ug/mL de B. asper,
Agkistrodon contortrix laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus fizemos a anélise
da diminuicdo da frequéncia cardiaca. Na figura 28, observamos diferentes
diminui¢cdes da frequéncia cardiaca com 60 minutos de perfusdo dos venenos
brutos. As diminui¢bes da frequéncia cardiaca foram de 7% do veneno de B.
asper, 39% da peconha de Agkistrodon contortrix laticinctus, a redugcdo do

veneno de B. jararacussu foi de 37% e B. leucurus reduziu em 36%.
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Figura 28: Efeitos dos venenos de B. asper, Agkistrodon contortrix
laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus na frequéncia cardiaca em
coracdo isolado de rato. A Frequéncia Cardiaca é expressa em % da redugéo
do valor basal nos registros EKG no tempo zero sendo avaliada no tempo de
60 minutos apods os coracgdes de ratos isolados serem perfundidos com solugéo

nutridora contendo veneno de B. asper 10,0 ug/mL; veneno de Agkistrodon

contortrix laticinctus 10,0 pg/mL; veneno de B. jararacussu 10,0 npg/mL; B.

55



leucurus 10,0 pg/mL. Os valores expressam a média+ EPM (n =4, *p < 0.05 -

ANOVA pos-teste Tukey).

Efeitos da B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B. jararacussu e B.
leucurus no intervalo PR do EKG em coracéao isolado de rato. O aumento
do intervalo PR foi uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos de
controle. Com 20 minutos fizemos a analise do intervalo PR. Na figura 29,
observamos que aos 20 minutos de perfusdo dos venenos brutos da B. asper,
Agkistrodon contortrix laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus obtivemos
aumentos do intervalo PR. Os aumentos do intervalo PR foram observados
quando perfundimos o veneno B. asper na concentracdo de 10,0 e ocorreu o
aumente de 18%, o veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus promoveu 12%
de aumento, a pegconha de B. jararacussu gerou aumento de 8% e o veneno de

B. leucurus induziu o aumento de 19%.
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O™ B.asper 10 pg/ml

mm ACL 10 pg/ml

[T B. jararacussu 10,0 pg/ml
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Figura 29: Efeitos dos venenos de B. asper, Agkistrodon contortrix

laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus no intervalo PR em coracao
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isolado de rato O intervalo PR é expresso em % da alteragdo do valor basal
nos registros EKG no tempo zero sendo avaliado no tempo de 20 minutos apos
0s coragcbes de ratos isolados serem perfundidos com solugdo nutridora
contendo veneno de B. asper 10,0 ug/mL; veneno de Agkistrodon contortrix
laticinctus 10,0 pg/mL; veneno de B. jararacussu 10,0 pg/mL; B. leucurus 10,0
ug/mL. Os valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA pos-

teste Tukey).

Efeitos B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B. jararacussu e B.
leucurus na amplitude do complexo QRS do EKG em coracao isolado de
rato. A diminuicdo da amplitude QRS foi uma medida relativa ao valor obtido
em 30 minutos de controle. Com 60 minutos fizemos a analise da amplitude do
QRS. Na figura 30, observamos que aos 60 minutos de perfusdo com o0s
venenos brutos de B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B. jararacussu e
B. leucurus promoveram redugcbes nas amplitudes do complexo QRS. A
diminuicdo da amplitude do complexo QRS do veneno de B. asper na
concentracédo de 10,0 ug/mL foi de 12%, a peconha de Agkistrodon contortrix
laticinctus promoveu uma reducéo de 29%, o veneno de B. jararacussu reduziu

em 27% e a peconha de B. leucurus diminui em 74%.
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Figura 30: Efeitos dos venenos de B. asper, Agkistrodon contortrix
laticinctus, B. jararacussu e B. leucurus na amplitude do complexo QRS
do EKG em coracdo isolado de rato. A amplitude do complexo QRS é
expressa em % da reducdo do valor basal nos registros EKG no tempo zero
sendo avaliada no tempo de 60 minutos apds os coragcbes de ratos isolados
serem perfundidos com solucdo nutridora contendo veneno de B. asper 10,0
ug/mL; veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus 10,0 ug/mL; veneno de B.

jararacussu 10,0 pug/mL; B. leucurus 10,0 ug/mL. Os valores expressam a

meédia + EPM (n =4, * p < 0.05 - ANOVA pés-teste Tukey).

Anélise do mapeamento enzimatico macroscopico dos coracdes expostos
aos venenos brutos de B. asper, Agkistrodon contortrix laticinctus, B.
jararacussu e B. leucurus na concentracédo de 10,0 pg/mL. As marcacoes
forem realizadas nos coragbes apds serem expostos ao protocolo na
montagem de Langendorff modificado. Na figura 31, a exposi¢cao ao veneno de

B. leucurus na concentracao de 10,0 pg/mL demonstra lesdes nas regides mais
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externa da parede cardiaca. Os padrdes de lesdes difusas foram semelhantes
nos venenos de B. jararacussu e Agkistrodon contortrix laticinctus na
concentracdo de 10,0 pug/mL e o padrdo produzido pela peconha de B. asper
poderia ser considerado intermediario aos outros venenos na mesma

concentracdo quando comparado por essa técnica de marcacao.

Figura 31: Mudancas morfoldgicas observadas
com a marcagdo com TTC. (A) marcacdo da
regido vermelha (presenga da enzima
desidrogenase lactica) mais central e
perifericamente as regides em branco (auséncia
da enzima) produzido pelo veneno bruto de
B.leucurus; (B) marcacdo da regido vermelha
(presenca da enzima desidrogenase lactica) e as
regides em branco (auséncia da enzima) sem um
padrdo bem definido produzido pelo veneno bruto
de B. jararacussu; (C) marcagdo da regido
vermelha (presenca da enzima desidrogenase
lactica) mais central e perifericamente as regides
em branco (auséncia da enzima) produzido pelo
veneno bruto de B.asper; (D) marcacdo da regido
vermelha (presenca da enzima desidrogenase
lactica) e as regibes em branco de forma néo
padronizada (auséncia da enzima) produzido pelo
veneno bruto de Agkistrodon contortrix laticinctus.

Efeito do veneno de B. asper nas concentragdes 1,0 ug/mL, 3,0 ug/mL e
10,0 pg/mL na presséo de perfusdo em coracéo isolado de rato. O aumento
da presséo de perfusdo foi uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos
de controle. Na figura 32, observamos que apés 60 minutos de perfusdo do
veneno de B. asper obtivemos aumento da pressdo de perfusdo que foram
dependentes da concentracdo do veneno. O aumento da pressao de perfusdo
de 15% ocorreu no ultimo minuto de experimento na concentracdo na 1,0
pg/mL, na concentragao de 3,0 yg/mL o aumento foi de 40% e na concentracao

de 10,0 pyg/mL a elevacgéo da presséao foi de 59%.
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Figura 32: Efeito do veneno de B. asper nas concentragdes 1,0 ug/mL, 3,0
ug/mL e 10,0 pg/mL na presséo de perfusdo em coragao isolado de rato.
Ordenada: A pressao de perfusdo expressa em % de aumento do valor basal
em coracdes de ratos isolados perfundidos com solugcdo nutridora contendo
veneno de B. asper nas concentracfes de 1,0 ug/mL (e), 3,0 ug/mL (O) e 10,0
ug/mL (V). Abscissa: tempo de perfusdo. Os dados estdo expressos como %
do controle no tempo zero, antes da perfusdo com a solugdo contendo os
diferentes venenos nas mesmas concentracdes. Os valores expressam a
média + EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA poés-teste Tukey *a partir do 10°

minuto).

Efeito do veneno de B. asper nas concentragfes 1,0 ug/mL, 3,0 ug/mL e
10,0 pg/mL na geracéo de area de lesdo em fatias de coracgao isolado de
rato. O aumento da area de lesédo foi uma medida relativa & &rea total das

fatias. Na figura 33, observamos que apds 60 minutos de perfusdo do veneno
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de B. asper em coracdes isolados obtivemos aumento da area de lesao que foi
dependente da concentracdo do veneno. A area de lesdo de 19% foi promovida
na concentracdo de 1,0 g/mL, na concentracdo de 3,0 g/mL a area de leséo foi
de 39% e na concentracdo de 10,0 g/mL de veneno chegou a 53% da area

total avaliada.

= B. asper 1,0 ug/ml (A)
wewww B, asper 3,0 ug/ml (B)
mmmmm B. asper 10,0 pg!kml ©

Area de lesdo (% da area total)

Figura 33: Efeito do veneno de B. asper nas concentra¢cdes 1,0 ug/mL, 3,0
pg/mL e 10,0 ug/mL na geracdo de area de lesdo em fatias de coragéo
isolado de rato. A area de leséo € expressa em % da area total das fatias dos
coracles. Esses foram isolados dos ratos e perfundidos com solucéo nutridora
contendo veneno de B. asper 1,0 pg/mL; 3,0 ug/mL e 10,0ug/mL. Os valores

expressam a media + EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA pos-teste Tukey).

Efeito do veneno de B. asper nas concentragfes 1,0 ug/mL, 3,0 ug/mL e
10,0 pug/mL na frequéncia cardiaca em coracdo isolado de rato. A
diminuicdo da frequéncia cardiaca foi uma medida relativa ao valor obtido no

altimo minuto do periodo controle. Com 60 minutos de perfusdo do veneno
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bruto de B. asper nas concentracdes 1,0 pg/mL, 3,0 ug/mL e 10,0 ug/mL
fizemos a andlise da diminuicdo da frequéncia cardiaca. Na figura 34, a
diminuicdo de 65% da frequéncia cardiaca somente foi observada quando
perfundimos o veneno bruto de B. asper na concentracao de 10,0 ug/mL e ndo

ocorreu diminui¢cdes nas concentracdes de 1,0 pug/mL e 3,0 ug/mL.
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Figura 34: Efeito do veneno de B. asper nas concentragdes 1,0 ug/mL, 3,0
pg/mL e 10,0 pg/mL na frequéncia cardiaca em coracéo isolado de rato. A
frequéncia cardiaca € expressa em % da reducdo do valor basal nos registros
EKG no tempo zero sendo avaliada no tempo de 60 minutos apds os coracdes
de ratos isolados serem perfundidos com solucdo nutridora contendo veneno
de B. asper 1,0 ug/mL; 3,0 ug/mL e 10,0 pg/mL. Os valores expressam a

meédia + EPM (n = 4, * p < 0.05 — Teste t ndo pareado).

Efeito do veneno de B. asper nas concentragdes 1,0 ug/mL, 3,0 ug/mL e
10,0 pg/mL no intervalo PR do EKG em coracéo isolado de rato. O

aumento do intervalo PR foi uma medida relativa ao valor obtido no ultimo
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minuto do periodo controle. Com 60 minutos de perfusdo do veneno bruto de B.
asper nas concentracoes 1,0 ug/mL, 3,0 ug/mL e 10,0 ug/mL fizemos a anélise
do aumento do intervalo PR. Na figura 35, o aumento do intervalo PR de 19%
somente foi observado quando perfundimos o veneno bruto de B. asper na
concentracdo de 10,0 pug/mL e ndo ocorreu diferencas significativas nas

concentracfes de 1,0 pg/mL e 3,0 pg/mL.
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Figura 35: O efeito do veneno de B. asper nas concentragdes 1,0 ug/mL,
3,0 pg/mL e 10,0 pg/mL no intervalo PR do EKG em coracdao isolado de
rato. O intervalo PR é expresso em % do aumento do valor basal nos registros
EKG no tempo zero sendo avaliado no tempo de 60 minutos ap0s os coracdes

de ratos isolados serem perfundidos com solu¢do nutridora contendo veneno
de B. asper 1,0 ug/mL; 3,0 pg/mL e 10,0 ug/mL. Os valores expressam a

média + EPM (n =4, * p < 0.05 - ANOVA péds-teste Tukey).

Efeito do veneno de B. asper nas concentragfbes 1,0 ug/mL, 3,0 ug/mL e

10,0 ug/mL na amplitude do complexo QRS do EKG em coragéo isolado
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de rato. A reducéo da amplitude do complexo QRS foi uma medida relativa ao
valor obtido no ultimo minuto do periodo controle. Com 60 minutos de perfusédo
do veneno bruto de B. asper nas concentracbes 1,0 ug/mL, 3,0 ug/mL e 10,0
ug/mL fizemos a andlise da amplitude do complexo QRS. Na figura 36, a
reducdo de 38% da amplitude do QRS na concentracdo de 1,0 pg/mL do
veneno bruto de B. asper foi observada, na concentracdo de 3,0 pg/mL a

reducao foi de 43% e na concentracdo de 10,0 pg/mL foi de 75%.
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Figura 36: Efeito do veneno de B. asper nas concentragdes 1,0 ug/mL, 3,0
ug/mL e 10,0 ug/mL na amplitude do complexo QRS do EKG em coragéo
isolado de rato. A amplitude do complexo QRS é expressa em % da reducao
do valor basal nos registros EKG no tempo zero sendo avaliada no tempo de
60 minutos apods os coragdes de ratos isolados serem perfundidos com solugéo
nutridora contendo veneno de B. asper 1,0 pg/mL; 3,0 pg/mL e 10,0 pg/mL.
Os valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA pés-teste

Tukey).

Efeito do veneno de B. asper na concentragdo 10,0 ug/mL € na tenséo

desenvolvida em coracéo isolado de rato antagonizado pela heparina nas
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concentragbes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. A reducdo da
tensdo foi uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos de controle.
Observamos que apés 60 minutos de perfusdo dos venenos de B. asper, B.
asper x heparina nas concentracbes de 30,0 pg/mL, 100,0 ug/mL e 300,0
ug/mL obtivemos diferentes medidas da reducdo da tensdo em funcdo do
tempo. Na figura 37, a reducédo da tensao foi induzida em diferentes tempos
pelo veneno bruto ou quando associado a heparina. A peconha de B. Asper na
concentracdo de 10,0 pg/mL reduziu em 94% a tensdo com 50 minutos de
perfusdo. Em outro grupo associamos a mesma concentragdo de veneno a
heparina na concentracdo de 30,0 ug/mL e ocorreu a reducdo de 76% da
tensdo nos 45 minutos. O aumento da concentracdo de heparina para 100,0
ug/mL junto com o veneno diminui em 23% a tensdo apds 30 minutos e 300,0
ug/mL de heparina perfundido com a pegonha na concentragao de 10,0 ug/mL

reduziu em 19% a tensédo ao final do experimento.
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Figura 37: Efeito do veneno de B. asper na concentracdo 10,0 pg/mL na
tensdo desenvolvida em coracao isolado de rato é antagonizado pela
heparina nas concentragdes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL.
Ordenada: Tensédo cardiaca, expressa em % do controle em coracdo de ratos
isolado perfundido com solucdo nutridora contendo veneno de B. asper na
concentracdo 10,0 ug/mL (A); B. asper 10,0 ug/mL x heparina na concentracéo
de 30,0 ug/mL (e); B. asper 10,0 ug/mL x heparina na concentracao de 100,0
ug/mL (O) e B. asper 10,0 ug/mL x heparina na concentracdo de 300,0 ug/mL
(V). Abscissa: tempo de perfusao com as diferentes concentragdes do veneno.
Os dados estdo expressos como % da tensdo controle no tempo zero, antes da
perfusdo com a solucdo contendo o veneno (V) nas diferentes concentracdes.
Os valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 — ANOVA po0s-teste

Tukey.*a partir do 35° minuto).

Efeito do veneno de B. asper na concentragcao 10,0 ug/mL na presséo de
perfusdo em coracdo isolado de rato é antagonizado pela heparina nas
concentragdes 30,0 pug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. O aumento da
presséo de perfusdo foi uma medida relativa ao valor obtido em 30 minutos de
controle. Na figura 38, observamos que apos 60 minutos de perfusdo do
veneno de B. asper ocorreu elevacdo da presséo de perfusdo e quando
associamos ao veneno bruto a heparina em concentracbes crescentes
obtivemos redugcbes do aumento da pressdo de perfusdo. O aumento da
pressédo de perfusdo foi de 60% apds 60 minutos de perfusdo da peconha na
concentracdo de 10,0 upug/mL. Quando essa concentracdo de veneno foi

associada com heparina na concentragdo de 30,0 g/mL ocorreu reducdo do
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aumento da pressao de perfuséo para 43% com 60 minutos de experimento. O
aumento da concentragdo de heparina para 100,0 uyg/mL associado ao veneno
reduziu o aumento de presséo de perfuséo para 9%. A concentragcédo de 300,0
pg/mL heparina junto a pegonha reduziu esse aumento para 5% do valor do

periodo controle.
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Figura 38: Efeito do veneno de B. asper na concentracdo 10,0 pug/mL na
pressdo de perfusdo em coracdo isolado de rato é antagonizado pela
heparina nas concentragdes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL.
Ordenada: A pressao de perfusdo expressa em % de aumento do valor basal
em coracdes de ratos isolados perfundidos com solug¢do nutridora contendo
veneno de B. asper na concentracédo de 10,0 ug/mL (e), B. asper 10,0 pg/mL x
heparina nas concentragcdes de 30,0 ug/mL (O), 100,0 ug/mL (V) e 300,0
ug/mL (A). Abscissa: tempo de perfusdo. Os dados estdo expressos como %
do controle no tempo zero, antes da perfusdo com a solugdo contendo os
diferentes venenos nas mesmas concentracdes. Os valores expressam a
média =+ EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA p0és-teste Tukey *a partir do 55°

minuto).
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Efeito do veneno de B. asper na concentracdo 10,0 pg/mL na area de
lesdo em coracdo isolado de rato € antagonizado pela heparina nas
concentragdes 30,0 ug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 pg/mL. O aumento da area
de leséo foi reduzido pela adicdo de concentracdes crescentes de heparina ao
veneno bruto e é uma medida relativa a area total das fatias escaneadas. Na
figura 39, observamos a ocorréncia de uma relagédo inversa, quanto maior a
concentracdo de heparina associada ao veneno bruto de B. asper menor a
area de lesdo mensurada. A area de lesdo foi de 50% quando induzida pelo
veneno bruto na concentracdo de 10,0 pg/mL associado a heparina na
concentragédo de 30,0 uyg/mL, quando aumentamos a concentracao para 100,0
pMg/mL de heparina junto ao veneno mensuramos 17% de area de lesdo e a
associacdo da peconha com heparina na concentracdo de 300,0 pg/mL
medimos 2.5% de area de lesé&o.
@ B. asper 10,0 ug/ml + heparina 30,0 ug/ml (A)

XXX B. asper 10,0 ug/ml + heparina 100,0 ug/ml (B)
E==E B. asper 10,0 ug/ml + heparina 300,0 pg/ml (C)
*
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Figura 39: Efeito do veneno de B. asper na concentragédo 10,0 ug/mL € na

area de lesdo em coracdo isolado de rato antagonizado pela heparina nas
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concentragdes 30,0 ug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. A area de lesédo é
expressa em % da area total das fatias dos coracfes. Esses sao isolados dos
ratos e perfundidos com solugcdo nutridora contendo veneno de B. asper
antagonizado pela heparina nas concentra¢cdes 30,0 ug/mL, 100,0 pug/mL e
300,0 ug/mL. Os valores expressam a média + EPM (n =4, * p < 0.05 - ANOVA

pés-teste Tukey).

Efeito do veneno de B. asper na concentracdo 10,0 pug/mL na frequéncia
cardiaca em coracédo isolado de rato € antagonizado pela heparina nas
concentragbes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. Na figura 40, a
diminuicdo da frequéncia cardiaca foi uma medida relativa ao valor obtido no
altimo minuto do periodo controle. Com 60 minutos fizemos a analise da
frequéncia cardiaca: perfusdo do veneno bruto de B. asper na concentracao
10,0 pg/mL associado a heparina nas concentra¢cfes 30,0 ug/mL, 100,0 pg/mL
e 300,0 upg/mL. A reducdo da frequéncia cardiaca com a peconha na
concentracdo de 10,0 pg/mL foi de 65% (fig.34). Esse evento foi diminuido a
21% quando associado a heparina na concentracdo 30,0 ug/mL ao veneno de
B. asper. O efeito redutor da frequéncia cardiaca promovido pelo veneno bruto
foi completamente antagonizado pelas concentracdes de heparina 100,0 pg/mL

e 300,0 pg/mL.
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Figura 40: Efeito do veneno de B. asper na concentracdo 10,0 pg/mL na
frequéncia cardiaca em coracdo isolado de rato é antagonizado pela
heparina nas concentra¢gdes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 ug/mL. A
frequéncia cardiaca é expressa em % da reducdo do valor basal nos registros
EKG no tempo zero sendo avaliada no tempo de 60 minutos apds os coracdes
de ratos isolados serem perfundidos com solucdo nutridora contendo veneno
de B. asper na concentracdo 10,0 ug/mL antagonizado pela heparina nas
concentragcdes 30,0 ug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL. Os valores expressam

a média + EPM (n =4, * p < 0.05 - ANOVA poés-teste Tukey).

Efeito do veneno de B. asper na concentragcao 10,0 ug/mL no intervalo PR
do EKG em coracéao isolado de rato € antagonizado pela heparina nas
concentragdes 30,0 pg/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL. Na figura 41, o
aumento do intervalo PR foi uma medida relativa ao valor obtido no udltimo
minuto do periodo controle. Com 60 minutos fizemos a analise do intervalo PR:
perfusdo do veneno bruto de B. asper na concentracao 10,0 ug/mL associado a

heparina nas concentracbes 30,0 ug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. O
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aumento do intervalo PR de 19% foi observado quando perfundimos somente o
veneno bruto de B. asper na concentracao de 10,0 ug/mL (fig.35). Esse evento
foi reduzido para 15% quando perfundimos associado com heparina 30,0
pug/mL e totalmente antagonizado quando associado com as concentracdes de

100,0 e 300,0 de heparina ao veneno.
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Figura 41: Efeito do veneno de B. asper na concentragcdo 10,0 pg/mL no
intervalo PR do EKG em coracao isolado de rato é antagonizado pela
heparina nas concentragdes 30,0 ug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 ug/mL. O
intervalo PR é expresso em % do aumento do valor basal nos registros EKG no
tempo zero sendo avaliado no tempo de 60 minutos apds os coracgdes de ratos
isolados serem perfundidos com solucdo nutridora contendo veneno de B.
asper na concentracdo 10,0 ug/mL associado a heparina nas concentracoes
30,0 pg/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL. Os valores expressam a média +

EPM (n =4, * p <0.05 - ANOVA pés-teste Tukey).

Efeito do veneno de B. asper na concentra¢cao 10,0 ug/mL na amplitude do

complexo QRS do EKG em coracao isolado de rato antagonizado € pela
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heparina nas concentragcbes 30,0 png/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. Na
figura 42, a reducéo da amplitude do complexo QRS foi uma medida relativa ao
valor obtido no ultimo minuto do periodo controle. Com 60 minutos fizemos a
analise da reducdo da amplitude do complexo QRS: perfusdo do veneno bruto
de B. asper na concentragcdo 10,0 upg/mL associado a heparina nas
concentragbes 30,0 pg/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 pug/mL. A reducédo da
amplitude do complexo QRS foi de 75% quando perfundimos o veneno bruto
de B. asper na concentracdo de 10,0 pg/mL. A associacdo a heparina na
concentracdo de 30,0 ug/mL reduziu o efeito promovido pela peconha para
51% de reducédo, o aumento para 100,0 ug/mL de heparina reduziu para 30%
de reducéo do complexo QRS e na concentragéo de 300,0 pug/mL o efeito foi de

10%.
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Figura 42: O efeito do veneno de B. asper na concentragcdo 10,0 ug/mL na

Amplitude do QRS - 60 mi
L

amplitude do QRS do EKG em coracao isolado de rato € antagonizado

pela heparina nas concentra¢cdes 30,0 pug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL.
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A amplitude do complexo QRS € expressa em % da reducao do valor basal nos
registros EKG no tempo zero sendo avaliada no tempo de 60 minutos apds os
coragOes de ratos isolados serem perfundidos com solucdo nutridora contendo
veneno de B. asper na concentracdo 10,0 ug/mL antagonizado pela heparina
nas concentragcbes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. Os valores

expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA pés-teste Tukey).

Efeito do veneno de B. jararacussu na concentracdo 10,0 pg/mL é na
tensdo desenvolvida em coragcdo isolado de rato antagonizado
parcialmente pela enoxaparina nas concentracdes 30,0 pg/mL, 100,0
pg/mL e 300,0 pug/mL. Na figura 43, a reducdo da tensdo foi uma medida
relativa ao valor obtido em 30 minutos de controle. Observamos que apés 60
minutos de perfusdo dos venenos de B. jararacussu 10,0 ug/mL associado a
enoxaparina nas concentragées de 30,0 ug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 ug/mL
obtivemos diferentes medidas de reducédo da tensdo em fungdo do tempo. A
reducdo da tenséo foi induzida em diferentes tempos pelo veneno bruto ou
gquando associado a enoxaparina. A peconha de B. jararacussu ha
concentracédo de 10,0 pg/mL reduziu em 96% a tensdo com 5 minutos de
perfusdo. Em outro grupo associamos a mesma concentracdo de veneno a
enoxaparina na concentracdo de 30,0 ug/mL e ocorreu a reducéo de 76% da
tensdo com 40 minutos. O aumento da concentragcdo de enoxaparina para
100,0 pg/mL junto com o veneno foi o que teve o melhor efeito e diminuiu em
23% a tensao apos 20 minutos e 300,0 ug/mL de enoxaparina perfundido com
a peconha na concentragao de 10,0 pg/mL reduziu em 78% a tensdo apos 50

minutos de experimento.
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Figura 43: Efeito do veneno de B. jararacussu na concentracdo 10,0 pug/mL
na tensdo desenvolvida em coracdo isolado de rato é antagonizado
parcialmente pela enoxaparina nas concentragdes 30,0 pg/mL, 100,0
pg/mL e 300,0 pg/mL. Ordenada: Tensdo cardiaca, expressa em % do
controle em coracdo de ratos isolados perfundidos com solugdes nutridoras
contendo veneno de B. jararacussu na concentragdo: 10,0 ug/mL (e); B.
jararacussu associado a enoxaparina na concentragdo de 30,0 ug/mL (O); B.
jararacussu associado a enoxaparina na concentragdo de 100,0 pg/mL (V) e
B. jararacussu associado a enoxaparina na concentracdo de 300,0 ug/mL (A).
Abscissa: tempo de perfusdo com as diferentes concentracdes do veneno. Os

dados estdo expressos como % da tensdo controle no tempo zero, antes da

perfusdo com a solucdo contendo o veneno (V) nas diferentes concentracoes.
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Os valores expressam a média + EPM (n = 4, * p < 0.05 — ANOVA pés-teste

Tukey.*a partir do 35° minuto).

Efeito do veneno de B. jararacussu na concentracdo 10,0 ug/mL na
pressdo de perfusdo em coracdo isolado de rato é antagonizado pela
enoxaparina nas concentragdes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. O
aumento da presséao de perfusédo foi uma medida relativa ao valor obtido em 30
minutos de controle. Na figura 44, observamos que ap6s 60 minutos de
perfusdo do veneno de B. jararacussu e quando associamos concentracdes
crescentes de enoxaparina obtivemos diferentes valores de pressdao de
perfusdo. O aumento da pressédo de perfusdo de 19% ocorreu apés 60 minutos
de veneno bruto. Quando associado com enoxaparina na concentracédo de 30,0
Mg/mL o aumento foi de 29% e 300,0 uyg/mL de enoxaparina junto com a
peconha promoveu um aumento da pressdo de perfusdo de 42%. A
associacao, entretanto, de 100,0 ug/mL de enoxaparina ao veneno aumentou

somente 7% da pressao de perfusdo apos 60 minutos.
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Figura 44: Efeito do veneno de B. jararacussu na concentragao 10,0 ug/mL
na pressao de perfusdo em coracao isolado de rato é antagonizado pela
enoxaparina nas concentra¢gdes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pug/mL.
Ordenada: A presséao de perfusédo expressa em % de aumento do valor basal
em coracdes de ratos isolados perfundidos com solugdo nutridora contendo
veneno de B. Jararacussu na concentracdo de 10,0 ug/mL (e), B. jararacussu
10,0 pug/mL associado a enoxaparina nas concentracdes de 30,0 pug/mL (O),
100,0 pug/mL (V) e 300,0 ug/mL (A). Abscissa: tempo de perfusdo. Os dados
estao expressos como % do controle no tempo zero, antes da perfusdo com a
solugdo contendo os diferentes venenos nas mesmas concentracdes. Os
valores expressam a média £+ EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA pés-teste Tukey

*a partir do 60° minuto).
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Efeito do veneno de B. jararacussu na concentracdo 10,0 pg/mL na
frequéncia cardiaca em coracdo isolado de rato é antagonizado pela
enoxaparina nas concentragdes 30,0 ug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 pg/mL. O
aumento da frequéncia cardiaca foi uma medida relativa ao valor obtido no
altimo minuto do periodo controle. Com 60 minutos de perfusdo do veneno
bruto de B. jararacussu na concentracao 10,0 ug/mL associado a enoxaparina
nas concentracées 30,0 ng/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL fizemos a analise
da frequéncia cardiaca. O aumento da frequéncia cardiaca foi de 37% quando
perfundimos o veneno bruto de B. jararacussu na concentracdo 10,0 ug/mL e
gquando associado a enoxaparina nas trés concentracbes obtivemos o

antagonismo do efeito da pegonha.
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Figura 45: Efeito do veneno de B. jararacussu na concentragdo 10,0 pg/mL
antagonizado pela enoxaparina nas concentragcfes 30,0 pg/mL, 100,0
png/mL e 300,0 ug/mL na frequéncia cardiaca em coragao isolado de rato.
A frequéncia cardiaca é expressa em % do aumento do valor basal nos
registros EKG no tempo zero sendo avaliada no tempo de 60 minutos apds o0s
coracles de ratos isolados serem perfundidos com solucao nutridora contendo
veneno de B. jararacussu na concentracdo 10,0 ug/mL antagonizado pela
enoxaparina nas concentragées 30,0 ug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL. Os
valores expressam a média £+ EPM (n = 4, * p < 0.05 - ANOVA p0s-teste

Tukey).

Efeito do veneno de B. jararacussu na concentragcdo 10,0 ug/mL na
amplitude do complexo QRS do EKG em coracgdo isolado de rato é
parcialmente antagonizado pela enoxaparina nas concentracdes 30,0
ug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. A reducéo da amplitude do complexo
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QRS foi uma medida relativa ao valor obtido no ultimo minuto do periodo
controle. Com 60 minutos de perfusdo do veneno bruto de B. jararacussu ha

hY

concentracdo 10,0 ug/mL associado a enoxaparina nas concentracées 30,0
ug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL fizemos a analise da amplitude do QRS. Na
figura 46, a reducdo da amplitude do complexo QRS foi de 41% quando
perfundimos o veneno bruto de B. jararacussu na concentracédo de 10,0 pg/mL
associado a enoxaparina nas concentragées 30,0 ug/mL, quando 100,0 ug/mL
enoxaparina foi perfundido com a peconha essa reducéo foi de 51% e a adicéo
de 300,0 ug/mL de enoxaparina ao veneno reduziu o efeito do veneno bruto

(figura 30) de 27% para 16%.
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Figura 46: Efeito do veneno de B. jararacussu na concentra¢cao 10,0 ug/mL
na amplitude do complexo QRS do EKG em coracédo isolado de rato é
parcialmente antagonizado pela enoxaparina nas concentracdes 30,0
ug/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pg/mL. A amplitude do complexo QRS é

expressa em % da reducdo do valor basal nos registros EKG no tempo zero
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sendo avaliada no tempo de 60 minutos ap0s os corac¢des de ratos isolados
serem perfundidos com solucéo nutridora contendo veneno de B. jararacussu
na concentracdo 10,0 ug/mL associado & enoxaparina nas concentragées 30,0
ug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL. Os valores expressam a média + EPM (n =

4, * p < 0.05 - ANOVA pos-teste Tukey).

Efeito do veneno de B. jararacussu na concentracdao 10,0 pg/mL no
intervalo PR do EKG em coracédo isolado de rato é antagonizado pela
enoxaparina nas concentragdes 30,0 ug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 pg/mL. O
aumento do intervalo PR foi uma medida relativa ao valor obtido no ultimo
minuto do periodo controle. Com 60 minutos de perfusdo do veneno bruto de B.
jararacussu na concentracdo 10,0 ug/mL associado a enoxaparina nas
concentragdes 30,0 pug/mL, 100,0 ug/mL e 300,0 ug/mL foi realizado a analise
do intervalo PR. Na figura 29, o aumento do intervalo PR foi de 8% quando
perfundimos o veneno bruto de B. jararacussu na concentracdo de 10,0 pg/mL.
Na figura 47, esse efeito foi antagonizado nas concentra¢des de 30,0-100,0
pg/mL  de enoxaparina, quando associado, entretanto, 300,0 pg/mL

enoxaparina a peconha bruta observamos o aumento de 18% do intervalo PR.

81



& Controle

BESZ34 B. jararacussu 10 ug/mL x enoxaparina 30 pg/mL
EEN B. jararacussu 10 mg/mL x enoxaparina 100 mg/mL
EZ=Z2 B. jararacussu 10 mg/mL x enoxaparina 300 mg/mL
nw.es B. jararacussu 10 mg/mL

—~

<Q . *

© 140} |

i

— I

O 120}

o XX
S 55

S ol % 55
KR 554
S 2SS

X Pe®e! (XX

o L

80 RS RS

~— DX DX
S 2SS
XK 554

e i S 2SS

60 XX (XX

(el DX DX
R 1o

o i S 2SS

O 40 XX X

o RS RS

> XK 554

= o0} R 5%

o R 1%

= R 1o

—_— 0: o = e

Figura 47: Efeito do veneno de B. jararacussu na concentragcdo 10,0 pg/mL
no intervalo PR do EKG em coracéo isolado de rato € antagonizado pela
enoxaparina nas concentra¢gdes 30,0 pg/mL, 100,0 pg/mL e 300,0 pug/mL.
O intervalo PR é expressa em % do aumento do valor basal nos registros EKG
no tempo zero sendo avaliada no tempo de 60 minutos apds os coracdes de
ratos isolados serem perfundidos com solugéao nutridora contendo veneno de B.
jararacussu na concentracdo 10,0 ug/mL antagonizado pela enoxaparina nas
concentracdes 30,0 ug/mL, 100,0 ug/mL, 300,0 ug/mL. Os valores expressam a

média + EPM (n =4, * p < 0.05 - ANOVA pés-teste Tukey).
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DISCUSSAO

Nossos dados in vitro demonstram pela primeira vez os efeitos
depressores no coracdo e no EKG induzidos pelos venenos Agkistrodon
contortrix laticinctus, B. Alternatus, B. asper, B. atrox, B. insulares, B. jararaca,
B. jararacussu, B. leucurus, B. moojeni e B. neuwiedi. Ja foi demonstrado que
esses venenos possuem atividade miotoxica, exceto B. atrox, B. insularis, B.
leucurus e B. moojeni (Leite et al., 2007, Gay et al., 2005, Lomonte et al., 2003,
Patrdo-Neto et al., 2013, Delatorre et al., 2011), entretanto, o efeito cardiotoxico
nao foi avaliado. Os resultados mostram que os venenos induziram a reducao
na forca contrétil do coracdo de ratos, sendo este efeito dependente de tempo
e da concentracdo de veneno (Agkistrodon contortrix laticinctus, B. asper, B.
leucurus e B. jararacussu) adicionados ao meio nutridor. Os efeitos produzidos
pelos venenos de B. asper e B. jararacussu foram antagonizados pela heparina
e parcialmente pela enoxaparina de forma concentracdo-dependente. Os
venenos de serpentes constituem uma mistura de enzimas, polipeptidios de
baixa massa molecular, glicoproteinas e ions metalicos capazes de gerar dano
tecidual local e faléncia mdultipla de sistemas, inclusive o colapso cardiaco
(Cher et al, 2005). A atividade citotoxica dos venenos de serpentes ocorre pela
ligacdo de seus componentes a estruturas como 0s glicosaminoglicanos nas
membranas formando poros na membrana celular dos cardiomiécitos (Wu et al,
2010), e fibras musculares, levando a lesdo celular, extravasamento de
conteudo celular, e consequente morte. A reducdo da tensdo desenvolvida nos
coracOes de ratos expostos aos venenos de Agkistrodon contortrix laticinctus,
B. Alternatus, B. asper, B. atrox, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B.

leucurus, B. moojeni e B. neuwiedi indicam a disfuncdo do tecido cardiaco. A
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andlise do tracado do EKG mostra reducao da frequéncia cardiaca, aumento
do intervalo PR, diminuicdo da amplitude de QRS e 0 aparecimento de ondas
de lesdo, sugerindo lesdo do tecido cardiaco e ruptura do sarcolema. Estas
observacbes vém de encontro aos dados obtidos com a analise da marcacgéo
enzimatica macroscépica pelo cloridrato de trifenil tetrazolium (TTC), que
mostra areas esbranquicadas que séo evidéncias da lesdo do tecido cardiaco.
Esses eventos foram também observados no trabalho de Sifuentes e
colaboradores (2008) e Melo e colaboradores (2010) que demonstraram a
atividade do veneno de B. jararacussu sobre os midcitos ou tecidos cardiacos.
Além disso, existem muitos trabalhos mostrando a atividade desse veneno em
tecido muscular estriado esquelético, avaliados por diferentes metodologias,
como medida da taxa de efluxo de creatina quinase (CK), analises morfoldgicas
(Queiroz et al, 1984; Homsi-Brandeburgo et al, 1988; Melo e Suarez-Kurtz,

1988; MELO et al, 1993; Calil-Elias et al, 2002a, b).

As cardiotoxinas (CTX) sdo descritas na literatura como estruturas com
muitos peptideos basicos, as quais interagem com lipideos das membranas
carregados negativamente, podendo assim induzir despolarizacdo persistente
da membrana de células excitaveis, acarretando disturbio na sua estrutura e
funcdo (Vital-Brazil,1984, Harvey,1991). A CTX é o0 nome aceito para esta
familia de peptideos devido ao seu efeito direto no musculo cardiaco, causando
despolarizacdo e prolongadas contraturas musculares. As propriedades CTX e
seus efeitos fisiolégicos podem ser observados pelos trabalhos de Harvey
(1983 e 1991). Investigacdo das CTXs concentrou-se em duas atividades
principais do peptideo, a despolarizacdo das células musculares e hemolise

dos eritrécitos. Os venenos de serpente Agkistrodon contortrix laticinctus, B.
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alternatus, B. asper, B. atrox, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B.
leucurus, B. moojeni e B. neuwiedi possuem efeito cardiotoxico. Propomos que
0 musculo estriado cardiaco possa ser afetado de maneira semelhante ao
musculo estriado esquelético, ja que na nossa dissertacdo de mestrado
(Ricardo, 2008) podemos observar o mecanismo de acdo das toxinas
presentes no veneno de B. jararacussu nesses tecidos e que parece envolver
as mesmas moléculas. Quando injetada no musculo, a cardiotoxina da
peconha de Naja naja atra produz, como verificaram Lai e colaboradores
(1972), degeneragdo da hialina e vacuolizacdo das fibras musculares
esqueléticas. Outras pesquisas mais recentes mostram a acdo mionecrosante
de FLA; presentes em venenos de serpentes (Calil-Elias, 2002a e b; Gutiérrez,
2008). Vital-Brazil (1984) observou que as lesdes locais, caracterizadas por
edema e necrose extensas dos tecidos, sédo provocadas pelas cardiotoxinas do
veneno em acdo sinérgica com as fosfolipases. Ja Harvey e colaboradores
(1983) mostraram que a presenca de atividade FLA, ndo aumenta a habilidade
de cardiotoxinas de despolarizar e induzir contratura de musculatura
esquelética. Este dano celular ndo seria consequéncia da prolongada
despolarizacdo pela alta concentracdo de K*, pois esta é reversivel sendo
provavel a interacdo das cardiotoxinas com os lipideos da membrana. Fletcher
e Lizzo (1987) mostraram que a concentracdo de FLAs usada por Harvey e
colaboradores (1983) foi baixa para se tiver alguma atividade sinérgica com as
cardiotoxinas, e também propuseram que as FLAs teriam a capacidade de
acelerar a acao das cardiotoxinas mais do que potencializar. Estes mostraram
que as cardiotoxinas sdo capazes de promover contratura da musculatura

estriada esquelética, e que nio ha relacido entre inibicdo da Na'K*-ATPase e
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essa atividade. Ainda sugeriram diferentes mecanismos de a¢édo envolvendo o
Ca?*. Algumas das toxinas presentes em venenos de serpentes S&o
fosfolipases que despolarizam, tais como as cardiotoxinas, a membrana das
fibras musculares em preparacdes isoladas e provocam contratura do musculo
estriado esquelético. Estdo incluidas neste caso as toxinas isoladas da
peconha de B. jararacussu, BthTX-I e Il; a miotoxina Il da B. Asper; Agkistrodon
contortrix laticinctusMT, uma miotoxina Lys49 da Agkistrodon contortrix
laticinctus. Além dessas, as miotoxina-l e-ll purificadas de B. moojeni,
homologas (MjTX-I e-1l) as Lys49-FLA;; a neuwiedase, isolada de B. neuwiedi,
uma metaloproteinase de 22kDa, é capaz de degradar o fibrinogénio, fibrina,
colageno do tipo I, fibronectina, laminina e induz a reagdo inflamatoria e possui
acdo hemorragica (Johnson e Ownby, 1993, Leite et al., 2004, Alape-Giro 'et
al., 2008, Onhler et al., 2010, Cardoso et al., 2010, Paine et al., 1992, Blobel et
al., 1997, Lomonte et al, 1990, Soares et al, 1998, 2000, 2004, Rodrigues et al.,

2001, Nufez et al., 2009; Calvete et al., 2011).

A BthTX-l é capaz de induzir paralisia muscular e contratura em
musculatura esquelética (Rodrigues-Simioni et al, 1983; Vital-Brazil, 1984;
Melo e Suarez-Kurtz, 1988b). As cardiotoxinas sédo capazes de produzir perda
da tensdo e o aparecimento de contratura no tecido cardiaco como
demonstrado por Sun e Walker (1986). Nenhum desses mecanismos pode ser
aplicado diretamente para explicar os nossos dados, obtidos usando venenos
brutos de Agkistrodon contortrix laticinctus, B. alternatus, B. asper, B. atrox, B.
insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. leucurus, B. moojeni e B. neuwiedi, que
€ composto por varias toxinas cujos mecanismos de citotoxicidade ndo estdo

esclarecidos. Os estudos de coragao de rato isolado mostraram registros de
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EKG com diminuicdo da frequéncia cardiaca apds 20 minutos, aumento do
intervalo PR apo6s 20 minutos e diminuicdo da amplitude do QRS apds 60
minutos, enquanto o registro da tensao j& havia sido abolido e o coracao havia
perdido a funcdo. Alguns desses dados sao diferentes e outros estédo de
acordo com os apresentados por Omran e Abdel-Nabi (1997). Estes avaliaram
parametros do EKG, e verificaram o aumento da frequéncia cardiaca e da
amplitude do QRS, ao contrdrio dos nossos resultados, enquanto o
prolongamento do intervalo PR em altas doses esta de acordo com 0 nosso
resultado. Os dados conflitantes podem ser resultantes da metodologia de
avaliacdo desses parametros eletrocardiograficos, principalmente frequéncia
cardiaca, visto que os autores avaliaram o EKG de ratos in vivo, e nossas
avaliacOes foram feitas através da metodologia de Langerdoff modificado que
isola 0 coracdo dos mecanismos compensatorios do sistema hemodinamico.
Nossos resultados mostraram o aparecimento de contratura induzida pelo
veneno de Agkistrodon contortrix laticinctus, B. alternatus, B. asper, B. atrox, B.
insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. leucurus, B. moojeni e B. neuwiedi,
semelhante ao ja descrito por Sun e Walker (1986). Eles encontraram que a
cardiotoxina de Naja naja atra induz seletivamente contratura do tecido
ventricular quando se da a depressdo da amplitude de tensdo. Nossos dados
mostram claramente, através do TTC, que houve lesdo do sarcolema e
possivelmente ocorreu a liberacdo de enzima sarcoplasmatica que aumentou
com o tempo de exposicdo ao veneno, semelhante ao ja descrito em outras
preparacdes in vitro e in vivo com musculatura esquelética (Rodrigues-Simioni
et al, 1983; Melo e Suarez-Kurtz, 1988b; Sifuentes et al., 2008). As avaliacdes

do efeito cardiotoxico pela marcacdo enzimatica macroscopica por TTC
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demostraram que os venenos de Agkistrodon contortrix laticinctus, B. asper, B.

leucurus e B. jararacussu induziram o aumento da &rea de leséo.

Quando, entretanto, avaliamos os efeitos de B. asper associado a
heparina e B. jararacussu associado a enoxaparina, esses efeitos foram
diminuidos em relacdo a condicdo apenas com veneno. Substancias
polianidonicas tém sido muito estudadas pela sua habilidade de neutralizar o
efeito citotéxico de venenos de serpentes (Melo e Suarez-Kurtz, 1988; Melo et
al., 1993; Lomonte et al., 1994; Melo e Ownby, 1999; Calil-Elias et al., 2002 a e
b; Murakami et al., 2004, 2005, Ricardo, 2009, Schaffazick et al., 2010). Nosso
trabalho também demonstra que a heparina tem a habilidade de antagonizar o
efeito cardiodepressor do veneno de B. asper e a enoxaparina o efeito da B.
jararacussu, mas esse efeito € dependente da concentracdo. Na concentracao
de 100,0 ug/mL de heparina, o grau de protecao da cardiotoxicidade foi parcial
e foi suficiente para impedir o efeito cardiodepressor do veneno. Além disso, a
heparina teve uma vigorosa capacidade de neutralizar os efeitos da B. asper,
fato que ndo foi observado da mesma forma pela enoxaparina em relacdo ao
veneno de B. jararacussu. Varios mecanismos podem estar envolvidos na
atividade antiofidica da heparina e enoxaparina. Quanto a heparina, podemos
sugerir que ela possa interagir com as toxinas de cargas positivas presentes no
veneno de B. jararacussu, antagonizando principalmente a BthTX-I (Melo et al,
1993). Alguns trabalhos com cristalografia e modelagem molecular indicam que
a heparina tem a capacidade de complexar-se com cardiotoxinas das
serpentes Naja naja atra, Naja mossambica mossambica e Naja nigricollis
nigricollis, que tém cargas positivas, mudando toda a disposicdo das suas

cargas de superficie, tornando-as neutras (Patel et al,1997; Vyas et al, 1997,

88



1998; Sue et al, 2001; Wu, 1998; Tjong et al, 2007). Outros trabalhos
evidenciaram a inibicdo da miotoxicidade da B. asper miotoxina Il (Lys 49) pela
suramina (polianionte sulfatado) e a diminuicdo da intensidade das cargas
positivas desta miotoxina (Murakami et al, 2004; 2005). Além disso, a heparina
€ capaz de antagonizar o efeito do veneno de Bothrops jararacussu sobre as

bombas de Ca®* (Schaffazick et al., 2010).

A CTX A3, que é obtida da Naja atra, demostrou induzir uma corrente
ibnica em modelos de membranas (Chien et al., 1994), esse evento ocorre pela
formacéo de poros especificos ha membrana biolégica. Isso foi demonstrado
pelo método eletrofisiologico de whole cell em cardiomiécitos. Essa CTX
poderia induzir a formagcédo de condutancia extra de maneira dependente da
voltagem e da dose (Wang et al., 2006). No entanto, a condutancia induzida é
sensivel a pré-tratamento das células com sulfatase, IgG anti-sulfato ou IgM
anti-sulfato, o que indica que o sulfato presente na galactose do
glicoesfingolipidos utilizados no trabalho possam estar envolvidos com o
processo. Estes resultados indicam que uma interacdo bimolecular, com a
dimerizacdo do heparan sulfatos induzida por moléculas de CTX A3 que pode

ser o0 passo limitante para o efeito observado.

O heparan sulfato tem sido sugerido como sendo responsavel pela
inducéo e pela regulacdo de uma grande variedade de atividades bioldgicas,
incluindo os processos de desenvolvimento, angiogénese, da coagulacdo
sanguinea e de metastases tumorais (Gallagher et al., 2000; e Lozzo et
al.,1998). As CTX contém dominios carregados positivamente, que sé&o
atraidos para as regifes anidnicos de heparan sulfato (Tjong et al., 2007).

Esse mecanismo de interacdo poderia ser semelhante ao caso da heparina e
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enoxaparina, ja que esta é polisulfatada, semelhante a suramina, e a BthTX-I
(uma das principais toxinas do veneno de B. jararacussu), uma Lys 49
semelhante a miotoxina Il da B. asper. Desse modo, poderiamos considerar a
hipétese que quando perfundimos os venenos de serpentes B. asper
associados a heparina ou B. jararacussu junto com enoxaparina estariamos
disponibilizando uma molécula com carga negativa e essa seria uma fonte de
atracdo eletrostatica concorrente ao heparan sulfatado da membrana, assim,
evitando o aparecimento dos efeitos cardiotoxicos promovidos pela formacéao
dos poros i6nicos e a disfuncédo das bombas de Ca*" que estdo intimamente
relacionados com a contragdo muscular e provavelmente no aparecimento do
aumento da linha de base nos registros. Somado a isso, observamos um
antagonismo menor quando associamos enoxaparina ao veneno bruto de B.
jararacussu o que poderia ser resultado de uma molécula menos sulfatada,
resultando em uma menor atracdo eletroestatica de cargas negativas e o
aparecimento dos efeitos cardiotoxico quando comparado com a heparina

associado ao veneno de B. jararacussu (Ricardo, 2008).
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CONCLUSAO

Demonstramos pela primeira vez o efeito cardiotoxico promovido pelos
venenos brutos das espécies Agkistrodon contortrix laticinctus, B. asper, B.
atrox, B. alternatus, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. neuwiedi, B.
leucurus e B. moojeni na concentracdo de 10,0 pg/mL caracterizado pela
reducdo da intensidade de tenséo, e alteracdes elétricas nos registros de EKG,
levando a fibrilacdo e parada cardiaca. Os venenos brutos de B. jararacussu,
Agkistrodon contortrix laticinctus, B. leucurus e B. asper induziram de forma
concentracdo-dependente a depressao da tensdo cardiaca e alteracbes na
frequéncia cardiaca, no intervalo PR, na amplitude do QRS e o aumento da
pressdo de perfusdo. A heparina antagonizou os efeitos cardiotoxicos do
veneno de B. asper, e este efeito foi dependente da concentracdo adicionada
ao meio nutridor nos estudos in vitro. A enoxaparina antagonizou parcialmente
os efeitos cardiotoxicos do veneno de B. jararacussu, e este efeito foi

observado na concentragdo de 100 pg/mL.
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