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SIMOES, Leticia Oliveira. Alteragbes morfofuncionais cardiacas induzidas pelo veneno da
Crotalus durissus cascavella — serpente de alta prevaléncia no estado da Bahia. 2019. 117 f.
Tese (Doutorado em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo
Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUGCAO: O veneno de Crotalus durissus cascavella (CDC) pode ser uma fonte de
bioprospeccdo para novos agentes terapéuticos com acdo cardiovascular, porém, ndo sdo
inteiramente compreendidos os efeitos biolégicos induzidos em tecido cardiaco.
OBJETIVOS: Investigar as influéncias do veneno CDC sobre a atividade cardiaca de ratos e
seus possiveis mecanismos de acdo envolvidos. METODOS: Atrio isolado de ratos machos
wistar e espontaneamente hipertensos (SHR) (12-16 semanas) foram mantidos num banho para
6rgdos com solucdo de Krebs-bicarbonato, e apds um periodo de estabilizacdo, CDC (0,1-30
ug /mL) foi adicionado cumulativamente ao banho de 6rgdos. Alteracdes na contratilidade dos
cardiomiocitos foram avaliadas por meio da técnica de alteracdo de comprimento do
cardiomidcito, usando-se um sistema de deteccdo de bordas. Cardiomidcitos de rato da
linhagem H9c2 foram utilizados para avaliar a citotoxicidade do composto em células de
mamifero em diferentes concentracbes (0,37-30 pg/ml). Para a quantificacdo da atividade
enzimatica da cinase de creatina total (CK), amostras de krebs foram recolhidas antes e depois
da adicdo do veneno no banho de érgdos e quantificado usando um kit de ensaio disponivel
comercialmente. Andalises morfoldgicas e na ultraestrutura do cardiomiécito foram realizadas
para investigar algum tipo de lesdo cardiaca. As influéncias de CDC sobre a atividade elétrica
cardiaca foram investigadas através sistema de Langendorff. O mecanismo de acéo do efeito
cardiaco de CDC foi investigado em tecido atrial na presenca de Epinefrina (10 pM),
Propranolol (10 uM), L-NAME (100 uM); PTIO (100 uM); ODQ (10uM) e KT5823 (1uM).
Avaliacédo dos efeitos de CDC sobre a hemodinamica de ratos ndo-anestesiados e sobre 0 ECG
foram realizados no set de experimentos in vivo. Os ensaios realizados foram aprovados pela
CEUA (CEUA-ICS/UFBA n°072/2014). As anélises estatisticas foram feitas utilizando teste t
de Student ou analise de varidncia “one-way” (ANOVA) seguido de teste de Bonferroni,
quando apropriado utilizando o GraphPadPrism 6.0® (EUA). RESULTADOS: O CDC
induziu um efeito inotropico negativo em atrio isolado de rato, assim como reduziu a
contratilidade em cardiomiécito isolado. CDC nas concentragdes de 7,5, 15 e 30 pug/ml ndo
induziu alteracdo significante da proliferacdo celular de cardiomidcitos. O tratamento dos atrios
de ratos com CDC (30 pg/ml), ndo alteraram de maneira significante os niveis de CK-Total e
de CK-MB em solucéo fisioldgica contendo tecido atrial. Adicionalmente, o veneno CDC nao
induziu alteragBes morfologicas nem ultraestruturais importantes assim como a eletrogénese
cardiaca avaliado através do sistema de Langendorff. CDC ndo foi capaz de induzir efeito
inotrépico negativo em atrio isolado na presenga de L-NAME, PTIO, ODQ e KT5823. Em ratos
ndo anestesiados CDC induziram uma hipotensdo seguida de bradicardia, essa ultima sendo
também observado em ECG em animais anestesiados. CDC ndo induziu nenhum efeito em atrio
isolado de ratos hipertensos. CONCLUSAQ: Esses dados em conjunto demonstram que o
efeito cardiaco de CDC possa ser devido a um mecanismo ndo tdxico, e depender da via
NO/GMPc/PKG para induzir seu efeito inotropico negativo.

Palavras-chave: Crotalus durissus cascavella; Cardiotoxicidade; Coracdo; Inotropismo
negativo.



SIMOES, Leticia Oliveira. Morphofunctional cardiac changes induced by Crotalus durissus
cascavella venom - a high prevalence snake in the state of Bahia. 2019. 117 f. Tese (Doutorado
em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: The venom of Crotalus durissus cascavella (CDC) may be a source of
bioprospecting for new therapeutic agents with cardiovascular action, however, the biological
effects induced in cardiac tissue are not fully understood. AIM: To investigate the influence of
CDC venom on the cardiac activity of rats and their possible mechanisms of action involved.
METHODS: Atrium isolated from wistar male and spontaneously hypertensive rats (SHR) (12-
16 weeks) were maintained in organ bath with Krebs-bicarbonate solution, and after a
stabilization period, CDC (0.1-30 ug/mL) was added cumulatively to the organ bath. Changes
on the contractility of cardiomyocytes were evaluated by means of the cardiomyocyte length
alteration technique, using a border detection system. Rat cardiomyocytes of the H9c2 strain
were used to evaluate the cytotoxicity of the compound on mammalian cells at different
concentrations (0.37-30 pg/mL). For quantification of the total creatine kinase (CK) enzyme
activity, krebs samples were collected before and after the addition of the venom in the organ
bath and quantitated using a commercially available assay kit. Morphological and ultrasound
analyzes of the cardiomyocyte were performed to investigate some type of cardiac lesion. The
influences of CDC on cardiac electrical activity were investigated through Langendorff's
system. The mechanism of action of cardiac effect of CDC was investigated on atrial tissue in
the presence of Epinephrine (10 pM), Propranolol (10 uM), L-NAME (100 uM); PTIO (100
puM); ODQ (10 puM) and KT5823 (1uM). Evaluation of the effects of CDC on the
hemodynamics of non-anesthetized rats and ECG were performed in the set of in vivo
experiments. The tests carried out were approved by CEUA (CEUA-ICS/UFBA n ° 072/2014).
Statistical analyzes were performed using Student's t-test or one-way ANOVA followed by
Bonferroni test, when appropriate using GraphPadPrism 6.0® (USA). RESULTS: CDC
induced a negative inotropic effect on isolated rat atrium, as well as reduced contractility on
isolated cardiomyocytes. CDC at concentrations of 7.5, 15 and 30 ug/mL did not induce a
significant change in cardiomyocyte cell proliferation. Treatment of the atria of rats with CDC
(30 pug/mL) did not significantly alter the levels of CK-Total and CK-MB in physiological
solution containing atrial tissue. In addition, the CDC venom did not induce important
morphological or ultrastructural changes as well as cardiac electrogenesis evaluated through
the Langendorff system. CDC was not able to induce negative inotropic effect in isolated atrium
in the presence of L-NAME, PTIO, ODQ and KT5823. In non-anesthetized CDC rats induced
hypotension followed by bradycardia, the latter being also observed on ECG in anesthetized
animals. CDC did not induce any atrial effect isolated from hypertensive rats. CONCLUSION:
These data together demonstrate that the cardiac effect of CDC may be due to a non-toxic
mechanism and depend on the NO/cGMP/PKG pathway to induce its negative inotropic effect.

Palavras-chave: Crotalus durissus cascavella; Cardiotoxicity; Heart; Negative inotropismo.
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1 INTRODUCAO

Os venenos sdo substancias produzidas pelo animal com funcdo de defesa contra o
predador e no auxilio da digestdo. Sdo constituidos por componentes de diferente natureza,
incluindo proteinas citotoxicas e polipeptidios biologicamente ativos, compreendendo cerca de
90 a 95% do peso seco do veneno (LEWIS e GARCIA, 2003). S&o produzidos por plantas ou
animais em um oOrgao secretor bem desenvolvido, ou mesmo num grupo de células (CUNHA e
MARTINS, 2012). Entre os seres produtores de veneno, destacam-se as serpentes, uma vez que
produzem uma mistura contendo uma variedade de toxinas peptidicas, para imobilizar e
capturar suas presas e para se defender contra predadores (KOH e KINI, 2012).

O Brasil possui uma vasta fauna ofidica totalizando 371 espécies, distribuidas em 10
familias e 75 géneros. Apenas 2 familias (Elapidae e Viperidae) reinem as espécies que
chamamos de peconhentas, ou seja, aquelas que produzem toxinas em suas glandulas
especializadas e possuem aparelhos apropriados para inocula-las, ocasionando acidentes em
seres humanos e animais domésticos (CARDOSO, 2003; BERNILS, 2010). A familia
Viperidae, tem especial importancia no Brasil, uma vez que é composta pelos géneros Bothrops,
Bothropoides, Bothriopsis, Bothrocophias, Rhinocerophis, Crotalus e Lachesis, importante
grupo, pois sdo responsaveis pela maioria e pelos mais graves casos de acidentes ofidicos
registrados no Brasil, e também em outros paises das Américas (AZEVEDO-MARQUES;
CUPO; HERING, 2003).

Os envenenamentos por serpentes sao um importante problema de satde publica em
grande parte da Africa, Asia e América Latina (WHO, 2007a; KASTURIRATNE et al., 2008;
GUTIERREZ et al, 2010) e afeta principalmente as pessoas mais pobres que vivem em areas
rurais (GUTIERREZ et al., 2006; WHO, 2007a;. HARRISON et al., 2009). Ha evidéncias de
que cerca de 4,5 a 5,4 milhGes de pessoas sofrem anualmente acidentes ofidicos com um
namero de mortes que pode variar de 81.000 a 138.000 globalmente (WHO, 2018). Devido a
importancia destes acidentes, pelo nimero de pessoas afetadas e o risco de morbimortalidade
dos envenenados, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) incluiu em 2009 os acidentes por
animais peconhentos na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) que ja ocupam o
terceiro lugar no quadro epidemioldgico do Brasil, ultrapassando a malaria e a AIDS (ficando
atrads apenas da dengue e tuberculose) demonstrando a necessidade de estudos nesta area
(BRASIL, 2016).
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Os dados de incidéncia e mortalidade de envenenamentos ofidicos na América Latina
sdo, em muitos casos, incompletos, por varias razdes. Geralmente estes dados vém de
estatisticas hospitalares, porem um numero indeterminado de pacientes ndo sao tratados em
centros de saude por diversas razdes. Nos paises da Africa e Asia, algumas estimativas de
incidéncia com base em censos e entrevistas populacionais domiciliares tém mostrado a
ocorréncia de uma grande subnotificacdo desses casos, e que essas praticas (entrevistas em
domicilio) produzem nameros mais realistas de incidéncia e mortalidade (ver, por exemplo, o
estudo de RAHMAN et al., (2010) para Bangladesh) (GUTIERREZ, 2011). A notificacéo de
envenenamento ofidico como um agravo de notificacdo obrigatdria em alguns paises tem sido
um passo importante que deve ser generalizada na regido (GUTIERREZ et al., 2007).

No Brasil, profissionais de satde notificam os acidentes por animais peconhentos as
autoridades desde 1986. A importancia dos acidentes ofidicos e envenenamentos sao revelados
pelo alto nimero de casos notificados no Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo
(SINAN). O sub registro desses incidentes é um sério problema, uma vez que tenha sido
anteriormente relatados apenas envenenamento em centros de controle. No Brasil, 0 SINAN
relatou um aumento consideravel no niumero de picadas de cobra notificado desde 2001. Em
2008, 26.156 incidentes foram registrados no pais, 0 que corresponde a uma incidéncia de 13,8
casos por 100.000 habitantes. Em 2015, 105.862 incidentes com cobras pegonhentas. No
entanto, h4 uma variacao significativa entre as regides, com maior incidéncia ocorre na Regido
Norte (BRASIL, 2016).

A regido Nordeste do Brasil apresenta distribuicdo desigual dos acidentes ofidicos,
possivelmente relacionada a subnotificacdo. No periodo de 1999 a 2003, foram notificados
15.345 acidentes ofidicos, o que corresponde a uma média de 3.069 casos por ano. A incidéncia
média para a regido foi de 4,57/100.000. A Bahia foi o estado que apresentou maior nimero de
casos (8.599, média de 1.719,8 casos por ano) e maior incidéncia média (13,16 casos/100.000
hab.), sequida do Maranhdo (2.871 casos, média de 574,2 casos/ano e 10,16 casos/100.000 hab.)
(LIRA-DA- SILVA et al., 2009).

O trabalho de Gutierrez (2011) resume o nimero de casos de diferentes paises, para um
total de cerca de 70.000 casos por ano na América Latina. Isto corresponde aproximadamente
ao limite inferior de uma estimativa feita com base em vérias fontes e que afirma que o nimero
de casos anuais no continente esta entre 80.329 e 129.084 (KASTURIRATNE et al., 2008). A
tabela 1 mostra o nimero estimado por pais de picadas de cobra e as espécies de grande

relevancia médica na América do Sul.
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Tabela 1: NUmero estimado de picadas de cobra na América do Sul.

Numero de picadas de cobra

Espécies mais importantes

por ano

Argentina 270 (Gutiérrez et al., 2009b) Bothrops alternatus
Bothrops diporus2
Crotalus durissus
Bolivia 1.000 (Gutiérrez et al., Bothrops atrox
2009b) Bothrops mattogrossensis
Crotalus durissus
Brasil 26.000-29.000 (de Oliveira et Bothrops atrox
al., 2009) Bothrops jararaca
Bothrops jararacussu
Bothrops leucurus
Bothrops moojeni
Crotalus durissus
Colémbia 3.000 (Otero et al., 2006) Bothrops asper
Bothrops atrox
Bothrops bilineatus
Crotalus durissus
Equador 1.400-1.600 (Gonzalez Bothrops asper
Andrade & Chippaux, 2010) Bothrops atrox
Bothrops bilineatus
Lachesis muta
Paraguai 400-500 (Gutiérrez et al., Bothrops alternatus
2009) Crotalus durissus
Peru 1.400-1.500 (Gutiérrez et al., Bothrops atrox
2007) Bothrops bilineatus
Bothrops pictus
Crotalus durissus
Lachesis muta
Uruguai 50-60 (Gutiérrez et al., 2007) Bothrops alternatus
Crotalus durissus
Venezuela 7.000 (Alexis Rodriguez- Bothrops atrox

Acosta, comunicacion Bothrops colombiensis
personal) Bothrops venezuelensis
Crotalus durissus

ADAPTADO: GUTIERREZ, JM., 2011.

Os casos de acidentes ofidicos ocorrem predominantemente durante o periodo quente e
chuvosa, e tipicamente afeta trabalhadores rurais com idade variando entre 15-49 anos, do sexo
masculino, e com mordidas, principalmente, no pé ou a mao (BRASIL, 2001; PINHO, 2001;

WHO, 2018). Os meses com maior ocorréncia de acidentes sdo geralmente 0s mesmos em
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varios estudos, ocorrendo com maior frequéncia nos meses com tempo chuvoso e quente, mas
com algumas variagdes de acordo com a regido. Tem sido sustentada a hipétese da influéncia
da precipitacdo pluviométrica, a qual elevaria os niveis das dguas dos rios, fazendo com que as
serpentes que habitam as regiGes proximas dessas margens se desloquem a procura de terra
firme, e com a diminuicéo do espaco territorial, aumente o contato com o homem, facilitando
a ocorréncia dos acidentes (OLIVEIRA et al., 2010).

Os desfechos de acidentes ofidicos dependem de varios fatores, incluindo a espécie, a
area do corpo afetado, a quantidade de veneno injetado, e as condi¢des de salde da pessoa
mordida. A maioria dos acidentes, seja por uma cobra venenosa ou ndo, pode ter algum tipo de
efeito local, com lesdes extremamente dolorosas, tornando-se severamente inchada dentro de
cinco minutos. Esta area também pode sangrar e eventualmente experimentar necrose tecidual.
Dependendo do género da cobra, os sintomas podem tornar-se mais graves, levando ao risco de
vida ao longo do tempo (GOLD, 2002; BRASIL, 2016).

No Brasil, as serpentes de interesse médico sdo representadas pelos géneros Bothrops,
Crotalus, Lachesis e Micrurus (BRASIL, 1999). Este perfil tem sido relatado em muitas regides
do Brasil, embora a epidemiologia dos casos ofidicos no nordeste do Brasil continua mal
compreendida, devido a subnotificacdo de casos e falhas na coleta de dados epidemioldgicos
(BRASIL; PINHO, 2001). Além disso, varias mudancas sociais e ambientais que ocorreram na
regido durante as ultimas décadas indicam que a nova pesquisa é necessaria sobre este topico
(OLIVEIRA, 2015).

O género Crotalus, popularmente conhecido como cascavel, é representado no Brasil
por uma Unica espécie, Crotalus durissus, e por cinco subespécies, entre elas, a Crotalus
durissus cascavella (CDC), encontrada nas areas da caatinga do Nordeste, e registro de sua
presenca também em regides litoraneas (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010) (figura 1). Em
todos os estados do nordeste existem registros de Crotalus durissus cascavella. Embora
tipicamente esteja descrita como habitando apenas areas abertas e secas, estudos realizados em
colaboragdo com o Nucleo de Ofiologia e Animais peconhentos da Bahia (NOAP)
demonstraram que em pelo menos sete dos 10 municipios da Regido Metropolitana de Salvador
e em sete, dos 20 municipios do Litoral Norte da Bahia, onde o clima ndo é arido e o ambiente
é de dunas e restingas dentro do bioma de Mata Atlantica, existe a ocorréncia desta subespécie.
Nesse aspecto, chamam a atencéo os registros recentes de quatro exemplares dentro da cidade
de Salvador, nos bairros da Paralela, Cabula e Stella Maris (LIRA-DA-SILVA et al., 2009).
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C. d. ruruima
C. d. cumanensis

C. d. marajoensis

C. d. cascavella

C. d. collilineatus }

/ C. d. terrificus

Figura 1. Distribuicdo geografica das subespécies de Crotalus durissus no Brasil. Fonte: DIZ FILHO,
2007.

O veneno de Crotalus é responsavel por quase 10% dos acidentes ofidicos registrados
no Brasil e apresentam o maior coeficiente de letalidade (1,5%) devido a frequéncia com que o
acidente evolui para insuficiéncia renal aguda. As reacdes sistémicas podem ser de carater geral,
devido a estimulos de diversas origens: mal-estar, prostracao, sudorese, nduseas, sonoléncia ou
inquietacdo e secura da boca (BRASIL, 1999). As a¢des neuroldgicas (efeitos no sistema
nervoso central) podem aparecer nas primeiras horas ap6s a picada. A idade do paciente e 0
tempo decorrente entre o acidente e o atendimento, sdo varidveis que podem interferir nas
complicacdes decorrentes ao envenenamento (FERNANDES et al., 2008). Esses sintomas
podem apresentar diferentes manifestacdes dependendo de fatores de toxicidade intrinseca e
quantidade de veneno inoculada, velocidade de absorcédo e penetracdo na presa, afetando varios
sistemas e ocasionando aces distintas, tais como:
(@) Acdo neurotoxica: Ocasiona bloqueio neuromuscular e

consequentemente paralisia motora e respiratéria e até convulsdes.
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Normalmente estd relacionada com a fracdo crotoxina que age nas
terminagdes nervosas;

(b) Acéo miotdxica: Causa lesBes nas fibras musculares esqueléticas
(rabdomidlise) ocasionando liberagdo de mioglobina na urina;

(c) Acgdo coagulante: Altera a coagulacdo sanguinea convertendo o
fibrinogénio em fibrina através da atividade enzimatica similar a trombina
(trombina-like) (BRASIL, 2001).

Alguns estudos avaliando a atividade miotoxica do veneno do género Crotalus ja foram
publicados. No trabalho de PAOLA e ROSSI (1993) o aspecto microscépico do miocardio de
ratos em varios intervalos de tempo apds a administracdo do veneno de Crotalus durissus
terrificus (80 pg/0,2 ml) pela via intraperitoneal foi avaliado. Foi observado que o
envenenamento crotalico nessa dose produziu pequenos focos de necrose miocardica
espalhadas ao longo da base dos ventriculos. Estas lesdes eram predominantemente
perivascular e foram associados com ligeiro a moderado edema intersticial, bem como
infiltracdo de células mononucleares e de um grande nimero de mastocitos. As primeiras
mudancas apareceram 24 horas ap0s 0 envenenamento e chegou a severidade maxima apos 4
dias.

No estudo de CUPO et al. (2003) foi demostrada a atividade miotoxica cardiaca veneno
de Crotalus durissus terrificus através do aumento dos niveis séricos das enzimas creatina
cinase (CK), lactato desidrogenase (LD) e aspartato aminotransferase. Medidas seriadas da CK,
LD e suas isoenzimas em vitimas de picadas de serpentes mostraram um padrdo semelhante ao
observado em infarto do miocéardio agudo, apesar do curso clinico e os dados de eletro e
ecocardiograma nado sugerirem um envolvimento cardiaco. Estes dados levantaram a hipotese
de que o veneno crotalico preferencialmente causa danos as fibras musculares do tipo | e/ou
fibras do tipo Ila, que contém quantidades de CK-MB e LD1 semelhantes a aqueles encontrados

em fibras cardiacas.

Tabela 2. Incidéncia e letalidade dos acidentes ofidicos por género de serpente.

Género Numero de casos Numero de 6bitos Letalidade (%)
Bothrops 32.777 138 0.42
Crotalus 3.333 33 0.99

Total 36.110 171 0,47

FONTE: BRASIL, 2016
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O veneno crotélico apresenta-se como um complexo enzimatico com multiplas a¢Ges
bioldgicas. E composto pelas enzimas fosfodiesterase, L-amino oxidase, 5-nucleotidase e as
seguintes toxinas: crotoxina, crotamina, giroxina, convulxina e proteinases séricas, como
crotalocitina, trombocitina e enzimas (KERKIS et al., 2004; CUNHA e MARTINS, 2012).
Estudos tém demonstrado uma vasta rede de funcdes bioldgicas com fins terapéuticos atribuidos
aos venenos das subespécies Crotalus durissus.

A crotoxina, principal toxina do veneno crotalico, € responsavel por cerca de 65% da
composicdo total da peconha e considerado o principal componente toxico do veneno. Essa
toxina é constituida por duas subunidades, sendo uma de carater &cido, a crotapotina, e a outra
de carater basico, a fosfolipase A2 (BON et al.,1979; CLISSA, 1997; LOMEO et al., 2014),
sendo essa toxina responsavel pelo efeito neurotdxico e miotdxico, com acdo pré-sinaptica
inibindo a liberacéo de acetilcolina nos nervos terminais produzindo bloqueio neuromuscular
(SOARES et al, 2001; PONCE-SOTO et al., 2002).

Ensaios clinicos de fase | realizados com a crotoxina isolada da Crotalus durissus
terrificus mostraram seu potencial antitumoral em pacientes portadores de tumores sélidos
refratarios a terapia convencional, apo6s administracdo dessa toxina por via intramuscular
durante 30 dias (CURA et al., 2002). Estudos demostrando seu potencial analgésico
(NOGUEIRA-NETO et al., 2008) e atividade antiplasmédica também j& foram descritos
(QUINTANA et al., 2012). Adicionalmente foram descritos seu potencial para o tratamento de
doengas como dengue e febre amarela, demonstrando a inibicao da atividade viral envolvendo
uma possivel acdo da fosfolipase A2 (MULLER, et al., 2014).

O componente crotamina constitui aproximadamente 17% (p/p) do peso total do veneno
seco. E considerado um polipeptidio de baixo peso molecular, basico, mionecrético, ausente de
atividade enzimatica e pertencente a familia das miotoxinas (OLIVEIRA e SILVA, 2005). Sua
acao toxica € caracterizada por agir nas células musculares esqueléticas ocasionando paralisia
muscular, devido a despolarizacdo da membrana, afetando o influxo de célcio e interagindo
com os canais de sodio (PONCE-SOTO et al., 2007).

A convulxina assim como a giroxina sdo capazes de interferirem no sistema
hematologico e cardiovascular. O primeiro é considerado uma glicoproteina pertencente a
familia das Lectina tipo C, o qual se liga aos receptores de glicoproteinas tipo VI provocando
inducdo da agregacdo plaquetdria (BARRAVIEIRA, 1994; POLGAR, 1997; JANDROT-
PERRUS, et al., 1998). De modo semelhante age a fracdo giroxina presente na Crotalus
durissus terrificus (MAGRO et al., 2001; SANTORO, 1999).



23

De modo geral, estudos com o veneno da Crotalus durissus cascavella (CDC) tém
demonstrado uma gama de possibilidades terapéuticas, como por exemplo, efeito bactericida
para bacterias Gram negativas e positivas, além de um poder antiparasitario, especificamente
anti-leshimania, dependente da producéo de perdxido de hidrogénio induzido pelo veneno (DE
OLIVEIRA et al., 2003; TOYAMA et al., 2006; RADIS-BAPTISTA et al., 2006). Ensaios in
vivo comparando trés subespécies da crotalus durrisus, identificaram que 0s componentes com
atividade anti-leshimaniose se apresentavam em maior concentracdo na subespécie CDC em
relacdo as outras espécies, e que estes poderiam servir como possiveis agentes contra a
leishmaniose cutanea (PASSERO et al., 2007).

Além das atividades antiparasitarias e antimicrobianas j& descritas, ensaios vasculares
realizados com anéis de aorta toracica de ratos evidenciaram uma atividade relaxante induzida
por um peptideo natriurético isolado do veneno da CDC. Estudos in vivo demonstrarem um
efeito hipotensor, com reducdo da pressao arterial média, frequéncia cardiaca e aumento na
producdo de nitrito. Adicionalmente foram apresentados também efeitos renais com aumento
na pressdo de perfusdo, no fluxo urinario e na taxa de filtracdo glomerular (EVANGELISTA et
al., 2008, 2011).

Em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa foi demonstrado o veneno de CDC
induz vasorelaxamento em anéis de artéria mesentérica superior de ratos normotensos de uma
maneira dependente de endotélio vascular. Especificamente, 0 veneno estimula a producao de
NO levando a hiperpolarizagdo do musculo liso vascular através da ativacdo de canais para K*
(SANTOS et al., 2017).
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Figura 2: Imagem ilustrativa da serpente Crotalus durissus cascavella. Fonte:
http://www.vitalbrazil.rj.gov.br/imagens/cascavel2.jpg (2016).

Apesar do grande interesse médico sobre os venenos do género Crotalus, e a alta
ocorréncia desses géneros no estado da Bahia, poucos estudos caracterizam os efeitos
bioldgicos apresentados durante o envenenamento por picadas com essas espécies de serpentes.
Alguns trabalhos com toxinas de venenos de serpentes tém evidenciado promissores efeitos
bioldgicos, dos quais podemos destacar aqueles relacionados ao sistema cardiovascular, com
propriedades hipotensoras, vasodilatadoras e anticoagulantes.

Diversos venenos contém toxinas que produzem hipotensao e choque devido a liberacéo
de substancias vasoativas que atuam principalmente sobre o tecido vascular ou, em alguns
casos, uma agédo direta sobre a fungdo cardiaca (ROTHSCHILD e ROTHSCHILD, 1979;
AIRD, 2002). As alteragdes hemodinamicas que contribuem para esta hipotensdo variam entre
0s venenos, podendo envolver a diminui¢do na resisténcia vascular periférica ou pulmonar,
alteragdes no débito cardiaco e no volume sistélico, mesmo sem alteracdo na frequéncia
cardiaca e eletrocardiograma (TIBBALLS et al., 1989; CEVESE et al., 1983).

Dentre os mediadores envolvidos nas respostas de hipotensdo imediata (segundos a
minutos) identificados de venenos animais, podemos destacar as substancias de baixo peso
molecular como as aminas biogénicas, aminoacidos, purinas e pirimidinas e seus derivados

nucleosidicos e nucleotidicos (AIRD, 2002). Embora alguns destes componentes estejam
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presentes em pequena concentragdo na composicdo do veneno (alguns estdo em quantidades
reduzidas com menos de 1%) outros como nucleosideos pirimidinicos (adenosina, guanosina e
inosina), podem corresponder até a 10% do peso total do veneno. Em 2002, Aird sugeriu que
no envenenamento por serpentes, que as purinas e seus derivados exercem um papel importante
na resposta hipotensora, paralisia e digestdo das presas.

Ainda, muitas substancias de baixo peso molecular sdo liberadas endogenamente apds
o envenenamento (ROTHSCHILD e ROTHSCHILD, 1979; HAWGOOD, 1982), pela acéo de
enzimas como as fosfolipases (LLORET e MORENO, 1993; LANDUCCI et al., 1998; AIRD,
2002). Outro grupo de substancias sdo os peptideos natriuréticos (NP), com homologia
funcional e estrutural com os NPs de mamiferos, isolados de muitos venenos das familias
Elapidae e Viperidae, com atividade hipotensora. No animal envenenado, estes componentes
podem desencadear diminuicao de pressdo arterial e do volume sistélico (VINK et al., 2012),
através da ligacdo direta com receptores e ativacdo da guanilato ciclase e formacdo de GMPc,
pela inducdo de substancias hipotensoras como o NO ou mesmo através da liberacdo de
histamina de mastocitos (DE PLATER et al., 1998; CHAI et al., 2001). Foi sugerida, inclusive,
a possibilidade de utilizacdo terapéutica do peptideo natriurético isolado de Dendroaspis
angusticeps (mamba verde, um elapideo da Africa) em pacientes com insuficiéncia cardiaca
(LISY et al., 2001). Ja foram isolados NP dos venenos de Crotalus durissus cascavella
(EVANGELISTA et al., 2008) e Micrurus corallinus (HO et al., 1997).

Enquanto o interesse inicial nos venenos de serpentes foi compreender como combater
os efeitos de acidentes ofidicos em seres humanos e, para determinar o mecanismo de acao das
toxinas presentes nos venenos brutos, o estudo dos venenos atualmente tem despertado interesse
para sua utilizagdo com objetivo terapéutico, uma vez que os venenos de serpentes sdo colecoes
de moléculas bioldgicas que sdo capazes de alterar fisiologicamente os sistemas vitais (KOH e
KINI, 2012).

E bem descrito que os produtos naturais derivados de plantas e animais constituem
excelente fonte para o surgimento de novos agentes terapéuticos, e tém desempenhado
importante papel ao longo dos anos no surgimento de drogas sintéticas, além de representarem
fontes de baixo custo e facil acessibilidade (KUMAR et al., 2014). Adicionalmente, pode-se
ressaltar que poucos estudos foram desenvolvidos com produtos de origem animal quando
comparados aos outros produtos de origem natural, especialmente abordando toxinas de
serpentes com importante prevaléncia no Brasil.

O interesse no efeito de algumas toxinas no sistema cardiovascular surgiu

principalmente apds a década de 50, onde os pesquisadores Mauricio Rocha e Silva et al.,
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descobriram a bradicinina enquanto estudavam a fisiopatologia do envenenamento da B.
jararaca, colaborando para avangos e caracterizacdo de uma nova classe de medicamentos
conhecidos hoje como Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (IECAS)
(CAMARGO, 2012).

Entre as principais agdes fisioldgicas da bradicinina esta sua participacdo nos
mecanismos de controle do ténus vascular. A agdo vasodilatadora arterial da bradicinina deve-
se principalmente a ativacdo de receptores B, na superficie de células endoteliais, seguida pela
liberacdo de dxido nitrico (NO) e prostaciclina. Bradicinina promove mudanga bifasica do pH
intracelular, que pode também modular a liberacdo de NO pela célula. Esse composto faz parte
de uma reacdo complexa do sistema calicreina-cinina (HECKER et al., 1994; MORAIS et al.,
1999). Esse sistema pode ser ativado por proteases presentes em venenos de serpentes, Como o
B. jararaca, que € capaz de ativar a calicreina plasmatica e produzir cininas, como a bradicinina,
a partir do cininogénio. A bradicinina exerce seu papel farmacoldgico antes de ser metabolizado
pela Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). Desta forma, o bloqueio farmacolégico do
sistema renina-angiotensina através da inibicdo da ECA diminui a conversao da angiotensina
I1, inibe a degradacdo de bradicinina, estimulando assim a liberacdo de fatores de relaxamento
do endotélio (figura 3) (MURPHEY, VAUGHAN e BROWN, 2003; PROBSTFIELD e
O’BRIEN, 2010). Ent&o, nesse contexto, uma importante conclusao é que a ativacao do sistema
calicreina-cinina pelo veneno de serpente pode levar a um choque hipotensivo se ndo for
contrabalanceado por sistemas antagbnicos, incluindo o sistema renina-angiotensina,
identificados algumas décadas antes (CARMARGO, 2012).
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Sistema Calicreina-cinina

Angiotensinogénio Cininogénio

Renina Calicreina
Angiotensinal Bradicinina

<« -
Angiotensinall Metabolitos Inativos

Angiotensina-(1-7)

ECA2

Angiotensina-(1-5)

Figura 3: Papel da enzima conversora de angiotensina (ECA) no sistema renina-angiotensina e calicreina-cinina.
Adaptado: CAMARGO, 2012.

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma proteina formada por uma Unica
cadeia polipeptidica, organizada em dois dominios cataliticos independentes e esta localizada
sobre a superficie do endotélio vascular (GONZALEZ-VILLALOBOS, 2013). E um
componente essencial na ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e tem
sua liberacdo no plasma mediada apds acdo de uma carboxipeptidase. A ECA tecidual ou a
plasméatica convertem a angiotensina |1 (Ang 1), em angiotensina Il (Ang II), um potente
vasoconstrictor (CAMARGO et al., 2012; BERNSTEIN et al., 2013).

A importancia da ECA na regulacdo da pressdo arterial foi reconhecida a partir da
década de 60, quando o grupo de Ferreira isolou peptideos de B. jararaca, o que efetivamente
melhorou a atividade sobre o musculo liso, em parte através da inibicdo da degradacdo da
bradicinina (FERREIRA e ROCHA e SILVA, 1965, FERREIRA et al, 1970)
Independentemente, David Cushman e Miguel Ondetti se interessaram na pesquisa dos
peptideos inibidores da ECA a partir do veneno da B. jararaca (CUSHMAN et al., 1982;
CAMARGO, 2012). Esses pesquisadores isolaram alguns peptideos que inibiram ECA, uma
dipeptidil- carboxipeptidase dependente de zinco, que era entdo conhecido como uma relevante
enzima inibidora da bradicinina (CUSHMAN e ONDETT]I, 1999). Entre os peptideos isolados
de B. jararaca, a mais eficaz para acdes de inibicdo da ECA e, consequentemente, anti-
hipertensiva foi a Teprotida (Bj-PRO-9a) (FERREIRA et al, 1970). O Unico inconveniente foi
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que ela era inativada ap6s a administragdo oral. Assim, um modelo de sitio ativo foi

desenvolvido para sintetizar analogos desses peptideos.

Estudos de estrutura-atividade dos inibidores da ECA mostraram que a sequéncia de
aminoacido C-terminal mais favordvel era Phe-Ala-Pro. Estes aminoacidos, possivelmente
interagiam com bolsas no sitio ativo da enzima (figura 6). O inibidor primeiramente desenhado,
com base na forma de carboxipeptidase A, foi o acido benzilsuccinico. Curiosamente,
substituicdo do grupo carboxila por um sulfidrila resultou num aumento de 1.000 vezes na
atividade inibitéria de ECA. Finalmente, a molécula resultante de todas estas estratégias foi
captopril (figura 4), uma droga anti-hipertensiva que € um dos inibidores de ECA mais potentes
(CUSHMAN; ONDETTI, 1999). Atualmente, existem no mercado diversos farmacos inibidores
da enzima conversora de angiotensina (IECAs), sendo utilizado em varios paises, todos com
mesmo mecanismo de acdo (RIBEIRO e MUSCARA, 2001). Desde a descoberta do captopril,
a primeira droga com base em proteina do veneno de cobra, as toxinas do veneno de serpentes

se tornaram uma fonte natural valiosa de moléculas bioativas.
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Figura 4 Proposta de ligagdo ao sitio ativa local da enzima conversora de angiotensina (ECA), por um anélogo de
peptideo de veneno com a sequéncia C-terminal Phe-Ala-Pro, pela succinil-Pro, e, finalmente, pelo captopril.
Adaptado: CAMPOLINA REBELLO HORTA, Carolina et al., 2016.

Recentemente, pesquisadores isolaram do veneno de CDC um novo peptideo
potencializador de bradicinina (BPP), dito como Unico isolado de tal veneno. A partir desse
BPP, foi observada a inibi¢do do efeito vasopressor da angiotensina | em ratos hipertensos e
reducdo da contracdo induzida pela angiotensina | em ileo de cobaia. Os dados sugerem uma
diminuicdo de producdo da angiotensina Il com resultados muito semelhantes ao apresentado
pelo captopril (LOPES et al., 2014).

Além da importancia dos sistemas renina-angiotensina e calicreina-cinina nos efeitos
cardiovasculares de toxinas e/ou venenos de serpentes, dados prévios do nosso grupo de
pesquisa, demonstraram a participacdo do NO/GMPc/PKC no efeito vasodilatador induzido por
CDC em artéria mesentérica isolado de rato (SANTOS, 2017), sendo dessa forma, uma
interessante via de investigagdo do mecanismo de acdo dos efeitos subjacentes de CDC no

tecido cardiaco.



30

O NO é um radical difusivel e lipofilico que medeia diversas func¢Bes de sinalizagdo
intra e extracelular (DUDZINSKI, 2006). As enzimas sintetizadoras de éxido nitrico (nitric
oxide synthases — NOS) convertem o aminoacido L-arginina em L-citrulina com consequente
producéo de oxido nitrico (TATCHUM-TALOM et al., 2000; GREEN et al., 2004).

Existem trés isoformas da NOS: a neuronal (nNOS ou NOSL1), a endotelial (eNOS ou
NOS3) e a induzivel (iNOS ou NOS2). As isoformas endotelial e neuronal sdo consideradas
constitutivas, por serem expressas em condi¢cdes basais nos tecidos. A atividade enzimatica
destas duas isoformas é dependente de calcio/calmodulina (Ca*?/CaM) e, portanto, controlada
pelas variagdes da concentracdo de calcio intracelular. A isoforma induzivel de NOS € assim
chamada por ser expressa quando as células sdo estimuladas por fatores especificos, como
certas citocinas. Diferente de eNOS e nNOS, a iNOS ¢é independente, ou ao menos, pouco
dependente das concentracfes de célcio intracelular, sendo a sua atividade enzimética
controlada principalmente pela expressdo da enzima (TATCHUM-TALOM et al., 2000). Alguns
autores sugerem a existéncia de uma quarta isoforma de NOS, exclusivamente presente nas
mitocdndrias, denominada de isoforma mitocondrial (mtNOS) (GHAFOURIFAR e RICHTER,
1997; LACZA et al., 2003).

Em sua estrutura, as enzimas NOS apresentam um dominio C-terminal transportador de
elétrons denominado dominio redutor, um dominio ligante da calmodulina e um dominio
oxidante que forma o sitio catalitico da molécula (FORSTERMANN, 2000). No dominio
redutor, encontram-se os sitios de ligacdo para o co-substrato fosfato de nicotinamida-
adeninadinucleotideo (NADPH) e para os cofatores flavina-adenina dinucleotideo (FAD) e
flavina mononucleotideo (FMN). No dominio oxidante, encontram-se os sitios de ligacéo para
os cofatores ferroprotoporfirina IV (Heme), tetraidrobiopterina (H4B), para o co-substrato O
e para o substrato L-arginina (STUEHR e GHOSH, 2000) (Figura 5).



31

oxidante

Dominio redutor l/v COOH

Figura 5: Proposta de ligagdo ao sitio ativa local da enzima conversora de angiotensina (ECA), por um anélogo
de peptideo de veneno com a sequéncia C-terminal Phe-Ala-Pro, pela succinil-Pro, e, finalmente, pelo captopril.

Entre os dominios redutor e oxidante, encontra-se o dominio de ligacdo da calmodulina.
Proximo a porcao de ligagdo da FMN, existe uma sequéncia (al¢a) de auto inibicdo que controla
a ligacéo da calmodulina. Durante a sintese de NO as flavinas adquirem elétrons do NADPH e
transferem estes para o ferro do grupamento heme, permitindo a ligacdo do oxigénio e

catalisando a producéo do NO a partir da L-arginina (STUEHR, 1997).

Em suma, a sintese de NO pela familia da NOS pode ser descrita da seguinte forma: A
L-arginina é inicialmente hidroxilada ao intermediario L-N-hidroxiarginina, em seguida ocorre
a oxidacdo da L-N-hidroxi-arginina formando L-citrulina com geracdo concomitante de 6xido

nitrico, como ilustrado na figura 6.
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Figura 6: Representacdo da reacéo de sintese de NO a partir da L-arginina. Inicialmente, ocorre a hidroxilagéo
da L-arginina a N-hidroxi-L-arginina, seguida de oxidag¢éo da N-hidroxi-L-arginina formando L-citrulina e NO.
Os co-substratos NADPH e O, também estdo representados na figura. ADAPATADO de STUEHR, 2004.

Assim como ocorre na célula muscular lisa, 0 NO tem papel importante no tecido
cardiaco. O NO tem como alvo no cardiomiécito a enzima guanilato ciclase soltvel (GCs) que,
uma vez ativada, catalisa a conversdao de GTP em GMPc, e consequentemente ativa a PKG. A
PKG pode inibir o influxo de célcio, que ocorre através dos canais de calcio voltagem-
dependentes presentes na membrana celular (HARTZELL e FISCHMEISTER, 1986; MERY
et al., 1991) e pode diminuir a sensibilidade dos miofilamentos ao célcio (SHAH et al., 1994;
YASUDA e LEW, 1997), provavelmente atraveés da fosforilacdo da troponina | (Tnl)
(LAYLAND et al., 2005).

E sugerido também uma possivel interacdo da via NO/GMPc e das vias de ativacio do
AMPc, durante a estimulagdo B-adrenérgica, com o GMPc atuando sobre as fosfodiesterases
presentes no coracdo (BALLIGAND et al., 2007). Balligand e colaboradores, sugerem que
baixas doses de NO poderiam ativar a GMPc, que por sua vez inibe a fosfodiesterase 111 e, dessa
forma, poderia potencializar a acdo do AMPc, especialmente sobre o transporte de célcio
através dos canais de célcio voltagem dependentes. No entanto, altas concentracdes de NO
estimulariam a fosfodiesterase 1, reconhecida como a fosfodiesterase dependente de GMPc,
reduzindo dessa forma, a quantidade de AMPc e determinando a atenuacdo dos efeitos da

estimulagdo B-adrenérgica.




33

Adicionalmente, Hu e colaboradores (1997) demonstraram que o NO pode atuar de
forma direta diminuindo a corrente de calcio através dos canais de calcio voltagem-dependente
da membrana. Outro efeito mediado pelo NO, independentes de GMPc, ocorre sobre a
respiragdo celular. Como demonstrado por Kelm e colaboradores (1997), a depresséo na

N

induzida pelo NO.

O peroxinitrito, derivado da reacdo entre 0 NO e o superdxido, pode causar danos
celulares por induzir: lesdo direta sobre o DNA (BURNEY et al., 1999), peroxidacao de lipideos
(RUBBO et al., 1994), disfungdo mitocondrial (CASSINA e RADI, 1996; CASSINA et al.,
2000), além de promover estresse oxidativo, tendo como alvo diversas proteinas dentro da
célula cardiaca (FUKUTO et al., 2000; WINK et al., 2000), e induzindo uma reducédo da

contracdo cardiaca.

Os efeitos diretos e indiretos do NO no cardiomidcito estdo sumarizados na figura 7. A
figura é uma representacdo esquematica dos efeitos do NO sobre seus principais alvos dentro

da célula muscular cardiaca.
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Figura 7: Representacio esqueméatica do mecanismo de acéo do Oxido Nitrico na célula muscular cardiaca. As
abreviagdes usadas foram : NE, norepinefrina; B1,2R, receptores P-adrenérgicos do subtipos 1 e 2; AcH,
acetilcolina; M2, receptor muscarinico do tipo 2; Cav-3 caveolina-3; eNOS, 6xido nitrico sintase endotelial; iINOS,
oxido nitrico sintase induzivel; nNOS, 6xido nitrico sintase neuronal; NO, 6xido nitrico; sGC, guanilato ciclase
solavel; , i

PDE, fosfodiesterases; cAMP, monofosfato ciclico de adenosina; cGMP monofosfato ciclico de

guanosina; PKA, proteina quinase A; PKG, proteina quinase dependente de cGMP; RS, reticulo sarcoplasmatico

PLB, fosfolambano; SERCA, bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico; Tnl, troponina I; RyR, canais
rionidinicos; O2-, superdxido; ONOO-,peroxinitrito. Os canais de calcio de membrana do tipo L estdo

representados em amarelo. Os simbolos + e — indicam estimulo e inibicdo de funcdo, respectivamente
Reproduzido de DIAS FA., 2007.

As investigagOes dos efeitos cardiovasculares de toxinas e/ou venenos e suas possiveis
vias se tornam mais relevantes quando associadas aos altos indices de doencas cardiovasculares
na populacdo mundial e nacional.

As doencas cardiovasculares constituem-se em um dos mais importantes problemas de
saude da atualidade, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises emergentes. A
mortalidade por doenca cardiovascular (DCV) aumenta progressivamente com a elevacao da
pressdo arterial (PA) a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua e independente
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2016).
Anualmente mais pessoas morrem de DCV do que de qualquer outra causa de morte
Estima-se que 17,3 milhdes de pessoas morreram de doencas cardiovasculares em 2008,
representando 30% de todas as mortes globais (WHO, 2011). Estima-se, para o ano de 2020
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que 24.800.000 pessoas morrerdo por estas causas, das quais 45% por doencas isquémicas do
coracao e 31% por doengas cerebrovasculares (DE OLIVEIRA et al., 2003).

No Brasil as DCVs também tém sido a principal causa de morte no Brasil. Entre os anos
de 1996 e 2007, a mortalidade por doenca cardiaca isquémica e cerebrovascular diminuiu 26%
e 32%, respectivamente. No entanto, a mortalidade por doenca cardiaca hipertensiva cresceu
11%, fazendo aumentar para 13% o total de mortes atribuiveis a doencas cardiovasculares em
2007 (SCHMIDT et al., 2011).

Vista a alta incidéncia de doengas cardiovasculares em todo mundo e suas dificuldades
no controle, faz-se necessaria a busca de novas alternativas medicamentosas para o tratamento
destas enfermidades. Aliado a este fato, substancias originadas de produtos naturais tém sido
uma importante fonte para a obtencdo de novos farmacos.

O estudo dos venenos de serpentes apresenta, portanto, uma importancia quanto a
investigacdo dos mecanismos fisiopatolégicos que desencadeiam os sinais e sintomas
observados na clinica, mas também existe um claro potencial biotecnol6gico na bioprospeccao
de novas moléculas a partir de venenos de serpentes (CALVETE, 2013).

Dados prévios em nosso laboratério demonstraram acdo vascular do veneno CDC e
efeito inotrépico negativo, sem alteragdo significante no cronotropismo cardiaco de ratos
normotensos. Adicionalmente, pode-se ressaltar que poucos estudos foram desenvolvidos com
produtos de origem animal quando comparados aos outros produtos de origem natural. Logo, 0
desenvolvimento deste estudo poderd subsidiar um grande avangco na descoberta de novos
farmacos de origem animal para o tratamento de enfermidades do afetam o sistema
cardiovascular, bem como poderd auxiliar na caracterizacdo dos mecanismos celulares
cardiacos envolvidos nos acidentes ofidicos ocasionados por estas espécies de serpentes.

Dessa forma, o objetivo desse estudo é investigar as influéncias do veneno CDC sobre

a atividade cardiaca de ratos e seus possiveis mecanismos de acdo envolvidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

. Investigar as influéncias do veneno CDC sobre a atividade cardiaca de

ratos e seus possiveis mecanismos de ac¢éo envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o efeito de CDC sobre o cronotropismo e inotropismo cardiaco

utilizando atrio isolado de ratos sadios;

" Avaliar as influéncias de CDC sobre a contratilidade de cardiomiocitos
isolados;

. Avaliar citotoxicidade de CDC em células cardiacas;

" Avaliar a cardiotoxicidade do veneno CDC através da determinacdo da
atividade de CK e CK-MB;

" Avaliar os efeitos morfologicos do veneno CDC sobre tecido atrial de
rato;

. Avaliar os efeitos de CDC sobre a ultraestrutura celular cardiaca;

" Investigar o0 mecanismo de acdo do veneno CDC em atrios isolados de
rato;

. Auvaliar o efeito de CDC sobre a atividade elétrica cardiaca em estudos

com coragéo isolado de ratos;

. Investigar as influéncias hemodinadmicas dos venenos de CDC utilizando
técnica para medida direta da pressdo arterial (PA) e frequéncia Cardiaca (FC) em ratos;

. Investigar as influencias de CDC sobre a atividade elétrica cardiaca de
ratos anestesiados;

" Avaliar o efeito de CDC sobre o cronotropismo e inotropismo cardiaco
utilizando atrio isolado de ratos ndo sadios;

" Avaliar o perfil do veneno CDC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E PREPARACAO DO VENENO BRUTO DA SERPENTE
CROTALUS DURISSUS CASCAVELLA

As amostras do veneno foram extraidas por pressdo manual das glandulas de espécimes
da CDC provenientes de Ibiquera (BA), mantidos no serpentario do Nucleo Regional de
Ofiologia e Animais Pegonhentos da Bahia (NOAP-UFBA). O NOAP é um criadouro cientifico
com autorizagdo para manutencgdo e extracdo de animais pegonhentos (licenca do IBAMA n°
016/2002). Apds a extragdo, as amostras foram secas a vacuo e imediatamente armazenadas a
uma temperatura de -20°C até o uso; toda extracdo do veneno ja foi realizada. O veneno bruto
da CDC foi extraido e cedido pela professora Doutora Luciana Lyra Casais para realizacdo dos
estudos da atividade farmacoldgica.

No momento da realizacdo dos experimentos, as amostras foram solubilizadas em &gua

destilada e conservada em gelo durante todo experimento.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados para todos os experimentos, até entdo realizados, ratos normotensos
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR), pesando
entre 250-300 gramas, com idade entre 12-16 semanas. Os animais foram provenientes do
Biotério do Laboratério de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saide da UFBA. Estes
animais foram mantidos em condic¢des controladas de temperatura (24 = 1° C) e submetidos a
um ciclo claro-escuro de 12 horas (6 — 18 horas), tendo livre acesso a alimentacdo e agua. Os
ensaios foram realizados de acordo com o guia de cuidados e uso de animais de laboratorio
adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da Sadde — ICS
da Universidade Federal da Bahia (CEUA-ICS/ UFBA n° 072/2014).

3.3 SOLUCOES FISIOLOGICAS

Para a preparacdo das solucdes fisiologicas foram utilizados os seguintes sais: cloreto
de sddio (NaCl) (VETEC), cloreto de potassio (KCI) (VETEC), cloreto de calcio di-hidratado
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(CaCl2.2H20) (VETEC), sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H.0) (VETEC), cloreto
de magnésio hexa-hidratado (MgCl2.6H20) (VETEC), glicose (CeH1206) (VETEC),
bicarbonato de sodio (NaHCOs) (VETEC), fosfato de sédio mono-hidratado (NaH2PO4.H20)
(VETEC) e fosfato de potéssio (KH2PO4) (VETEC), HEPES (USB corporation), EGTA
(Sigma).

A) Solucéo fisiologica para atrios isolados e Langendorff

Tabela 3: Composi¢do da solugdo de Krebs-bicarbonato (pH=7,4).

Substancia Concentracdo (mM)

Cloreto de Sadio (NaCl) 117,0
Cloreto de Potassio (KCI) 5,36
Cloreto de Calcio (CaCl2.H20) 2,5
Fosfato de Potéssio (KH2PO,) 1,03
Bicarbonato de sddio (NaHCO:s) 25,0
Sulfato de Magnésio (MgS0O4.H20) 0,57
Glicose (CsH1206) 11,1

B) Solucdo fisiologica para células isoladas- Tyrode.

Tabela 4: Composi¢do da solugdo de Tyrode (pH=7,4).

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 82,3
KCI 80,0
CaCl: 2,0
MgCl; 1,05
NaHCOs 10,0
NaH2PO4 0,42

Glicose 5,6
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3.4 ISOLAMENTO DE ATRIOS DE RATOS

Apos eutanasia dos animais em camara de CO., o coragéo foi imediatamente removido,
e os atrios foram isolados, de acordo com a técnica descrita por NASA et al., 1992, para ensaios
em banho de drgdos em atrios isolados. Os atrios esquerdos e direitos foram cortados
perpendicularmente ao eixo do coracdo e, em seguida, cada um foi suspenso por um fio de
algodéo e colocado em cuba de 10 mL, contendo solugéo de Krebs-Bicarbonato. O banho foi
mantido a uma temperatura de 37 °C e aerado com uma mistura carbogénica (95% O e 5%
CO>). A tensdo inicial de cada atrio foi ajustada em 500 mg e os tecidos foram mantidos em

equilibrio durante um periodo de 0,75 hora antes do inicio dos experimentos.

As preparacdes de atrio esquerdo foram estimuladas eletricamente de forma continua
(estimulacéo de campo), usando o estimulador AVS (AVS, Brasil), com pulsos quadrados de 3
Hz, duracdo de 3ms e voltagem de 1,5 vezes o limiar de excitacdo do tecido cardiaco. As
preparacOes de atrio direito foram montadas no mesmo banho para 6rgdo, mas ndo foram
estimulados, devido a presenca do nodo sinoatrial, permitindo a medidas de ritmicidade e das
contracOes espontaneas. Os parametros cardiacos foram registrados pelo sistema de aquisi¢cdo
de dados AVS.

A frequéncia de batimentos espontaneos do atrio direito foi quantificada e definida
como frequéncia atrial para a avaliagdo dos efeitos cronotropicos induzidos pelas drogas. A
forca de contragdo atrial foi avaliada no atrio esquerdo e determinada o efeito inotrépico

induzido pelas mesmas drogas.
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Krebs-bicarbonato
95% 0, e 5% de CO,
37°C/pH: 74
Tensao de 0,5

Efeito Cronotrépico

Estimulado 3Hz por
3ms a 1.5 vezes o

000 10 24000 24000 N e 8308 limiar de excitacdo
Tempo (ms) Tempo (ms)

Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo de isolamento de atrios dos ratos.

3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS UTILIZANDO ATRIOS ISOLADOS DE
RATOS

3.5.1 Avaliacdo dos efeitos cronotrdpicos e inotrépicos induzidos pelo veneno
CDC

Apo6s um periodo de 45 minutos de estabilizacdo das preparacGes, 6 concentracdes
crescentes dos venenos CDC (0,1 pg/ml, 0,3 pg/ml, 1pg/ml, 3 pg/ml, 10 pg/ml e 30 pg/ml),
foram adicionadas cumulativamente nos atrios direito e esquerdo de ratos. Os efeitos
inotrépicos e cronotrdépicos dos venenos foram avaliados na auséncia de qualquer outro tipo de
substancia. Apds a obtencdo das representacBes graficas do cronotropismo e inotropismo

cardiaco na presenca dos venenos, foram analisados a frequéncia cardiaca atraves dos
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batimentos por minuto e a forca de contragdo, através da tensdo medida em grama, obtida para

atrios direito e esquerdo, respectivamente.

\j: Veneno de CDC

0,1pg/ml 03pug/ml  1pg/ml 3pg/ml  10ug/ml 30 pug/ml

Estabilizacdo 45 min.

\

Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo para avaliacdo dos efeitos cronotrdpicos e inotrdpicos
induzidos pelo veneno CDC.

3.6 ISOLAMENTO DOS CARDIOMIOCITOS DE RATOS

Ap0s eutanasia, o coragdo foi imediatamente removido e colocado em solucédo de C.I1.B.
(livre de célcio) contendo EGTA 0,4 mM para a canulacdo da artéria aorta, de acordo com a
técnica descrita por Shioya (2007). Apds a canulacdo o coracdo foi perfundido na mesma
solucdo para retirar excesso de sangue. Em seguida, o coracéo foi perfundido com uma solucao
contendo 1mg/mL de colagenase tipo Il, tripsina 0,07 mg/mL e protease 0,07 mg/mL e 0,3 mM

de célcio durante 5 minutos para dissociagdo enzimatica das células do coragao.

Apos a perfusdo, o ventriculo esquerdo foi separado, fragmentado e colocado em uma
solucédo contendo 1mg/mL de colagenase tipo I, tripsina 0,07 mg/mL e protease 0,07 mg/mL
e 0,7 mM de célcio durante 5 minutos banho-maria. Apds esse procedimento, com uma seringa
de plastico foi realizada a dissociacdo mecanica no intuito de dissolver o tecido ventricular na
solucdo de modo gque ndo houvesse tecido existente. Essa preparagdo foi centrifugada a 1000
rpm durante 18-20 segundos, o sobrenadante desprezado e adicionado uma solucéo contendo 2
mg/mL de albumina e 1,2 mM de célcio durante 5 minutos em banho-maria. Apos esse periodo,
a preparacdo foi novamente centrifugada a 1000 rpm durante 18-20 segundos, o sobrenadante

foi desprezado e foi adicionado 8 mL de solucdo de Tyrode.
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Wistar Coracao foi removido com a
aorta bem aparente para ser Solucéo de CIB + EGTA 0,4mM
canulada
Despreza o
s;ﬁ% Dissociacéo mecanica
::I .~ VE separado e ’
/‘/ % segmentado
2mg/mL de albumina e QQ&
1,2mM de calcio por 5 min. u \
1000 rpm por 18-20 1ma/mL d |
segundos ; mgm:-decoagenase
Enzimas com 0,7mM de tipo Il, tripsina 0,07
Desprezao calcio (3-5min) mg/mL e protease
sobrenadante e 0,07mg/mL e 0,3mM de
adiciona 8 mL de Malha parafiltrar o calcio (3-5min)

tecido ndo digerido

solugdo de Tyrode

Figura 10: Representacéo esquematica do protocolo de isolamento de cardiomidcitos dos ratos.

3.7 MEDIDA DE CONTRATILIDADE EM CARDIOMIOCITOS

A contracdo celular foi medida por meio da técnica de alteragdo de comprimento do
cardiomidcito, usando-se um sistema de detec¢do de bordas, montado em um microscépio
invertido (lonoptix, EUA). Os cardiomidcitos foram acomodados em uma camara experimental
com a base de vidro e banhados por solucdo de Tyrode. Os cardiomidcitos foram visualizados
em um monitor por meio de uma camera (Myocam, lonoptix, 240hz) acoplada a um
microscopio utilizando um programa de deteccdo de imagens (lonwizard, lonoptix). Os
cardiomidcitos foram estimulados na frequéncia de 1hz (10V de 5 Min) utilizando-se um par
de eletrodos de ago e um estimulador elétrico de campo (Myopacer, lonoptir). Os movimentos
longitudinais dos cardiomiécitos foram capturados pelo sistema de deteccdo de bordas e
armazenados para andalise posterior. Foram utilizados para as medidas de contragcdo somente 0s
cardiomidcitos que estavam em boas condi¢des, com as bordas e as estriagdes sarcoméricas

bem definidas, relaxados em repouso e sem apresentar contragdes voluntarias.
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Figura 11: A) aparato utilizado para experimentos de contratilidade em cardiomiécitos. B) imagem do
cardiomidcito isolado e a representagdo da contragdo das suas bordas direita e esquerda e a contragdo referente a
célula inteira.
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3.8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS UTILIZANDO CARDIOMIOCITOS
VENTRICULARES ISOLADOS DE RATOS

3.8.1 Avaliacdo do efeito de CDC sobre a contratilidade de cardiomidcitos

ventriculares isolados de ratos

Apos o isolamento das células provenientes de ventriculos esquerdos dos animais em

estudo, estas foram incubadas com CDC em trés diferentes concentracdes (0,1 pug/ml, 1 pg/ml

e 10 pg/ml) e foram observados os efeitos do veneno na contragéo celular.

Cardiomiocitos
+
CDCO0,1 pg/ml

Cardiomiocitos Cardiomiocitos
+ +
CDC1 pg/ml CDC 10 pg/ml

Figura 12: Representacdo esquematica da incubacdo de CDC para avaliacdo do seu efeito sobre a contratilidade

de cardiomidcitos ventriculares isolados de ratos.
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3.9 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE CDC EM CELULAS DE
MAMIFEROS

Cardiomidcitos de rato da linhagem H9c2 foram utilizados para avaliar a citotoxicidade
do composto em células de mamifero. As células foram incubadas em placa de 96 pogos (5 x
10%) em meio Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Life Technologies, GIBCO-BRL,
Gaithersburg, MD), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, SP,
Brasil) e 50 pg/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, Brasil) e mantidos por 24 h na
estufa a 37°C e 5% de CO.. Os extratos foram testados em diferentes concentragdes (0,37-30
pg/ml), em triplicatas, incubados por 72 horas. Em seguida, a citotoxicidade em cardiomiocitos
foi avaliada pelo método do AlamarBlue (MEIRa et al., 2015). Como controle positivo foi

utilizado a violeta de genciana (Synth, S&o Paulo, SP, Brasil) nas mesmas concentracoes.

3.10 DETERMINACAO QUANTITATIVA DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE
CREATINA CINASE TOTAL E ISOFORMA MB (CK-TOTAL E CK-MB) EM
SOLUCAO DE KREBS

Nos experimentos atriais de investigacdo de efeito inotropico e cronotrépico, uma
aliquota de 1 ml de Krebs foi obtida no momento zero (basal, antes da adicdo do veneno no
banho) e no final do experimento (apds adi¢do cumulativa dos venenos) para a quantificacao
da atividade de creatina cinase total (CK-Total) e a isoforma MB (CK-MB) em atrio tratado
com CDC 30 pg/ml, Isoproterenol (1 uM) e veiculo. O método utilizado para dosagem da CK
foi o cinético ultravioleta (UV) feita pelo autoanalisador. O ensaio de CK é utilizado para a
quantificacdo de CK em soro de humanos in vitro, utilizando kits VIDA Biotecnologia ®. O
método baseia-se no principio de que a CK, presente na amostra, catalisa a transferéncia de um
grupo fosfato de alta energia a partir da creatina fosfato para 0 ADP. O ATP é produzido nesta
reacdo é subsequentemente, utilizado para fosforilar a glicose produzindo glicose-6-fosfato (G-
6-P) na presenca da hexoquinase. A G-6-P ¢, entdo, oxidada pela glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PDH) com reducé@o concomitante de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) para nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), que é proporcional a
atividade de CK na amostra.
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3.11 AVALIACAO DAS INFLUENCIAS DE CDC NA MORFOLOGIA
CARDIACA

Ap0s os atrios direito e esquerdo dos coragdes serem isolados e testados para diferentes
protocolos, tais amostras foram fixadas em solugdo de 4% de formaldeido tamponada em
fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4 por 48 horas. Em seguida as amostras foram lavadas em agua
corrente por uma hora e submetidas a desidratagdo em um gradiente crescente de concentracfes
de etanol diluido em &gua destilada até chegar-se ao etanol absoluto. A seguir, 0s espécimes
foram diafanizados em xilol, infiltrados e incluidos em parafina. Os espécimes incluidos em
parafina foram trimados e cortados de forma a obter secgdes seriadas de 5 um por um
micrétomo (RM2125RT, Leica®, Alemanha), montados em laminas de vidro e corados pelo

método da hematoxilina-eosina (HE).

O estudo morfoldgico descritivo das sec¢des coradas por HE compreendeu a avaliacao
das regides contendo o miocéardio atrial direito ou esquerdo. Os resultados foram descritos e
comparados entre 0s grupos estudados, em funcdo de alteragdes celulares (hipereosinofilia,
diminuigdo do volume celular, presenga de fibras musculares onduladas, auséncia de estriacdes
transversais, granulacdo sarcoplasmatica, faixas de contracdo, alteragfes nucleares e perda de

continuidades entre fibras musculares) sugestivas de injdria nos miocitos.

3.11.2 Obtencéao de Imagens

As imagens das sec¢des histologicas foram capturadas através de um sistema formado
por uma camera digital (DP71, Olympus, Japdo), acoplada a um microscopio de luz (BX-51,
Olympus, Japdo), processado por um notebook (Dell, Intel core™ i5) com auxilio do software
Analysis Get It.
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3.12 AVALIACAO DA ULTRAESTRUTURA DE TECIDO CARDIACO
TRATADOS COM CDC USANDO MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
(MET)

Os ensaios utilizando a Microscopia Eletronica de Transmissdo tiveram objetivo de
observar alterages nas estruturas internas dos cardiomidcitos isolados de atrio esquerdo de

ratos tratados com CDC.

Para isso, os atrios foram colocados em banho de érgdos contendo 10 ml de solucéo
Krebs, e entdo foram adicionados CDC (30 pg/ml), Isoproterenol (10 puM), como controle
positivo, ou ndo receberam tratamento (controle negativo). Ap6s 10 minutos de incubagdo com
a droga, os atrios foram fixados em glutaraldeido 2% diluido em tampé&o cacodilato de sddio
0,1 M por 12 h a 4°. Em seguida, os fragmentos foram lavados por trés vezes em cacodilato de
sodio 0,1 M e pdés-fixados em tetroxido de 6smio 1% por 1 h em temperatura ambiente. Logo
depois, os fragmentos foram lavados por trés vezes com cacodilato de so6dio 0,1 M e iniciada a
desidratagdo com banhos sucessivos, com durac¢do de 10 min, em acetona com concentragdes
crescentes, 30, 50, 70, 90 até 100%. A substituicdo foi realizada com um banho de 12 h com a
mistura de acetona e resina Polybed 812 (1:2) e em seguida um banho com resina pura por mais
12 h. Por fim, os fragmentos foram incluidos em resina Polybed em moldes de silicone,

devidamente identificados, e levados para a polimerizagdo em estufa a 60° por 72 h.

Foi realizado corte com espessura de 1 um, em ultramicrétomo reichert Jung dos blocos
obtidos e observado em microscopio de campo claro a fim de selecionar os blocos com area de

interesse para observacao no microscopio eletrénico.

Foram realizados cortes ultrafinos, com espessura de 60 a 70 nm, dos blocos
selecionados, utilizando navalha de diamante Diatome com angulo de 45°. Os cortes obtidos
foram colocados em grades de cobre de 200 MESH e contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo. O material foi observado em microscopio eletrdnico de transmissao Zeiss
EM109 e as fotos foram obtidas por meio de imagens digitais com resolucdo de 4,1 Mpixels

acoplada a um microscopio optico binocular convencional.
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Figura 13: Microscdpio Eletronico de Transmissdo Zeiss, EM 109 utilizado nas avaliagdes do efeito de CDC na
ultraestrutura de tecido atrial de ratos. Fonte: Nucleo de Microscopia e microandlise, Universidade de Vicosa.
(http://www.nmm.ufv.br/?page_id=334)
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3.13 AVALIACAO DO EFEITO DE CDC SOBRE A ATIVIDADE ELETRICA DE
CORACOES ISOLADOS DE RATOS.

Para avaliar se os efeitos cardiacos induzidos pelos venenos foram devido a uma
possivel cardiotoxicidade, foram realizados estudos para avaliar a atividade elétrica cardiaca
utilizando o sistema de Langendorff, que permitiu a realizacdo de experimentos com o coragdo
isolado de rato perfundindo-o retrogradamente pela artéria aorta a pressdo ou fluxo constante.

O equipamento de Langendorff (figura 14) inclui um sistema de registro e aquisicao de

sinais com um amplificador munido de um mddulo de analise (ML870 PowerLab 8/35).
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Figura 14: Aparato utilizado para os experimentos com coragdo isolado em Langendorff. Em A) Imagem
ilustrativa do coracéo isolado de rato com os eletrodos para captacdo dos sinais elétricos fixados em seu tecido;
Em B) Equipamento completo de Langendorff (Fonte: http://www.sastra.edu/vbl/resources.html).

Esse aparelho é constituido por um controlador de termostato (ML176), bomba
peristéltica Minipuls 3 (ML172), controlador de bomba (ML175 STH), transdutor de presséo
fisiologica (MLT844), eletrodos para captacdo dos sinais elétricos (MLA1210). O software
LabChart Pro inclui os médulos de Pressdo Arterial (Win), Analise de ECG e Dose Resposta

para uma analise dos registros.


http://www.sastra.edu/vbl/resources.html
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3.13.1 Protocolo experimental para avaliagdo de atividade cardiaca em tecido isolado

Os animais foram eutanasiados em camara de CO2 e os coragdes removidos apds a
toracotomia. Ap6s a remocdo do coracdo, este foi rapidamente canulado e perfundido com
solucdo de Krebs-Henseleit pré-aquecido a 37°C. Os eletrodos para o registro dos sinais
eletrocardiograficos foram posicionados ao redor do coracdo na altura do &trio direito e do
ventriculo esquerdo. O protocolo experimental consistiu em: periodo controle por 20 minutos
de perfusdo com solucdo de Krebs, 10 minutos de perfusdo com solugdo de Krebs contendo a
solucdo a ser avaliada e um periodo de retorno a perfusdo com solugdo de Krebs por 10 minutos.
Os registros eletrocardiograficos armazenados no computador foram avaliados quanto a
presenca de arritmias, frequéncia cardiaca, intervalo PR, deflexdo intrinsicoide, amplitude das

ondas e duracdo do intervalo QT.

3.14 INVESTIGACAO DOS MECANISMOS DE ACAO SUBJACENTES AO
EFEITO DE CDC EM ATRIO ISOLADO DE RATO

3.14.1 Avaliacéo dos efeitos CDC na presenca de um agonista adrenérgico

Com o objetivo de investigar se 0 veneno de CDC seria capaz de induzir uma reversao
do aumento da forga contratil induzido por um agonista adrenérgico, o atrio isolado de rato foi
tratado previamente com epinefrina (10 uM). Dessa forma, ap6s o periodo de estabilizacédo, foi
adicionado o agonista adrenérgico de forma isolada as cubas experimentais, e em seguida foram
adicionadas duas concentracdes de CDC de forma cumulativa (10 e 30 pg/ml) e entéo avaliado
seu efeito.
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Figura 15: Representacdo esquematica do protocolo para avaliagdo dos efeitos CDC na presenga do agonista
adrenérgico epinefrina.

3.14.2 Avaliagdo da participacdo dos receptores adrenérgicos no efeito inotrépico
negativo de CDC

Com o objetivo de investigar a participacdo dos receptores adrenérgicos no efeito
inotropico negativo de CDC, foram realizados experimentos em é&trio isolado de ratos, na
presenca do antagonista ndo seletivo de receptores adrenérgicos, propranolol. Para isso, apos
o0 periodo de estabilizacdo, o atrio esquerdo isolado de rato foi incubado com o propranolol 10

KM durante 5 minutos, seguido da adi¢cdo cumulativa de CDC nas concentragdes 10 e 30 pg/ml.
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Figura 16: Representacdo esquematica do protocolo para avaliagcdo da participacdo dos receptores adrenérgicos
no efeito inotrépico negativo de CDC.

3.14.3 Avaliacdo da participacdo da via do Oxido Nitrico (NO)/ GMPc/PKG no efeito

inotrépico negativo induzido por CDC

Neste protocolo buscou-se avaliar a participacdo da via NO/GMPc/PKG no efeito
inotropico negativo induzido pelo CDC. Para isso, utilizou-se em diferentes experimentos o L-
NAME (No-Nitro-L-arginine methyl ester) (100 uM) inibidor ndo seletivo da NOS (IIDA et
al.,, 2001); PTIO (2-Phenyl-4,4,55-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide) (100 uM)
sequestrador de NO; ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) (10uM) inibidor
especifico da ciclase de guanilil solivel (PLANE et al., 2001); KT5823 (1uM) inibidor seletivo
de PKG. Todos os inibidores foram adicionados 5 minutos antes da adi¢cdo de CDC nas cubas
contendo os atrios isolados. Posteriormente, foi adicionado a uma concentracdo de CDC (30
pg/ml) e as respostas obtidas na presenca de cada bloqueador foram comparadas com aquela
observada na auséncia dos mesmos, avaliando-se dessa forma as possiveis vias de agdo

envolvidos na resposta induzida por CDC.
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Figura 17: Representaco esquematica do protocolo para avaliagdo da participacdo da via do Oxido Nitrico (NO)/
GMPc/PKG no efeito inotropico negativo induzido por CDC.

3.15 EFEITO DO VENENO CDC SOBRE A ATIVIDADE ELETRICA CARDIACA
IN VIVO

Os ratos foram anestesiados por administracdo intraperitoneal de 80 mg/kg de cetamina
e 10 mg/kg de xilazina e foram entdo heparinizados (200 U). A administracdo de CDC (0,1, 1
e 10 pg/kg) foi realizado através de um cateter de polietileno inserido na veia femoral direita
através de um pequeno procedimento cirdrgico e, ap6s 30 minutos de estabilizagdo, foi
administrado o veiculo (solucdo salina). Posteriormente, foram administradas trés doses de

CDC num intervalo de 5 minutos entre elas.

Para gravar o eletrocardiograma, os animais foram mantidos em posi¢éo supina e trés
eletrodos de aco inoxidavel foram implantados subcutaneamente. Em seguida, os sinais ECG
foram amplificados e digitalizados (Datag D1400, DI 205, Windag PRO Acquisition). Para cada
dose de CDC, a frequéncia cardiaca media (FC), intervalo PR (PRi), intervalo QT (QTi),

intervalo RR e duracdo do complexo QRS foi medido.
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Figura 18: Sistema de obten¢do do registro eletrocardiografico. A) aparelhagem utilizada para a realizagdo do
registro (Heart Ware System); B) eletrodo com agulha devidamente acoplada; C) posicionamento adequado dos
eletrodos no corpo do animal. Adaptado de Pezolato, 2014.

3.16 MEDIDA DIRETA DA PRESSAO ARTERIAL (PA) E FREQUENCIA
CARDIACA (FC) EM RATOS NAO ANESTESIADOS

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina e cateteres de
polietileno (PE), segmentos de PE-10 (didmetro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm,
respectivamente) soldado a um segmento de PE-50 (didmetro interno e externo de 0,58 e 0,96
mm, respectivamente) foram implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria
e veia femoral esquerda, respectivamente (Figura 19). Apoés a insercéo e fixagdo, os cateteres
foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical
posterior do animal.

Apds 24 horas da cirurgia, a pressdo arterial foi monitorada continuamente através do
cateter arterial conectado a um transdutor de presséo arterial (World Precision Instruments),
cujo sinal foi amplificado e gravado digitalmente por uma interface analdgicoa para digital

(AgDados, requerimento de aquisicdo de dados, Lynx Tecnologia Eletronica Ltda, versdo 7.0,
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Sé&o Paulo, Brasil) e gravou (1 kHz) em um microcomputador para posterior analise. A pressdo
arterial média (PAM) foi calculada a partir de dados de pressdo arterial sistolica e diastolica,
enguanto a frequéncia cardiaca (FC) foi determinada pela pulsagédo da presséo arterial utilizando
o programa AcgqKnowledge, versdo 3.5.7, desenvolvido por Biopac Systems, Inc., California,
EUA.

ApOls os parametros cardiovasculares terem se estabilizado, a PAM e FC foram
registradas antes (valores iniciais) e depois da administracdo intravenosa da droga teste (0,1,
0,3, 1 e 3 mg/Kg, aleatoriamente). Injecdes sucessivas foram separadas por um intervalo de

tempo suficiente para permitir a recuperagdo completa da pressao arterial, normalmente 20 min.
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Figura 19: Desenho esquematico da implantagdo de cateteres de polietileno para a investigacao do efeito de CDC
na hemodindmica de animais.

3.16.1 Avaliacao do efeito de CDC sobre a PAM e FC de ratos ndo anestesiados

Para obtencéo de uma curva dose-resposta, os animais foram mantidos em aclimatacéo
por um periodo de no minimo 30 minutos, para estabilizacdo dos parametros cardiovasculares.

Em seguida, administrou-se nitroprussiato de sodio (NPS) (10 pg/kg, i.v.), um classico doador
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de oxido nitrico, para verificar a eficacia da implantacdo do cateter venoso. Apés 15 min., doses
diferentes de CDC (0,1; 0,3; 1 e 3 pg/Kg, i.v.) foram administradas randomicamente com
intervalos de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares retornassem aos seus
valores da linha de base. Os valores de PAM e FC foram obtidos antes (valores da linha de
base) e ap6s a administracdo de CDC e suas variagfes foram expressas em percentagem (%)

dos valores em delta (A).

3.17 CARACTERIZACAO GERAL DOS COMPONENTES PRESENTES NO
VENENO CDC

3.17.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 15% na presenca de SDS (SDS-PAGE) em
um sistema desnaturante e reduzido, foram realizadas conforme a técnica descrita por Laemmli
(1999).

Para o gel de separacao foram utilizadas as seguintes solucdes:

o Tampao de separagédo Tris-HCI pH 8,8;

o SDS (Dodecil sulfato de so6dio) (Sigma Chem. Co) a 10%;
. Agua destilada;

o Acrilamida:Bis 30,0:0,8 (Sigma Chem. Co);

o Persulfato de amonio (Sigma Chem. Co) a 10%;

o Temed (N",N",N",N’- tetrametilenodiamino) (Sigma Chem. Co).
Para o gel de empilhamento (4%) foram utilizados:

o Tampao de empilhamneto Tris-HCI pH 6,8;

o SDS (Dodecil sulfato de sodio) (Sigma Chem. Co) a 10%);
. Agua destilada;

o Acrilamida:Bis 30,0:08 (Sigma Chem. Co);

o Persulfato de aménio (Sigma Chem. Co) a 10%;

o Temed (N",N",N",N’- tetrametilenodiamino) (Sigma Chem. Co).
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A amostra de veneno CDC foi diluida a uma concentracdo de 0,5 mg/ml e dissolvidos
em tampé&o de amostras (B-mercaptoetanol (Sigma Chem. Co); SDS (Dodecil sulfato de sodio)
(Sigma Chem. Co) 10%; Tampdo de empilhamento Tris-HCI pH 6,8; Glicerol; Azul de
bromofenol (Sigma Chem. Co)). A corrida eletroforética foi realizada a 40 mA.

Terminada a migracdo das proteinas, o sistema foi desligado e o gel foi transferido para
um recipiente contendo a solugéo corante composta por Coomassie Briliant Blue 0,05% (Sigma
Chem. Co). Este gel foi corado por 40 minutos e entdo descorado, também por 40 minutos, com
uma solucdo contendo acido acético, etanol comercial e 4gua destilada. Esta solucao foi trocada
periodicamente até que as bandas fossem visualizadas.

3.17.2 Cromatografia de fase reversa em HPLC

Com o objetivo de identificar os constituintes do veneno CDC, foram realizado
experimentos para obtencdo do perfil cromatografico por meio HPLC (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia) em coluna de fase reversa C18 (4,6 x 250 mm), particula de 5 pm de
didmetro, em um sistema Agilent 1220.

A coluna foi condicionada com os solventes de corrida (solvente A: dgua e 0,1% TFA
(Ac. Trifluroacético); solvente B: acetonitrila com 0,1% de TFA), e a eluicdo foi feita com
gradiente de concentracdo de 0% do solvente B por 5 minutos e em seguida de 0-15% de B por
10 minutos, 15-45% por 60 min, 45-70% por 10 minutos e 70% por 9 minutos com um fluxo
de 1 mL/min.

Os picos foram monitorados através da determinacéo da absorbancia a 215 nm.

3.18 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como media * erro padrdo da média (e.p.m) ou média

(intervalo de confianga).

As andlises estatisticas foram feitas utilizando teste t de Student ou anélise de variancia
“one-way” (ANOVA) seguido de teste de Bonferroni, quando apropriado. Foram considerados
significantes os valores de p < 0,05. O programas utilizado para analise dos dados foi Graph
PadPrism 5.0® (EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO VENENO DE CDC SOBRE O CRONOTROPISMO CARDIACO
DE ANIMAIS NORMOTENSOS

Para avaliar o efeito cronotrdpico induzido pelo veneno de CDC em étrios direitos
isolados de animais normotensos, foram administradas seis diferentes concentragfes do veneno
(0,1,0,3, 1, 3,10 e 30 ug/mL). A administracdo cumulativa em atrios de animais normotensos
ndo induziu alteracdo da ritmicidade cardiaca quando comparado ao controle (99,9% + 1,0;
101,9% + 1,6; 102,5% + 2,8; 105,2% + 2,1; 103,9% + 1,8; 105,9% =+ 2,1; 108,7% + 2,6, n=5).
(Figura 20). O tempo esperado para a observacao das respostas maximas de cada concentracdo

do veneno foi de 10 minutos.
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Figura 20: feito do CDC sobre o cronotropismo cardiaco em atrios direitos isolados de ratos normotensos.
Gréficos em barras demonstrando a porcentagem de variacéo de resposta cronotrdpica cardiaca induzida por CDC
(0,1 pg/mL- 30 pg/mL) em ensaios com atrios direitos isolados de ratos normotensos (wistar). Os valores estéo
expressos como média £ e.p.m. (n=5).



62

4.2 EFEITO DO VENENO DE CDC SOBRE O INOTROPISMO CARDIACO DE
ANIMAIS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Diferente do que foi observada em atrios direitos isolados de animais normotensos, a
administracdo cumulativa de CDC em atrios esquerdos desses animais, induziu inotropismo
negativo estatisticamente significante a partir da concentragao de 3 ug/mL (94,7 £ 7,4%; 80,8
+ 4,2%; 72,0 + 5,3%; 65,8 + 8,9%; 58,3 £ 5,5%; 54,4 £ 7,7%; 5,6 £ 1,8%, versus 100% + 0,0,
n=5 CDC e controle, respectivamente) (figura 25). JA& em animais hipertensos, ndo houve
alteracdo significante sobre o inotropismo cardiaco ap6s a administracdo do veneno (98,3 +
9,7%; 92,1 £ 19,4%; 91 + 21,3%; 87,2+ 15,5%; 84,4 + 20,19%; 85,7 + 23%, n=8) quando

comparado ao controle (100% = 0,0).
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Figura 21. Efeito do CDC sobre o inotropismo cardiaco em atrios esquerdos isolados de ratos normotensos.
Gréficos em barras demonstrando a porcentagem de variacdo de resposta inotropica cardiaca induzida por CDC
(0,1- 30 pg/mL) em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos normotensos (Wistar). Os valores estdo
expressos como média £ e.p.m. (n=8).*p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001 vs controle.
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4.3 CDC REDUZ A CONTRATILIDADE DE CARDIOMIOCITOS
VENTRICULARES ISOLADOS DE RATOS

Com o objetivo de eliminar o controle eletrofisioldgico da resposta induzida por CDC
no tecido cardiaco, foram realizados ensaios em células ventriculares frescas isoladas de ratos.
Para isso, diferentes concentragdes do veneno foram incubadas aos cardiomidcitos onde foi
observado que, as concentragdes de 1 pg/mL e 10 pg/ml causaram uma reducao significante da
contratilidade celular (76,2% % 5,9 e 68,9% * 7,2, respectivamente, *p<0,05 e **p<0,01, n=50)
quando comparado as células que ndo receberam tratamento (controle- 100% = 0,0, n=50).
Entretanto a concentracdo de 0,1 pg/ml (89,1% * 8,5, n=50) ndo promoveu uma reducdo
significante (figura 22 A).

O segundo parametro avaliado foi a velocidade de partida (%) o qual é um valor que
caracteriza a velocidade com a qual a célula contrai ou [Ca?*]i aumenta. Como observado na
figura 22 B, apenas a concentracdo de 10 pg/ml de CDC foi capaz de diminuir a velocidade de
contracdo de maneira significante (67,7% + 12,6, *p< 0,05, n=50 versus 100% = 0,0).

O tempo para 10% do pico de contracdo ndo apresentou alteragdo significante para
nenhuma das concentragdes utilizadas de CDC (104,5% + 7,1; 124,0% + 6,6; 110,6% + 17,0,

para as concentragdes de 0,1, 1 e 10 ug/mL, respectivamente, n=50).
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Figura 22: Influéncia do CDC (0,1 pg/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL) na contratilidade de cardiomidcitos do ventriculo
esquerdo de ratos. A) Gréfico de barras, demonstrando a fragdo de encurtamento (%) de cardiomidcitos na auséncia
(controle) e na presenca de CDC nas diferentes concentracdes; B) Grafico de barras, a velocidade de partida (%)
de cardiomidcitos na auséncia (controle) e na presenca de CDC nas diferentes concentrac@es; C) Grafico de barras,
demonstrando o tempo de 10% de pico (%) de cardiomidcitos na auséncia (controle) e na presenca de CDC nas
diferentes concentragdes. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=50 células). *p<0,05, **p<0,01.
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4.4 EFEITO CITOTOXICO DE CDC EM CELULAS DE MAMIFEROS

Cardiomidcitos de rato da linhagem H9c2 foram utilizados para avaliar a citotoxicidade
dos compostos em células de mamiferos. A adicdo de CDC nas concentracdes de 7,5, 15 e 30

pg/mL ndo induziu alteracdo significante da proliferacdo celular (Figura 23).

AlOO-

S

c:s 804

=)

Q 604

@)

3

cs 40-

=)

'S 20-

©

> 0 *kk

Cont. VG 30 15 7,5

CDC (ng/mL)

Figura 23: Auséncia de efeito citotdxico de CDC, em células H9c2.Gréafico em barras de células H9C2 tratadas
com diferentes concentragdes de CDC (7,5, 15 e 30 pg/mL) por 72 horas. A viabilidade celular foi determinada
pelo ensaio Alamar Blue. Violeta genciana (VG) foi utilizada como controle positivo. Os dados sdo expressos
como média £ SEM; n = 9 determinagdes por grupo.
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4.5 EFEITO DO VENENO DE CDC SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA
CK-TOTAL E CK-MB EM ATRIO ISOLADO DE RATOS

A figura 24 (A e B) demonstra que o tratamento dos atrios de ratos com CDC (30
Hg/mL), ndo alteraram de maneira significante os niveis de CK-Total e de CK-MB em solucéo
fisioldgica contendo tecido atrial (CK-Total- 7,0 £ 1,2 U/mL e 9,3 + 1,3 U/ml, controle e CDC,
respectivamente; CK-MB- 3,0 £ 1,5 U/mL e 3,2 + 0,6 U/mL controle e CDC, respectivamente).
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Figura 24: Tratamento com veneno de CDC (30 pg/mL) néo altera os niveis de CK-Total e CK-MB em solu¢éo
contendo atrios de ratos. Gréafico em barras demonstrando a auséncia de alteracdo da atividade de CK-Total (A) e
CK-MB (B) induzida por CDC (30 pg/ml) em atrios isolados de ratos normotensos (Wistar). Os valores estdo
expressos como média + e.p.m. (n=5).**p<0,01 versus controle; *p< 0,05 versus veiculo tratado.
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4.6 EFEITOS DO VENENO CDC SOBRE A MORFOLOGIA DO TECIDO ATRIAL

A andlise histoldgica dos cora¢Ges em microscopia de luz mostrou discretas alteragdes

nos espécimes pertencentes a todos 0s grupos.

4.6.1 Analise morfoldgica descritiva

Os espécimes provenientes do grupo controle mostraram um miocardio com aspecto
histolégico normal, ainda que alguns cardiomidcitos estivessem lesados ou que uma leve
desorganizacdo das fibras musculares fosse observada. Em sua maioria, os miocérdios eram
constituidos por cardiomidcitos alongados e ramificados, exibindo estriacGes transversais,
eosinofilia tipica e nacleos localizados no centro da fibra muscular.

Nos coracdes tratados com o veneno de CDC, o miocardio mostrava cardiomiocitos com
eosinofilia tipica, estriacdes transversais e nucleos localizados centralmente. Cardiomidcitos

rompidos ou discreta desorganizacao das fibras musculares foram achados incomuns.
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Figura 25: Auséncia de alteracdes morfologicas em atrios isolados de ratos tratados com CDC (30 pg/mL).
Fotomicrografias mostrando secdes longitudinais do miocardio atrial de amostras tratadas com veiculo (salina, A
e B) e CDC 30 pg/mL (C e D). Musculo cardiaco normal com fibras bem organizadas é observado em espécimes
do grupo controle, assim como uma preservagdo da estrutura muscular atrial pode ser observada em espécimes

tratados com CDC. Coloragdo com hematoxilina e eosina.
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4.7 EFEITO DE CDC SOBRE A ULTRAESTRUTURA DE CELULAS
CARDIACAS

Com o objetivo de avaliar o efeito de CDC sobre a ultraestrutura de células cardiacas
isoladas de ratos, foram realizados ensaios utilizando Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET) onde, previamente, o tecido atrial foi colocado no banho de érgdos sob condices
controladas e, entdo tratado com CDC (30 pug/mL), agua destilada (30 pl) ou Isoproterenol (ISO
10 uM) por 10 minutos para posterior processamento e avaliacdo em MET.

Em todos os grupos experimentais foram observadas miofibrilas cardiacas degeneradas,
porém lesdes mitocondriais eletrolucentes focais foram mais comuns no grupo tratado com 1SO,
acompanhado pela presenga de edema. Além disso, a avaliacdo ultraestrutural demonstrou
desorganizacdo da fibra em animais tratados com CDC. Células cardiacas de todos 0s grupos
revelaram mitocondrias intermiofibrilares inchadas e deslocadas com desorganizacao de cristas

e danos estruturais, porém este efeito foi observado principalmente no grupo CDC (Figura 26).
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Figura 26: Microscopia eletronica de transmissao do tecido cardiaco. Miocardio tratado com solucéo salina (A)
exibindo miofibrilas bem organizadas com mitocondrias interpostas (m). Miocardio tratado com 10 uM
Isoproterenol mostrando principalmente fibras preservadas, com eventuais lesdes mitocondriais (B, cabegas de
setas). Miocardias (C e D) tratadas com CDC (30 pg / mL) freqlientemente apresentavam fibras desorganizadas
na vizinhanca de mitocdndrias distribuidas aleatoriamente (C, setas), bem como mitocdndrias amplamente
deshotadas (D, cabegas de setas).
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4.8 AUSENCIA DE INDICIOS CARDIOTOXICOS DE CDC EM CORACAO

ISOLADO

Adicionalmente, para continuar avaliando uma possivel a¢do cardiotoxica do veneno

CDC em coracdo isolado de animais wistar, foram realizados ensaios utilizando

0 sistema de

Langendorff, investigando quanto a presenca de arritmias e alterac6es na frequéncia cardiaca,

intervalo PR, deflexdo intrinsicéide, amplitude das ondas e duracdo do intervalo QT.

O veneno CDC nas concentragoes testadas de 0,1 ug/mL; 1 pg/mL e 10 pg/mL ndo

induziu alteracdo significantes sobre a eletrogénese cardiaca em coracdo isolado

de rato, usando a técnica de Langendorff, como ilustrado nos registros abaixo (fi

e perfundido

gura 27) que

apontam auséncia de cardiotoxicidade nas doses testadas. A tabela 3 mostra os parametros

cardiacos obtidos.
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Figura 27: Representacéo eletrocardiogréafica apds tratamento com veneno CDC.
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CDC
IRR IQT TAV Amp QRS FC IPR
Controle 210+38.8 71 £0.4 17 £0.4 1.3£0.5 261434.7 20421
0.1 pg/mL 224 +333 7100 18+0.8 1.1£0.3 266+34.1 20421
Lavagem 1 212433.8 71+0.8 174£1.25 0.9+0.2 269+29.3 20425
1 pg/mL 210+31.6 72 40.8 18+1.70 0.9+0.2 270+26.2 30+2.6
Lavagem 2 207 £25.6 72£0.8 18+1.41 1.140.7 279+22.0 29+2.5
10 pg/mL 211420.3 72 £0.4 18+1.41 08402  279+19.1 30£2.6
Lavagem 3 200+17 71+0.8 18+1.25 08+02  266+31.0 20428

Tabela 3: Parametros cardiacos obtido em coracgéo de rato perfundido pela técnica de Langendorff para avaliacéo
da cardiotoxicidade. Frequéncia cardiaca (FC), IRR (Intervalo RR), IPR(Intervalo PR), Tempo de ativacdo
ventricular (TAV), Intervalo QT (IQT), Amplitude do QRS (Amp QRS). Os valores estdo expressos como média
+ DP.
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4.9 EFEITO DE CDC EM ATRIO ESTIMULADOS COM EPINEFRINA

Com o objetivo de avaliar se 0 veneno CDC é capaz de reverter o inotropismo cardiaco
positivo induzido por um agonista adrenérgico, foram realizados experimentos utilizando atrio
isolado de rato, os quais foram incubados com epinefrina (10 puM) e posteriormente foram
adicionados de maneira cumulativa, duas concentracdes de CDC (10 e 30 pg/mL). Como
observado na figura 28, a adi¢do da epinefrina induziu um efeito inotropico positivo de maneira
significante (**p<0,01) nos atrios isolados quando comparado ao controle (184,5 + 4,8% versus
100+ 0%, n=>5, epinefrina e controle, respectivamente). A adic¢ao de 30 pug/ml de CDC induziu
uma reversao do efeito inotrépico positivo de maneira significante (**p<0,01) (107,8 + 13,0,

n=5) quando comparado a epinefrina.
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Figura 28: CDC reverte inotropismo positivo induzido por ativagao adrenérgica. Grafico em barras demonstrando
a porcentagem de variacdo de resposta inotropica cardiaca induzida por epinefrina 10 pM na auséncia ou na
presenca de CDC (10 e 30 pg/mL) em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos normotensos (Wistar). Os
valores estao expressos como média + e.p.m. (n=5).**p<0,01 vs controle.
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4.10 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES ADRENERGICOS NO EFEITO
INDUZIDO POR CDC

Com objetivo de avaliar a participacdo de receptores adrenérgicos no efeito inotropico
negativo induzido pelo CDC, os atrios esquerdos isolados de ratos foram incubados por 5
minutos com propranolol (10 uM), um conhecido antagonista ndo seletivo de receptores
adrenérgicos e, posteriormente, foram adicionados cumulativamente as concentragdes de 10 e
30 pg/mL de CDC.

Como observado na figura 29, o propranolol, como esperado, induziu um efeito
inotrépico negativo de maneira significante (*p<0,05) quando comparado ao controle (100,0 +
0 % versus 59,9 £ 5,1%, n=5, controle e propranolol respectivamente). A adi¢do de CDC nas
concentragfes 10 e 30 pg/mL continuou reduzindo a contratilidade atrial de maneira
significante quando comparado ao controle e ao propranolol (**p<0,05 e ***p<0,001)

induzindo a paralisacdo da atividade contratil.
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Figura 29: CDC induz efeito inotrépico negativo em atrio isolado de rato na presenca de um bloqueador
adrenérgico. Gréaficos em barras demonstrando a porcentagem de variacdo de resposta inotrépica cardiaca induzida
por CDC (10 e 30 pg/mL) na presenca de propranolol 10 uM em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos
normotensos (wistar). Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=5).*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs
controle; ++p<0,01 vs propranolol.
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4.11 PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO SINTASE (NOS) NO EFEITO
INDUZIDO POR CDC

Com objetivo de avaliar a participacdo do 6xido nitrico sintase no efeito inotrdpico
negativo induzido por CDC, foram realizados experimentos de atrio isolado de ratos na
presencga de L-NAME (100 uM), um conhecido inibidor ndo seletivo de NOS e, posteriormente,
foram adicionados cumulativamente as concentracGes de 10 e 30 pg/mL de CDC.

Como observado na figura abaixo, o L-NAME sozinho ndo induziu alteragéo
significante do efeito contratil nos &trios esquerdos isolados. J& na presenca de CDC, foi
observado um efeito inotropico negativo significante (***p<0,001) como esperado (100,0 + 0,0
% versus 48,3 £ 7,7%, n=5, controle e CDC, respectivamente). O pré-tratamento do atrio com
L-NAME seguida da adicdo de CDC 30 pg/mL ndo capaz de induzir o efeito inotrépico
negativo (83,6 + 4,9, n=5, **p<0,01).
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Figura 30: A presenca de L-NAME reduz efeito inotrépico negativo induzido por CDC. Gréafico em barras
demonstrando a porcentagem de variacao de resposta inotrgpica cardiaca induzida por L-NAME 100 uM e CDC
30 pg/mL em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos normotensos (Wistar). Os valores estdo expressos
como média £ e.p.m. (n=5). **p< 0,01 e ***p< 0,001 vs controle; ++p< 0,01 vs L-NAME+ CDC.
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4.12 PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO (NO) NO EFEITO INDUZIDO POR
CDC

Com o objetivo de avaliar a participacdo do dxido nitrico no efeito inotrépico negativo
induzido por CDC, os atrios isolados de ratos foram incubados por 5 minutos com PTIO (2-
Phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide) (100 uM), um sequestrador de NO.

Como se pode observar na figura 31, a presenca PTIO 100 uM ndo alterou de maneira
significante a contratilidade atrial (100,0 0,0 % versus 115,7 + 2,7 %, n=5), enquanto a adi¢éo
de CDC, como esperado, induziu um efeito inotrépico negativo significante (59,5 £+ 7,0 %, n=5,
***p<(0,001). J& na presenga do PTIO, foi observada uma reducdo desse efeito inotropico
induzido por CDC (109,2 + 3,4 %, n=5, **p<0,001 vs CDC).
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Figura 31: PTIO reduz efeito inotrépico negativo induzido por CDC em atrios isolados de ratos. Grafico em barras
demonstrando a porcentagem de variagdo de resposta inotropica cardiaca induzida por PTIO 100 uM e CDC 30
pg/mL em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos normotensos (Wistar). Os valores estdo expressos como
média + e.p.m. (n=5). **p<0,01 ***p<0,001 vs controle; **p<0,01 vs PTIO+ CDC.
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4.13 PARTICIPACAO DA GUANILIL CICLASE NO EFEITO INDUZIDO POR
CDC

Com objetivo de avaliar a participacdo da Guanilil ciclase no efeito inotropico negativo
induzido por CDC, os étrios isolados foram incubados com ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-one) (10uM), um inibidor especifico da ciclase de guanilil solivel (PLANE et
al., 2001) e posteriormente foi adicionado CDC 30 pg/ml.

Como resultado pode-se observar que a adi¢do de ODQ 10 uM ndo induziu alteracao da
contratilidade atrial de maneira significante quando comparado ao controle, enquanto a adicdo
de CDC 30 pg/mL induziu a um efeito inotropico negativo importante quando comparado ao
controle (100,0 £ 0,0 % versus 54,3 £ 9,2 %, n=5, controle e CDC, respectivamente, **p<0,01).
Ja na presenca de ODQ, o CDC néo foi capaz de induzir um efeito inotropico negativo,
aumentando de maneira significante a atividade contratil atrial guando comparado ao CDC 30
pg/ml (135,4 + 10,0 %, n=5).
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Figura 32: ODQ reduz efeito inotropico negativo induzido por CDC em atrios isolados de ratos. Grafico em barras
demonstrando a porcentagem de variagdo de resposta inotrépica cardiaca induzida por ODQ 10 pM e CDC 30
pg/mL em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos normotensos (Wistar). Os valores estdo expressos como
média = e.p.m. (n=5). **p<0,01 vs controle; ***p<0,001 versus ODQ+ CDC.
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4.14 PARTICIPACAO DA PROTEINA CINASE DEPENDENTE DE GMPC (PKG)
NO EFEITO INDUZIDO POR CDC

Com objetivo de avaliar a participagdo da PKG no efeito inotropico negativo induzido
por CDC, os étrios isolados foram incubados com KT5823 (1uM) inibidor seletivo de PKG
durante 5 minutos e posteriormente foi adicionado CDC 30 pg/mL.

Como resultado pode-se observar que a adicdo de KT5823 1 uM ndo induziu alteracao
da contratilidade atrial de maneira significante quando comparado ao controle, enquanto a
adicdo de CDC 30 pg/mL induziu a um efeito inotrépico negativo importante quando
comparado ao controle (100,0 + 0,0 % versus 65,3 + 50 %, n=5, controle e CDC,
respectivamente, ***p<0,001). Ja na presenca de KT5823, o CDC néo foi capaz de induzir um
efeito inotropico negativo, aumentando de maneira significante a atividade contratil atrial
quando comparado ao CDC 30 pg/ml (101,8 £ 3,2 %, n=5).
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Figura 33: KT5823 inibe efeito inotropico negativo induzido por CDC em étrios isolados de ratos. Gréafico de
barras demonstrando a porcentagem de variacdo de resposta inotrdpica cardiaca induzida por KT5823 1 uM e
CDC 30 pg/mL em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos normotensos (Wistar) . Os valores estdo
expressos como média £ e.p.m. (n=5). ***p<0,001 vs controle; **p<0,01 e ***p,0,001 vs KT5823+ CDC.
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4.15 EFEITOS DE CDC NA PRESSAO ARTERIAL (PA) E FREQUENCIA
CARDIACA (FC) DE RATOS

Com objetivo de avaliar o efeito de CDC sobre a hemodindmica de ratos, cateteres de
polietileno foram inseridas na veia e artéria femoral através de um procedimento cirdrgico e
injecdes intravenosas em bolus de CDC (0,1, 0,3, 1 e 3 pug/Kg, i.v.), em ratos ndo anestesiados
foram administradas.

As injecOes intravenosas induziram uma reducdo da pressdo arterial de maneira
significante (PAM =-6,5+1,3;-18,2+2,9;-22,9+ 1,2; -36,0 £ 2,3 % de forma dose- dependente
(n=5). Este efeito hipotensor foi associado a uma bradicardia (FC=-1,5 = 1,6; -18,8 £ 2,6; -13,0
+4,0;-19,2 + 3,7; -5,0 + 2,5 %) quando comparado ao veiculo (Figura 34).
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Figura 34: Efeito hipotensor e bradicardico de CDC em ratos normotensos ndo anestesiados. Efeitos da
administracédo intravenosa de CDC (0,1, 0,3, 1 e 3 ug/Kag, iv) sobre a Pressdo Arterial Média (%PAM) e Frequéncia
Cardiaca (%FC) em ratos, ndo anestesiados. (A) Graficos em barras mostrando os efeitos de CDC sobre a %
Pressdo Arterial Média (PAM) de ratos. (B) Efeitos de CDC sobre a % Frequéncia Cardiaca (FC) de ratos. Os
valores estdo expressos como médio + SEM (n = 5). (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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4.16 EFEITO BRADICARDICO DE CDC EM ANIMAIS ANESTESIADOS

Com o objetivo de avaliar as influéncias de CDC na atividade elétrica cardiaca, foram
realizados experimentos para medidas eletrocardiograficas in vivo apds administracdo de
diferentes doses de CDC (0,1; 0,3; 1 e 3 pg/kg) por via endovenosa em ratos anestesiados e,
posteriormente, foram avaliados parametros como FC, duracdo do segmento PR, do complexo
QRS e do segmento QTc. Como observado nas figuras abaixo (figura 35, A, B, C e D), 0 veneno
CDC s0 foi capaz de reduzir significantemente a frequéncia cardiaca nas doses 0,1, 0,3 e 1
Hg/Kg comparadas ao controle (210,5 £+ 3,6; 173,5 £ 5,5; 184,6 + 4,8 bpm, controle e doses de
0,1, 0,3 e 1 ug/Kg respectivamente).
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Figura 35: Efeito bradicardico do CDC em ratos anestesiados submetidos ao ECG. Graficos em barra
demonstrando as alteracBes da atividade elétrica cardiaca em ratos vivos anestesiados submetidos ao ECG. A)
CDC induziu uma reducdo da frequéncia cardiaca nas doses de 0,1, 0,3 e 1 ug/Kg. B) auséncia de efeitos de CDC
na duracgdo do segmento PR. C) auséncia de efeitos de CDC sobre o intervalo QRS. D) auséncia de efeitos de CDC
na duracdo do segmento QTc. Anlises realizadas com ANOVA one-way, com pés-teste de Bonferroni (*p<0,05

e **p<0,01 versus controle).
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4.17 EFEITO DO VENENO DE CDC SOBRE O CRONOTROPISMO CARDIACO
DE ANIMAIS HIPERTENSOS

Para avaliar o efeito cronotrépico induzido pelo veneno de CDC em atrios direitos
isolados de animais hipertensos, foram administradas seis diferentes concentragdes do veneno
(0,1,0,3, 1, 3,10 e 30 ug/mL). A administragdo cumulativa em &trios de animais hipertensos
induziu a um discreto aumento da ritmicidade cardiaca (p< 0,05) na concentracdo mais alta
estudada, a de 30 ug/ml (106,7% = 1,6; 108,4% + 2,6; 110% + 2,1; 108,4% = 3; 109,1% =* 3,1;
112,5% + 3,6, n=5) quando comparado ao controle (100% + 0) (Figura 36).
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Figura 36: Efeito do CDC sobre o cronotropismo cardiaco em étrios direitos isolados de ratos hipertensos.
Gréficos em barras demonstrando a porcentagem de variacdo de resposta cronotrdpica cardiaca induzida por CDC
(0,1 pg/mL- 30 pg/mL) em ensaios com atrios direitos isolados de ratos hipertensos (SHR). Os valores estdo
expressos como média £ e.p.m. (n=5).
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4.18 EFEITO DO VENENO DE CDC SOBRE O INOTROPISMO CARDIACO DE
ANIMAIS HIPERTENSOS

A administracdo cumulativa de CDC em atrios esquerdos de animais hipertensos, ndo
induziu uma alteracéo significante sobre o inotropismo cardiaco apds a administracdo da droga
teste (98,3 £ 9,7%; 92,1 £+ 19,4%); 91 + 21,3%; 87,2+ 15,5%; 84,4 £+ 20,19%; 85,7 + 23%, n=8)

quando comparado ao controle (100% =+ 0,0).
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Figura 37: Efeito do CDC sobre o inotropismo cardiaco em atrios esquerdos isolados de ratos hipertensos.
Graficos em barras demonstrando a porcentagem de variagdo de resposta inotropica cardiaca induzida por CDC
(0,1- 30 pg/mL) em ensaios com atrios esquerdos isolados de ratos hipertensos (SHR). Os valores estdo expressos
como média + e.p.m. (n=8).*p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001 vs controle.
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4.19 CARACTERIZACAO DO VENENO CDC

Na analise do perfil de migracdo eletroforética da amostra de CDC, foi observado a formacédo
de trés principais bandas com peso molecular proximo a 40, 17 e 14,4 KDa. Na separacao por HPLC de
fase reversa das proteinas dos venenos, também foi possivel observar trés principais picos (1, 2 e 3). O
pico 1 parece estar relacionado a fragdo acida da crotoxina (CA); pico 2 a fragdo bésica da crotoxina

(CB) e o pico 3 parece estar relacionado a uma concentracdo de D49-PLA2 acida.
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Figura 38: Perfil eletroforético do veneno de CDC em gel de poliacrilamida 15% sob condi¢fes desnaturantes e
reduzidas. (MM) Marcador Molecular, 15 e 30 pg de proteinas aplicadas.
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5 DISCUSSAO

Os venenos de serpentes sdo compostos bioativos, constituidos por uma mistura
bioquimica complexa, formada em grande parte por proteinas, cuja definicdo dos mecanismos
de acdo e de seus alvos, pode constituir importantes ferramentas farmacoldgicas e
biotecnolégicas (CALVETE, 2009, 2013; WARRELL, 2010).

Este complexo de substancias é composto por toxinas, enzimas, fatores de crescimento,
ativadores e inibidores com ampla atividade bioldgica. Estudos diversos vém sendo
desenvolvidos e a medida que revelam detalhes funcionais, contribuem para esclarecimento dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia das respostas ao envenenamento, predispondo a
descoberta de ferramentas farmacoldgicas ou substancias farmacologicamente ativas (BON,
2000).

Dados prévios em nosso laboratério demonstraram ac¢ao vascular do veneno CDC com
a participacdo do 6xido nitrico de origem endotelial para a producéo do efeito vasodilatador.
Porém, tdo importante quanto avaliar o efeito do veneno sobre 0s vasos sanguineos e seus
mecanismos de funcionamento, ¢ identificar as possiveis agdes deste veneno sobre a atividade
cardiaca, tendo em vista que os venenos sdo conhecidos por apresentar influéncias sobre o
sistema cardiovascular.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de investigar as influéncias
diretas dos venenos CDC sobre a atividade cardiaca de ratos e seus possiveis mecanismos de
acao envolvidos. Uma das principais constatacdes foi a acdo inotropica negativa de CDC em
atrio isolado de animais normotensos, sem alteracdo na ritimcidade cardiaca. Estes efeitos
parecem envolver a producdo de NO, ativagdo de CGs, PKG. Em adicdo, o efeito inotropico
negativo observado parece néo ser decorrente de uma morte celular ou atividade toxica do
veneno, uma vez que ndo foi constatado alteracdes significantemente na atividade da enzima
creatina cinase, a atividade eletrogénica de caracteristica cardiotdxica e viabilidade celular de
cardiomidcitos. Adicionalmente, atraves da realizacdo de andlises morfoldgicas e na
ultraestrutura de células cardiacas, alteragcGes importantes em relacdo ao controle ndo foram

observadas em atrios tratados com CDC.

O veneno crotalico de algumas espécies pode desencadear acbes neurotoxicas,
miotdxicas do musculo esquelético além de coagulantes. No sistema cardiovascular podem
ser observados quadros de hipotensdo, alteracdes na permeabilidade vascular, alteragdes
enzimaticas ou ainda arritmia sinusal (SANTOS et al., 1990; ZHANG et al., 2010). Porém,
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ensaios com veneno da Crotalus durissus cascavela (CDC) em tecido cardiaco ainda nao
foram descritos na literatura. Diante dessa falta de conhecimento cientifico, foi investigado se

0 veneno bruto de CDC poderia apresentar atividade direta em tecido cardiaco.

Para tanto, foram realizados ensaios com &trio isolado de ratos normotensos (Wistar).
Os resultados com atrio isolado demonstram que o veneno da CDC induziu um efeito
inotropico negativo de maneira concentracdo dependente, uma vez que reduziu a forca de
contragdo, sem alteracdo da automaticidade cardiaca. Esses achados assemelham-se a ensaios
realizados com coracdo isolado de porco na presenca do veneno de outra espécie do mesmo
género, a Crotalus durissus terrificus, onde também foi observado efeito inotrépico negativo,
sem alteracOes significantes da frequéncia cardiaca (SANTOS et al., 1990). Apesar de
existirem estudos demonstrando efeitos cardiacos de venenos desse género, ainda ndo foram

desvendados os mecanismos de acdo por tras desse efeito inotropico negativo observado.

O veneno CDC possivelmente pode esta atuando sobre a maquinaria contratil cardiaca,
ja que a automaticidade néo foi alterada, o que pode ser indicativo de uma provavel auséncia
de acdo sobre o0 no sinoatrial. O no sinoatrial, que tem fungdo de marcapasso, é uma estrutura
importante para o funcionamento do musculo cardiaco, pois ele comanda o ritmo cardiaco e
é a partir dele que é gerado o sinal elétrico para as outras partes do coracao. Ele controla o

ciclo cardiaco que é dividido em duas fases: diastole e sistole (KATZ, 1992).

Ja maquinaria contratil cardiaca é composta pelos filamentos finos que apresentam em
sua composicdo a actina, nebulina (que age como um citoesqueleto do filamento),
tropomiosina e a troponina, formada por suas trés subunidades (troponina T, troponina | e
troponina C) com a funcéo de regular a interagdo entre os filamentos finos e grossos. Os
filamentos grossos, por sua vez, sdo formados principalmente pela proteina miosina, contando
também com outras proteinas como a titina, que compde o citoesqueleto do filamento
(KOEPPEN; STANTON, 2008). A funcdo contratil cardiaca € mantida gracas a geracdo e
conducdo do estimulo elétrico sendo regulada pelo nivel de célcio citosolico e pela
sensibilidade dos elementos contrateis ao célcio (KARAKI et al., 1997), regulando a forca e

a frequéncia dos batimentos cardiacos (BERS, 2006).

Apos a investigagdo do efeito atrial de CDC em animais normotensos, foram avaliadas
as influéncias de CDC em cardiomidcitos isolados de ventriculo de ratos. A utilizacdo do
miocito cardiaco isolado permite estudar as bases microscopicas da contracdo cardiaca
(KRUEGER; FORLETTI; WITTENBERG, 1980), possibilitando entender os mecanismos
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envolvidos na contracdo da célula sem as influéncias elésticas da matriz extracelular, bem

como das células adjacentes.

Ensaios para avaliacdo da contratilidade podem ser analisados a partir da dindmica de
encurtamento dos midcitos cardiacos. Nessa metodologia utiliza-se imagens das células
obtidas por microscopio para quantificar a variagdo no comprimento da célula que ocorre

durante a contragao.

Os resultados obtidos com a medicéo da contratilidade pela variacdo do comprimento
da célula mostram que o CDC foi capaz de induzir uma reducdo na fracdo de encurtamento
assim como, reduzir a velocidade de partida na ultima concentracdo utilizada, sugerindo que
a contratilidade cardiaca do midcito isolado foi modificada. A fragdo de encurtamento é um
indice que calcula a porcentagem de alteracdo da altura do pico na contracdo celular e,
velocidade de partida avalia a rapidez que a contracdo acontece possivelmente ou como a
concentracio de Ca?* no citosol aumentou, como resultado de algum insulto mecanico ou
farmacoldgico (IONOPTIX, 2018).

Por outro lado ndo foi observada nenhuma alteragdo no pardmetro Tempo para 10%
de pico de contracdo (TP 10%). Assim como a velocidade de partida, o TP 10% caracteriza
a velocidade de resposta da célula, porém a interpretacdo € um pouco diferente entre estes dois
parametros: duas células podem ter a mesma velocidade de encurtamento, mas o intervalo de
tempo para a célula iniciar a contracdo pode ser diferente (SMAIL, et al., 2016; IONOPTIX,
2018).

Poucos estudos demonstram o efeito de um veneno ou toxina sobre a contratilidade de
células cardiacas, porém nosso trabalho é pioneiro em avaliar o efeito de veneno do género
Crotalus sobre a contratilidade de cardiomidcitos. Os resultados obtidos nesse protocolo
experimental estdo consistentes com os ensaios de atrio isolado, onde o CDC apresentou efeito

inotropico negativo em atrio isolado.

E descrito na literatura que alguns venenos de serpentes sdo capazes de causar algum
tipo de lesdo, tanto em tecido muscular esquelético como em musculo cardiaco, em acidentes
ofidicos (DIAS, et al., 2012; LOMONTE, ANGULO e CALDERON, 2003; DE PAOLA;
ROSSI, 1993; MEBS; OWNBY, 1990; OWNBY, 1998; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995).

Dessa forma, foi realizada uma série de ensaios com objetivo de investigar se o efeito
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inotropico negativo induzido por CDC, nos experimentos anteriores, estavam relacionados

com algum dano cardiaco.

O primeiro ensaio realizado foi o teste de viabilidade celular, onde cardiomidcitos de
rato da linhagem H9c2 foram utilizados para avaliar a citotoxicidade desses compostos
utilizando Alamar Blue® (sal de resazurina) como indicador de crescimento celular. O Alamar
Blue® é um indicador de viabilidade celular ndo tdxico, solivel em agua, estavel no meio de
cultura e que ja foi utilizado em diversos tipos celulares. Resazurin é o componente oxidado
do Alamar Blue que ao ser adicionado & cultura entra no citosol das células e é convertido a
forma reduzida (resorufin) pela atividade de enzimas mitocondriais, através da captacdo de
elétrons dos cofatores NADPH, FADH, FMNH e NADH, bem como de citocromos. Através
desta reacdo de oxi-reducdo, o corante passa da cor azul (forma oxidada) para rosa (forma
reduzida), mudanca de cor esta que pode ser medida pela leitura colorimétrica. As cores
intermediarias, entre a forma oxidada e completamente reduzida, indicam a porcentagem de
células viaveis e, consequentemente, o nivel de toxicidade da droga ou componente testado
(FIELDS e LANCASTER, 1993; AHMED et al., 1994; O’BRIEN et al., 2000; BIOSOURCE
ALAMAR BLUE® ASSAY, Technical Bulletin).

No nosso estudo foi observado que o veneno CDC ndo foi capaz de alterar a
proliferacdo celular, sugerindo uma pequena ou ausente acdo toxica do veneno CDC nas
concentracOes testadas. Diferentemente do que foi encontrado nesse trabalho, alguns L-
aminoéacidos oxidases (LAAO) isolados de outras espécies do género Crotalus demonstraram
efeito citotdxico sobre diferentes linhagens de células cancerigenas. Os estudos mais recentes,
como no de Teixeira et al (2016) um LAAO isolado da Crotalus durissus terrificus exibiu
citotoxicidade em células de cancer, onde Glioma e células de carcinoma pancreético foram
as linhagens celulares mais sensiveis (TEIXEIRA, et al., 2016). J& o LAAO da Crotalus
mitchellii pyrrhus (Cmp-LAAO) exibiu citotoxicidade contra células de adenocarcinoma de
prostata LNCaP. A viabilidade de células LNCaP diminuiu de uma maneira dependente da
concentracdo e do tempo com a administracdo de Cmp-LAAO. O efeito prejudicial da LAAO
parece ser devido a sua atividade enzimatica, que produz peroxido de hidrogénio que pode

entdo induzir o estresse oxidativo dentro das células (TAN et al., 2017).

Estudos anteriores também demonstraram o efeito citotoxico da crotoxina isolada da
Crotalus durissus terrificus sobre glioma e células cancerigenas de pancreas e pulmonares,

sendo essa ultima intermediada pela via de sinalizagdo p38MAPK (HAN et al., 2014,
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MULLER et al., 2018). Nenhum trabalho avaliando o potencial citotéxico de CDC ou de seus
constituintes foi encontrado na literatura, demostrando novamente a importancia desse estudo

para a ciéncia.

Com o objetivo de investigar se o efeito cardiaco induzido pelo CDC estaria
relacionado com dano cardiaco, foi realizado também a quantificagdo da atividade da enzima
creatina cinase (CK), que é uma importante enzima reguladora da producao e utilizacdo de
fosfatos de alta energia nos tecidos contréateis. Ela é encontrada na musculatura esquelética,
no musculo cardiaco e no cérebro. A CK é um dimero composto de duas subunidades B (brain)
e M (muscle) que formam as trés fracGes principais. Estas duas cadeias podem combinar-se
de trés formas, formando as chamadas isoenzimas da CK: CK-MM, CK-MB e CK-BB. Estas
enzimas ndo possuem acao fisiologica conhecida no plasma, tendo niveis de atividades mais
elevados nos tecidos do que na circulagdo (ADAIR e HAVRANECK, 1996). A CK-MB esta
presente no miocardio, onde representa cerca de 20% da CK total presente. No infarto agudo
do miocardio, a CK total comeca a se elevar em até 6 horas ap0s a ocorréncia do infarto
(SCIENTIFIC DIVISION, WORKING GROUP ON ENZYMES, 1999; YOUNG, D.S.,
2000).

Nos ensaios realizados nesse estudo, foi possivel observar que o veneno CDC nédo
induziu aumento dos niveis de CK-Total e de CK-MB nas solug¢Ges que banhavam as amostras

de atrio, sugerindo que esse veneno ndo € miotdxico para o tecido nas concentracdes testadas.

No estudo de CUPO et al. (2003), foram realizadas medidas de CK plasmaética e CK-
MB em vitimas humanas que sofreram acidente ofidico com Crotalus durissus terrificu, onde
foi observado um aumento da atividade dessas enzimas num padréo semelhante ao observado
no infarto agudo do miocardio, embora o curso clinico e dados eletrocardiograficos e

eletrocardiograficos ndo sugeriram envolvimento cardiaco (CUPO et al., 2003).

A atividade mionecrética do veneno de algumas serpentes esta relacionado ao seu
conteudo de fosfolipase A2 (PLA2), como a fosfolipase bothropstoxins para as espécies do
género Bothrops (GUTIERREZ et al., 1991; MELO et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2003),
embora este veneno contenha outras PLA, (BONFIM et al 2001; ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2002; KETELHUT et al., 2003; KASHIMA et al., 2004; PONCE-SOTO et al., 2006). Ja
a neuro e miotoxicidade crotalica esta principalmente atribuida a alta concentracdo de
crotoxina, uma PLA, heterodimera (SAMPAIO et al., 2010). A crotoxina tipicamente
constitui 70-90% das toxinas presentes nessa espécie (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010;
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CALVETE et al., 2010). O veneno de Crotalus durissus ssp. também contém quantidades

variaveis de crotamina, uma outra toxina mionecrética (OGUIURA. et al., 2005).

A auséncia do aumento da atividade de CK por CDC observada nesse estudo pode ser
devido possivelmente a uma diminuigdo na proporcao desses agentes miot6xicos no veneno
bruto utilizado, assim como, uma agédo preferencial sobre tecidos musculares esqueléticos e

néo a tecido cardiaco, como demonstrado pelo estudo de CUPO et al. (2003).

Para descartar a possivel presenca de danos teciduais induzidos pelos venenos, foram
realizados ensaios morfoldgicos de tecidos atriais tratados com CDC em banho de 6rgdos os
quais ndo demonstraram alteracbes morfoldgicas importantes quando comparados ao controle,
sugerindo dessa forma, uma provavel auséncia de efeito miotoxico do veneno nas
concentracOes utilizadas. Em ensaios com Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), a
qual possibilita a aquisicdo de imagens com resolucdo muito superior as obtidas com
microscopios opticos comuns (CETENE, 2018), foram observadas alteracdes celulares pontuais
quando comparado ao grupo que recebeu veiculo, de maneira que parece ndo alterar a funcéo
cardiaca. Experimentos com MET sdo comuns para avaliar a toxicidade de produtos com
potencial farmacoldgico. E observada a presenca de edema, formacéo de vactolos, tumefagdo
e lise mitocondrial, organizacéo das fibras contrateis dentre outros achados que podem indicar
toxicidade em comparacdo aos grupos controles (WONG, et al., 2017; GE, et al., 2017;
ALTINOZ, BILIR, ELMACI, 2018).

Nossos dados morfolégicos vdo de encontro com alguns dados da literatura que
reportam que outras espécies do género Crotalus sdo capazes de alterar morfologicamente
tecidos cardiacos, como a Crotalus horridus horridus, a qual foi capaz de induzir
degenerac@es localizadas no musculo ventricular 5 minutos ap6s o inicio da infusdo de 33
pg/ml de veneno em corac@es isolados de ratos. Também foram mostradas fibras com perda
de estrias transversais e alguns segmentos contendo colora¢do mais palida; nas areas mais
afetadas, perda completa de coloracéo e ruptura celular foi evidente (KEMPSFORD, 1987,
HAWGOOD, 1987). Ja em tecido cardiaco de ratos que receberam alta dose de veneno de
Crotalus durissus terrificus (80 pug de em 0,2 ml de solucgéo salina i.p), apresentaram fibras
musculares inchadas, bandas de contracdo e necrose miocitolitica — e que foram associados
com edema leve a moderada do intersticio, bem como infiltracdo de células mononucleares e
de um grande nimero de mastécitos (DE PAOLA, 1993; ROSSI, 1993).
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Estudos mostraram que os venenos da subespécie C. d. terrificus, C. d. cascavellae C.
d. collilineatus possuiam atividades bioldgicas similares, exceto pequenas diferencas na
atividade indutora de edema da pata, perfil eletroforético, atividade de fosfolipase Az e teores
de elementos inorgéanicos no veneno de CDC. Adicionalmente foi reportada a auséncia de
crotamina no veneno de CDC, o que pode estar associada a uma menor atividade miotdxica.
Alem disso, a presenca tanto de crotamina como de uma alta atividade de PLA> fornece ao
veneno de C. durissus terrificus uma maior atividade miotdxica quando comparada a outros
venenos da mesma subespécie (SANTORO et al., 1999).

O veneno crotalico, no sistema cardiovascular, pode induzir quadros de hipotenséo,
alteracdes na permeabilidade vascular, alteracdes no tracado eletrocardiografico sugestivo de
hipdxia do miocardio com alteracdes enzimaticas ou ainda arritmia sinusal (SANTOS et al.,
1990; BRASIL, 2001; ZHANG et al., 2010). Entdo com o objetivo de investigar os efeitos
dos venenos sobre a atividade elétrica cardiaca e avaliar indicios de cardiotoxicidade, foram

realizados experimentos com coragéo isolado, utilizando a técnica de Langendorff.

O método de perfusdo de Langendorff é uma técnica experimental de grande utilidade
no entendimento da fisiologia e da farmacologia cardiaca. Seu principio basico consiste em
perfundir as artérias corondrias através de uma canula de perfusao retrograda inserida na aorta.
Quando se alcanca uma pressdo adequada do liquido nutriente, a valvula adrtica se fecha
permitindo o fluxo pelas coronarias, de modo que todo o tecido seja perfundido (BERNAL et
al., 2004), possibilitando a difusdo da substancia teste em todo o 6rgdo. Eletrodos para
captacdo dos sinais elétricos também foram fixados em seu tecido para determinar 0s
parametros eletrocardiograficos. A avaliagdo da resposta dos venenos sobre a pressdo

intraventricular esquerda nao foi possivel devido a auséncia do balonete no equipamento.

Os resultados observados nesse estudo sugeriram que o veneno de CDC néo exerce
efeito sobre a eletrogénese cardiaca, evidenciado pela ndo alteracdo de alguns parametros
elétricos como frequéncia cardiaca, intervalo QT e intervalo RR. Esses dados se assemelham
aos ensaios realizados por Breithaupt, H (1976), que demonstrou auséncia de efeitos
cardiotoxicos na preparacdo de Langendorff de coracfes de ratos perfundidos apenas com
fosfolipase A (6 x 10 M) ou em conjunto com o crotapotina (10° M) isolados da Crotalus
durissus terrificus. Em contrapartida, o estudo de Kempsford; Hawgood. (1987) com coracao
isolado de rato, também perfundido através da utilizacdo do sistema de langendorff, foi

utilizado para examinar os efeitos de uma infusdo por 4 minutos do veneno de Crotalus
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horridus horridus (3,3 -33 pg/ml). Foi observada uma perda progressiva do componente RST
do ECG, o que, em conjunto com a auséncia de quaisquer efeitos sobre a frequéncia sinusal e

as ondas P e Q, pdde sugerir uma acdo ventricular especifica desse veneno.

Esse método apresenta algumas limitagdes, dentre elas a impossibilidade de estudo da
influéncia humoral e dos eventos pds e pré-carga nao fisiologicos, além das consequéncias da
oxigenacéo inadequada e ndo fisioldgica do tecido durante a perfusdo. Esta Gltima requer um
alto fluxo coronariano, muito acima do fluxo fisiolégico (até 10 vezes maior) para oxigenar
adequadamente o tecido cardiaco, evitando assim morte tecidual por isquemia (BERNAL et
al., 2004). Dessa forma, seria necessarios outros experimentos para uma melhor avaliacdo dos

parametros de ECG em animais tratados com CDC.

A partir da observacdo da provavel auséncia de feitos toxicos de CDC nas
concentracOes utilizadas, de seu efeito inotropico negativo em étrio isolado e indutor de
reducdo da fracdo de encurtamento de cardiomidcitos, se fez necessario avaliar os mecanismos
de acdo relacionados aos efeitos cardiacos de CDC. Para isso, inicialmente, foram realizados
experimentos na presenca de conhecidos agonista e antagonista adrenérgico (epinefrina e
propranolol respectivamente). A epinefrina foi utilizada com o objetivo de avaliar se 0 CDC
seria capaz de reverter o aumento da forca de contracao induzido por essa droga uma vez que
0 sistema nervoso simpatico libera catecolaminas durante a resposta de luta ou fuga e, aumenta
o influxo de célcio através dos canais de calcio do tipo L levando a um melhor desempenho
cardiaco (BAKER, 2014, HULME et al., 2006). A Estimulagdo aguda de receptores P-
adrenérgicos (BAR) regula o débito cardiaco na resposta de luta ou fuga, enquanto a
estimulagdo cronica de PAR desempenha um papel importante na remodelacdo cardiaca
fisioldgica e patoldgica (WOO e XIAO, 2017).

A sinalizagdo B-adrenérgica simpatica € um modulador inotropico e lusitrépico bem
estabelecido do acoplamento excitagdo-contracdo (AEC) cardiaco. Quando as catecolaminas
se ligam a PARs, ocorrem mudangas conformacionais no receptor permitindo o seu
acoplamento a proteinas G heterotriméricas. Isso resulta na substituicdo do GDP na
subunidade Ga das proteinas G pelo GTP e subsequente dissociacdo do heterotrimero em
subunidades ativas Ga-GTP e GBy para mediar a sinalizagéo a jusante (WESS, 1997). Ga-
GTP depois estimula a adenilil ciclase (AC) que resulta na formacao de AMP ciclico (AMPc).
AMPc subsequentemente ativa proteinas cinases que fosforilam varias proteinas essenciais

para eletrofisiologia, balanco de célcio, e, portanto, AEC, incluindo o canal de calcio do tipo
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L, fosfolambam, receptor de rianodina, troponina I e proteina C de ligagdo a miosina (ZHAO,
et al., 1994; KAUMANN et al., 1999; KUNST, 2000; MARX, et al., 2000; BERS, 2002;
LOHSE, ENGELHARDT, ESCHENHAGEN, 2003).

Como observado em nosso estudo, a epinefrina (10 puM) foi capaz de induzir um
aumento da forca de contragdo em atrio isolado de maneira significante, e a adicdo de CDC
(10 e 30 pg/ml) foi capaz de reverter esse aumento de maneira significante, sugerindo dessa
forma, que o CDC pode ser capaz de induzir um efeito inotropico negativo em éatrio isolado

em situacdes de elevacdo de atividade do sistema nervoso simpatico.

Com a finalidade de avaliar se 0 veneno CDC estaria induzindo um efeito inotropico
negativo através de acdo antagdnica em receptores adrenérgicos no tecido cardiaco, foi
utilizado o propranolol (10 uM), um antagonista de receptores adrenérgicos (JEONG et al.,
2018). Como resultado foi observado a reducdo na contratilidade atrial na presenca de
propranolol e, o CDC ainda foi capaz de induzir efeito inotropico negativo, mesmo na
presenca desse bloqueador, sugerindo dessa forma, que 0 veneno ndo necessita de uma ligacéo

aos receptores adrenérgicos para induzir o efeito cardiaco observado.

Santos et al (2017) descreveu em seu trabalho o provavel mecanismo de acao do efeito
vasorelaxante de CDC em artéria mesentérica isolada de rato. Neste estudo foi demonstrado
a participacdo da via do Oxido nitrico/ guanilato ciclase/proteina cinase G (PKG) e
hiperpolarizagdo do musculo liso vascular via ativagdo dos canais de K* no efeito
vasodilatador de CDC. Entéo, tendo em vista esse conhecimento, foi avaliada a participacdo
do éxido nitrico (NO) e da via guanilato ciclase/ PKG no efeito inotrépico negativo induzido
por CDC. Para isso, foram utilizados inicialmente L-NAME e PTIO, um inibidor ndo seletivo
de NOS e um sequestrador de NO respectivamente. Como resultado obtido foi observado que
a adicdo de L-NAME e PTIO induziu uma atenuacdo importante do efeito inotrépico negativo
causado por CDC, sugerindo dessa forma, um possivel envolvimento do NO na resposta

cardiaca observada.

O oxido nitrico (NO) € um mediador enddgeno com propriedades vasorelaxantes e, foi
originalmente chamado de fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) (FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980). Os estudos que se seguiram mostraram que o NO é um importante
mediador fisiol6gico e modulador potente de muitas funcdes bioldgicas. Hoje é bem descrito
que o NO é um dos principais moléculas sinalizadoras no sistema cardiovascular e nervoso.

Os estudos mais recentes de cardiomiocitos identificaram a fun¢do do NO na regulacdo do
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crescimento e remodelacgdo cardiaca; desempenho contratil, ritmicidade e taxas metabolicas
(SMILJIC, 2014).

O NO pode ser sintetizado a partir de L-arginina usando trés isoformas diferentes da
oxido nitrico sintase (NOS), duas das quais sdo constitutivas, endoteliais (eNOS, NOSIII) e
as isoformas neuronais (nNOS, NOSI), manifestada sob condic@es fisioldgicas, enquanto a
terceira isoforma, 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS, NOSII), é biossintetizada somente
apos a estimulacdo por uma variedade de agentes estressores e citocinas (MASSION, et al.,
2003). Enzimas constitutivas geram uma pequena quantidade de NO, enquanto a atividade da
INOS é de aproximadamente mil vezes maior (MASSION, et al., 2003).

O NO ¢ relatado como tendo efeitos inotropicos bifasicos na contratilidade. A resposta
inotrépica positiva ao NO em isolados cardiomidcitos foi obtido em varios estudos (KOJDA,
et al., 1997; VILA-PETROF, 1999); no entanto, também ha dados sobre NO causando um
efeito inotropico negativo, porem em maiores concentracdes (BRADY, et al., 1993). Valores
baixos de NO, estdo mais frequentemente associadas a geracao desse produto endogenamente,
causando uma resposta inotropica positiva, enquanto concentragdes mais altas causam uma

resposta inotrépica negativa consistente.

Ensaios in vivo descritos na literatura tém sugerido a participacdo do NO no efeito
hipotensor induzido pelo veneno da CDC. Essa possivel participagdo do NO foi descrita em
algumas espécies do género Crotalus, assim como no género Bothops; género que serviu como
precursora para captopril (EVANGELISTA et al., 2008; IANZER et al., 2011; SILVA et al.,
2012).

Os mecanismos de acdo do NO na célula cardiaca sdo mediados pelo aumento da
concentracdo da GMPc, por efeitos direto do NO sobre proteinas alvo ou por efeitos indiretos
mediados por derivados do NO. Assim como ocorre na célula muscular lisa, 0 NO tem como
alvo na célula cardiaca a enzima guanilato ciclase soltvel (GCs). Uma vez ativada, a GCs
catalisa a conversdo de GTP em GMPc, que consequentemente ativa a PKG (HARTZELL e
FISCHMEISTER, 1986; MERY et al., 1991; MAYOURIAN, et al., 2018).

Entdo, com o objetivo de avaliar a participagdo da Guanilil ciclase (GC) no efeito
cardiaco induzido por CDC foi utilizado ODQ, uma inibidor seletivo de GC nos experimentos
com éatrio isolado. Neste experimento foi demonstrado que a via CG/GMPc ¢é importante para

o efeito inotropico negativo induzido pelo veneno, desde que esse efeito foi expressamente
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reduzido pelo ODQ. Estes resultados, em conjunto, sugerem que o efeito cardiaco induzido
pelo veneno da CDC pode ser devido a liberacdo de NO e consequente ativacdo da enzima

guanilil-ciclase soluvel.

A PKG, proteina ativada pelo GMPc, pode inibir o influxo de calcio para a célula, que
ocorre através dos canais de calcio voltagem-dependentes presentes na membrana celular
(HARTZELL e FISCHMEISTER, 1986; MERY et al., 1991) e pode diminuir a sensibilidade
dos miofilamentos ao célcio (SHAH et al., 1994; YASUDA e LEW, 1997), provavelmente
através da fosforilagdo da troponina I (Tnl) (LAYLAND et al., 2005) para produzir um efeito
inotropico negativo em tecido cardiaco. Tendo em vista esse conhecimento, foi avaliado no
presente estudo, a participacdo da PKG no efeito cardiaco induzido por CDC através da
utilizacdo de um inibidor seletivo da PKG, o KT5823.

Resultados demonstraram que na presenca de KT5823 o CDC néo foi capaz de induzir
inotropismo negativo em atrio isolado, sugerindo dessa forma, uma possivel participacéo, pelo

menos em parte, da via NO/GMPc/PKC no efeito cardiaco do veneno avaliado.

Apos a realizacdo de experimentos celulares e teciduais, € de extrema importancia a
avaliacdo do efeito de CDC em sistemas vivos, permitindo a observacdo das influencias de
diversos sistemas, como o sistema nervoso e endocrino, sobre o efeito cardiovascular de CDC.
Dessa forma, foram realizados inicialmente experimentos para avaliar os efeitos

hemodindmicos do veneno em ratos ndo anestesiados.

Nestes animais, CDC induziu uma resposta hipotensora dose-dependente seguida por
um efeito bradicéardico que ndo dependeu da dose. O efeito hipotensor causado por CDC pode
estar relacionado a diminuicdo da resisténcia vascular periférica, como demonstrado no
trabalho de Santos et al. (2017) com experimentos in vitro com artéria mesentérica isolada de
ratos, onde CDC mostrou um efeito vasodilatador dependente da presenca do endotélio
vascular. Ja o efeito bradicardico, pode estar relacionado ao efeito direto do veneno sobre o
tecido cardiaco, como demonstrado no presente estudo, com importante papel do NO para
exercer essa acao. Importante ressaltar que a avaliacdo do efeito da administracdo aguda de
CDC sobre a PA e FC de ratos foi realizada em animais ndo anestesiados, pois a anestesia
pode modificar os niveis de PA e FC e do funcionamento do sistema nervoso simpatico e o
barorreflexo, tornando sua medida em estado conciso importante (FLUCKIGER et al., 1985;
SUN et al., 1995).
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Uma reducdo significativa na pressdo arterial também foi observada no trabalho de
Evangelista et al. (2011), com a administracdo intravenosa de CDC em ratos normotensos. O
veneno evocou uma diminuicdo dependente da dose da pressdo arterial média, frequéncia
cardiaca e respiratria com aumento dos niveis plasmaticos de nitrito. Adicionalmente L-
NAME (10 mg/kg) blogueou tanto a hipotensdo e aumento da producdo de nitrito apds a
administracdo do veneno, sugerindo a participacdo do NO no efeito hipotensor de CDC.
Outras toxinas presentes em venenos de serpentes também ja foram descritas possuirem

efeitos hipotensores, como descrito por Joseph et al. (2004).

Parametros eletrogénicos também foram avaliados em animais vivos que receberam
CDC por via endovenosa, através de ensaios de eletrocardiograma (ECG). Com o uso do ECG,
é possivel detectar alteracGes tanto no tempo quanto na intensidade das ondas elétricas
cardiacas, bem como identificar lesdes no préprio musculo cardiaco (NOLTE e MCKEE,
2004). Sua eficiéncia se mostra fidedigna no diagndstico, uma vez que, alteragdes funcionais
refletem mudancas na propagacdo do potencial de acdo no musculo cardiaco, ocasionando
consequentemente mudancas nas ondas do préprio ECG (ARNOLD et al., 2011; SCHWARZ,
2009).

Como resultado, foi obtida apenas alteracdo significante na FC nas doses 0,1, 0,3 e 1
Hg/kg, semelhante com o observado nos experimentos in vivo anteriores, sem qualquer
modificagdo na duracdo do intervalo PR, QRS e QTc. Esse dado sugere uma possivel auséncia
de cardiotoxicidade uma vez que, experimentos com toxinas cardiotoxicas demonstraram
alteracGes proeminentes no ECG de ratos como taquicardia ventricular monomorfica,
periodos de assistolia alternando com complexos QRS largos até total auséncia de atividade
elétrica (HUANG et al., 1993; GOMES et al., 2001) . O efeito bradicardico de CDC observado
no ECG corrobora também com os experimentos de Evangelista et al. (2011), que

demonstraram efeito bradicardico de CDC.

Estudos pré-clinicos com modelos animais in vivo desempenham papel significativo
na avaliacdo cardiol6gica e podem ajudar a elucidar fendmenos gerados pela acdo de
farmacos, lesbes que acompanham a associagdo com outras substancias, entre outras
(LAMFERS et al., 2001; SUZUKI et al., 2008).

Com objetivo de avaliar o efeito do veneno de CDC sobre o tecido atrial de ratos ndo-
sadios, foram realizados experimentos com atrio isolado de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR).
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O endotélio € um importante regulador do ténus vascular, liberando substancias como
oxido nitrico derivados do endotélio (EDRF), fatores hiperpolarizantes derivado do endotélio,
metabdlitos da ciclooxigenase, endotelina e outros fatores de contragédo derivados do endotélio
(EDCF). Em um grande numero de patologias cardiovasculares, como hipertensdo ou
insuficiéncia cardiaca, o equilibrio na producdo endotelial de mediadores vasodilatadores e
vasoconstritores sdo alterados. A aparente diminuicdo no relaxamento dependente do
endotélio é denominada "disfuncdo endotelial”. A disfuncdo endotelial observada em SHRs é
provavelmente consequéncia da hipertensdo arterial (BOULANGER, 1999). Em grandes
artérias de SHR, os relaxamentos dependentes do endotélio sdo prejudicados, principalmente

devido ao concomitante liberagdo aumentada de endoperdxidos e anions superoxido.

Como observado nesse trabalho, o CDC néo foi capas de induzir um efeito inotropico
e/ou cronotrépico importante em atrio isolado de animais SHRs, sugerindo que o endotélio
das coronarias sdo importantes para o efeito cardiaco de CDC.

Sabendo-se que 0 veneno € constituido por uma mistura de diversas substancias e que
0 CDC possui atividade bioldgica sobre o sistema cardiovascular, pode-se relacionar esse feito
cardiaco a um ou mais componentes do veneno. A neuro e a miotoxicidade sistémica das
mordidas de C. durissus ssp. sao principalmente atribuiveis a alta concentracdo de crotoxina,
uma molécula heterodimérica de PLA> (WARRELL, 2004; BOLDRINI-FRANCA et al.,
2010). Diferencas na composicao do veneno entre as subespécies de serpentes ja sdo relatadas
na literatura, assim como dentro da mesma subespécie de acordo com a variagdo geogréafica
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2010 ). Variabilidade na composi¢do do veneno tem sido
associada com fatores, como a idade (JIMENEZ-PORRAS, 1964), localizacdo geografica
(CHIPPAUX e GOYFFON, 1998; RODRIGUES et al., 1998; FRANCISCHETTI et al.,
2000), sexo (MARSH e GLATSTON, 1974) e habitos alimentares (DALTRY et al., 1996).

Portanto, a fim de caracterizar o veneno do CDC bruto, foi utilizada a eletroforese
SDS-PAGE e RP-HPLC, onde foram observados perfis cromatograficos semelhantes a
literatura (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010), com a presenca de crotoxina e um
possivelmente concentracdo de D49-PLA2 acida (fracdo 3). Na eletroforese, o veneno
apresentou uma banda com cor mais intensa perto de 14,4 KDa, que pode corresponder a
dissociacéo das subunidades CA e CB, que tendem a ocorrer na presenca de SDS e a aparecer
em gel na forma de monémero e dimero (RANGEL-SANTOS et al., 2004).
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Tipicamente a Crotoxina constitui 70-90% das toxinas presentes nesta espécie
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CALVETE et al., 2010). Essa toxina é composta de duas
subunidades, a subunidade acida nédo-toxica (CA) denominada crotapotina, que nao possui
atividade de PLA., e a subunidade bésica (CB) fracamente tdxica, que exibe atividade da
PLA,. Acredita-se que a crotapotina se comporta como um transportador para a subunidade
B, reduzindo sua interacdo inespecifica e, portanto, aumentando a ligacdo com seu alvo
(RANGEL-SANTOS et al.,, 2004; SAMPAIO et al., 2010). A crotoxina é a principal
responsavel pelos efeitos neurotdxicos e nefrotoxicos que caracterizam o envenenamento por
essas serpentes (OLIVEIRA et al., 2015).

Salvini et al. (2001) demonstrou em ratos que a crotoxina, o principal componente do
veneno de C. durissus terrificus, causa lesdo muscular sistémica e seletiva, com apenas

musculos ou regides musculares consistindo de fibras tipo | e do tipo Ila sendo danificadas.

Outro componente do veneno responsavel pela atividade miotoxica € a crotamina, que
causa paralisia associada a hiperextensdo dos membros posteriores de camundongos
(CHEYMOL et al., 1971; MEBS e OWNBY, 1990). O pico correspondente a essa toxina nao
foi detectada no nosso ensaio de cromatografia, o que esta de acordo com o estudo de Santoro
(1999) e Boldrini-Franca (2010), onde os venenos de CDC se mostraram ser crotamina
negativa. A ocorréncia de populacdes positivas para crotamina sdo descritas para C. d.

collilineatus no meio-oeste do Brasil.

A crotamina é pertencente a familia das miotoxinas polipetitidicas basicas, as quais
possuem a capacidade de penetracdo intracelular, através de mecanismos independentes de
gasto energético, por interacdo com proteoglicanos (MATSUBARA, 2009). O efeito
miotoxico é causado pela atividade sinérgica a da crotoxina, causando principalmente
contracfes musculares, dependentes da despolarizacdo da membrana das células musculares
estriadas esqueléticas. Esta acdo provavelmente € exercida sobre os canais de sodio, pela
inducdo do influxo de calcio (LOMONTE et al., 2003).

A partir desse conhecimento pbéde-se sugerir que o efeito cardiaco induzido pelo
veneno de CDC pode estar relacionado a presenca de crotoxina e da PLA2 D49, e a reducéo

do efeito toxico pode esta relacionada a auséncia da crotamina.

A partir do que foi descrito nesse estudo, podemos evidenciar o potencial

biotecnoldgico do veneno de CDC para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para
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doencas cardiovasculares, uma vez que foram observados efeitos cardiacos do veneno,
acompanhado de auséncia de evidéncias que demostrem possiveis efeitos toxicos, que podem
estar relacionados a auséncia da crotamina. Os dados do presente estudo também explicam,
pelo menos em parte, a hipotensdo observada em pacientes que sofreram acidentes ofidicos
por CDC. No entanto, outros experimentos sdo necessarios para melhor caracterizar a
toxicidade do veneno de CDC, assim como melhor investigar as possiveis vias celulares

envolvidas nas respostas cardiacas induzidas por venenos.
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Gonclusio

6 CONCLUSAO

® Esses dados em conjunto demostram que o veneno CDC possui efeito cardiaco direto,
induzindo efeito inotropico negativo em animais normotensos, possivelmente através
de sua acdo na maquinaria contratil;

® FEvidéncias mostraram uma auséncia de cardiotoxicidade do veneno nas concentracfes

testadas;
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CDC foi capaz de reduzir a fragcdo de encurtamento de células cardiacas frescas de

ratos, sugerindo um efeito sob a maquinaria contratil;

O CDC parece induzir efeito inotrépico negativo em atrio isolado de ratos dependente
da participagéo da via NO/ GMPc/ PKC,;

CDC foi capaz de induzir hipotensao e bradicardia em animais vivos ndo anestesiados,

possivelmente devido ao seu efeito vascular e cardiaco direto;
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