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envenenamento por Micrurus frontalis (Figura B). Avaliagdo do fluxo transmitral em
via de entrada de ventriculo esquerdo, demonstrando-se uma diminuicao da relagdo
da onda E:A no tempo final quando comparado com o tempo

Figura 28. Seccdo histoldgica de tecido muscular esquelético cardiaco, regido de masculo papilar,
de Cavia porcellus (animal 6) apds inoculacdo de veneno da serpente Micrurus
frontalis, setas indicam presenca de vacuolos intracitoplasmaticos multifocais
mModerados (AUMENTO 200X)........ciuiieirieieiesie et 69

Figura 29. Seccao histoldgica de tecido muscular esquelético cardiaco, regido de musculo papilar,
de Cavia porcellus (animal 6) apds inoculagdo de veneno da serpente Micrurus
frontalis, observando  congestdo  multifocal ~ moderada. (Aumento

Figura 30. Seccao histologica de rim de Cavia porcellus ap6s inoculagdo de veneno da serpente
Micrurus frontalis. Seta preta indicando a presen¢a de material amorfo eosinofilico
intratubular em tabulos proximais multifocal discreto. Seta vermelha indicando a
presenga de vacuolos intracitoplasmaticos de tubulos proximais multifocal
moderado (AUmento 200X)........ccciiiiiieiireeeirieeiie e et e eeieeeeree et e ereeeeaaeeeaeesaee e 71

Figura 31. Seccdo histologica do pulmao de Cavia porcellus apds inoculagdo de veneno da
serpente Micrurus frontalis. Seta preta indicando a presenca de material basofilico
intra-alveolar multifocal discreto, sugestivo de edema pulmonar (Aumento

Figura 32. Micrografia eletronica de transmissdo de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo dos animais do grupo controle. Amostra controle: destaque para as
estriacoes (E) e a alternancia entre filamentos e mitocondrias (M) ricas em cristas €
intensamente elétron-densas. Verifica-se a presenca de continuidade entre as fibras
cardiacas e as estruturas mitocondriais preservadas..........ccoooceevveeriieciienieeniienieeniens 73

Figura 33. Micrografia eletronica de transmissdo de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo de cobaia, duas horas apds inoculacdo de veneno da serpente Micrurus
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frontalis. Evidencia-se a perda de continuidade das fibras esqueléticas cardiacas
(setas). Fibras esqueléticas cardiacas (E). Mitocondria preservada (M)................. 74

Figura 34. Micrografia eletronica de transmissao de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo de cobaia, duas horas ap6s inoculacdo de veneno da serpente Micrurus
frontalis. Evidencia-se a perda de continuidade das fibras esqueléticas cardiacas
(setas). Fibras esqueléticas cardiacas (E)........c.cccvvveriinienieiieiieeiecie e 74

Figura 35. Micrografia eletronica de transmissao de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo de cobaia, duas horas apds inoculacdo de veneno da serpente Micrurus
frontalis. Observa-se ruptura da membrana mitocondrial (setas). Fibras esqueléticas
cardiacas (E). Mitocondria preservada (M) ........cccevveveeiieciienieieiee e 75

Figura 36. Micrografia eletronica de transmissao de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo de cobaia, duas horas apds inoculagdo de veneno da serpente Micrurus
frontalis. Observa-se mitocondria tumefeita, sem definicdo de cristas e pouco
elétron-densas (setas). Fibras esqueléticas cardiacas (E). Mitocondria preservada
(VD) ettt ettt ettt et et et et e nt et e te st et e neena e s enseeneeneas 75

Figura 36. Micrografia eletronica de transmissdo de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo duas horas apds inoculagdo de veneno da serpente Micrurus frontalis.
Observa-se mitocondria tumefeita, sem defini¢ao de cristas e pouco elétron-densas
(setas). Fibras esqueléticas cardiacas (E). MitocOndria preservada (M)
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LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Relacéo das proteinas encontradas por protedmica no veneno de espécias de Micrurus.
M. sur: M. surinamensis, M. alt: M. alternatus, M. cor: M. corallinus, M. fro: M.
frontalis, M. ibi: M. ibioboboca, M. lem: M. lemniscatus, M. spi: M. spixii, M. mul:
M. multifaciatus, M. mip: M. mipartitus, M. all: M. alleni, M. cla: M. clarki. Fonte:
0] 0] gL ST = | T T 33
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LISTA DE ABREVIATURAS

Hg: Microgramas

3FTx: three finger toxin

AJG: Rela¢do albumina/globulina

ACh: Acetylcholinesterase

AD: Atrio direito

AE: Ao: Relagéo atrio esquerdo aorta

AE: Atrio esquerdo

ALT: Alanina aminotransferase

AST: Aspartato aminotransferase

aVF: Derivacdo unipolar aumentada do pé

aVL.: Derivagdo unipolar aumentada do brago esquerdo

aVR: Derivagdo unipolar aumentada do braco direto

BNP: Peptideo natriurético do tipo B

bpm: Batimentos por minuto

BSA: Bovine serum albumine

Ca*™": Célcio ionico

Cavidade Vent. E/D: Cavidade do ventriculo esquerdo em diastole
Cavidade Vent. E/S: Cavidade do ventriculo esquerdo em sistole
CEUA: Comisso de Etica no Uso de Animais

CHCM: Concentracdao de hemoglobina corpuscular média

CK: Creatina quinase total

CK-MB: Isoenzima MB da creatina quinase

Cl: Cloro

cm: Centimetros

Con: Conotoxin

CONCEA: Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
CRISP: Cysteine-rich secretory protein

CTL: C-type lectin/lectin-like
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DI: Derivacéo bipolar um

DIl Derivacéo bipolar dois

DIlI: Derivacdo bipolar trés

DL: Dose letal

DL50: Dose letal para 50% de animais

DVED: Diametro ventricular esquerdo em diastole
DVES: Diametro ventricular esquerdo em sistole
ECG: Eletrocardiograma

EIC: Espaco intercostal

EV: Escola de Veterinaria

FA: Fosfatase alcalina

FC: Frequencia cardiaca

FE: Fracdo de encurtamento

Fej: Fracdo de ejecdo

FUNED: Fundacéo Ezequiel Dias

g: Grama

GGT: Gama-glutamiltransferase

GPx: Glutathione peroxidase

h: Hora

HCM: Hemoglobina corpuscular média

HDL.: High density lipoprotein

HE: Hematoxilina-eosina

HGB: Hemoglobina

Hya: Hyaluronidase

ICB: Instituto de Ciéncias Bioldgicas

IM: Intramuscular

K: Potéssio

K3EDTA: Acido etilenodiaminotetracético tripotassico

kg: Quilograma
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Kun: Kunitz-type serine protease inhibitor
kV: Quilovolt

L: Litro

LAO: L-amino acid oxidase
LDH: Lactato desidrogenase
LDL: Low density lipoprotein
Lip: Lysosomal acid lipase A

. all: Micrurus alleni

. alt: Micrurus alternatus

. cla: Micrurus clarki.

. cor: Micrurus corallinus

. fro: Micrurus frontalis

. ibi: Micrurus ibioboboca

. lem: Micrurus lemniscatus

. mip: Micrurus mipartitus

. mul: Micrurus multifaciatus

. Spi: Micrurus spixii

LT £ £ £ £ £ £ L £ L 0L

. sur: Micrurus surinamensis

mEq: Miliequivalente

ml: Mililitro

mm: Milimetros

MP: metalloproteinase

mV: Milivolts

Na: Sodio

nAChR: receptor nicotinico da acetilcolina
ng: Nanograma

NGF: Nerve growth fator

NMG: Neuronal membrane glycoprotein

Nuc: Nucleotidase
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Oha: Ohanin-like

OMF: Oocyte maturation fator

OMS: Organizagdo mundial da saude

P: Fosforo

Parede Vent. E/D: Parede do ventriculo esquerdo em diéstole
Parede Vent. E/S: Parede livre do ventriculo esquerdo em sistole
PBS: Phosphate-bufferid saline

PCR: Poteina C reativa

PDE: Phosphodiesterase

PLB: Phospholipase B

QTc: Periodo QT corrigido

RBC: Eritrocitos

rpm: Rotagdo por minutos

RyR: rianodina

s: Segundos

SAN: Sea anemone Na+-channel inhibitory toxin.

Septo D: Septo interventricular em diastole

Septo S: Septo interventricular em sistole

SINAN: Sistema de Informacéo de Agravos e Notificacdo
SP: Serine proteinase

SSC: Short scorpion Cl-channel inhibitor;

TO: Tempo zero

TF: Tempo final

Tn: Troponina

TnC: Troponina C

Tnl: Troponina |

Tnl: Troponina |

TnT: Troponina T

TP: Tempo de protrombina
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TTPa: Tempo de tromboplastina parcial ativada
UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais
Ul: Unidades Internacionais

VCM: Volume corpuscular méedio

VD: Ventriculo direito

VE: Ventriculo esquerdo

VG: Volume globular

VLDL: Very low density lipoprotein

WAP: whey acid protein
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RESUMO

Micrurus frontalis, espécie de serpente da familia Elapidae, é uma das principais responsaveis
pelos acidentes elapidicos em humanos no Brasil. Seu veneno, composto por trés fracdes, three
finger toxin, fosfolipase A, e metaloproteases, é conhecido por possuir alta toxicidade, causador
de grave sintomatologia clinica. Sua a¢do principal € neurolégica levando a paralisia flacida das
vitimas e, consequentemente Obito, devido a insuficiéncia respiratria. Contudo, raros sdo 0s
relatos na literatura cientifica sobre sua atividade especifica sobre o sistema cardiovascular.
Diante deste contexto, este trabalho tem como objetivo a avaliacdo das alteracBes cardiacas
causadas pelo veneno de M. frontalis em cobaias (Cavia porcellus). Doze animais machos,
adultos foram distribuidos em dois grupos (n=6) denominados, grupo veneno e grupo controle.
Os animais do grupo veneno receberam 0,45 pg/g de peso vivo de veneno de M. frontalis diluidos
em 0,2 ml de PBS/BSA por via intramuscular (IM) e, o grupo controle recebeu 0,2 ml de
PBS/BSA por via IM. Os animais foram avaliados clinicamente, antes (tempo zero) e duas horas
apos, tempo final (TF), a inoculagdo do veneno ou PBS, por meio de exames de eletrocardiograma
(ECG), ecodopplercardiograma (ECO) e perfil sanguineo (hemograma e bioquimica sérica e
plasmatica). Ap6s o TF, os animais foram eutanasiados, realizando-se necropsia e coleta de
material para microscopias optica e eletrbnica. O ECG revelou a presenca de arritmias,
extrassistoles ventriculares, em 100% dos animais envenenados. Nesses mesmos animais, no
ECO verificou-se um efeito inotrépico negativo do veneno de M. frontalis sobre a musculatura
cardiaca reduzindo aproximadamente 25% da fracdo de ejecdo cardiaca, além de uma
vasoconstricdo da artéria aorta e aumento do fluxo da artéria pulmonar. No perfil bioquimico
cardiovascular observou-se um aumento significativo dos valores de troponina I, creatina quinase
fracdo MB no TF de todos os animais envenenados. No coagulograma, observou-se diminuicdo
do tempo de tromboplastina parcial ativada e dos valores de D-dimero no TF dos animais do
grupo veneno. Conclui-se que, o veneno de M. frontalis possui atividade cardiotdxica e
arritmogénica, capaz de causar lesdo de fibras cardiacas, além de provocar um efeito inotrpico
negativo sobre o coragéo.

Palavras chaves: Micrurus frontalis, three finger toxin, cardiotoxicidade, inotropismo, Cavia
porcellus.
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ABSTRACT

Micrurus frontalis is one of the main snakes responsible for elapidic accidents in humans in
Brazil, however rare cases are described in the veterinary literature. Its venom is known for its
high toxicity, with every elapic accident being considered serious. The venom is composed of
three fractions: three finger toxin (3FTx), phospholipase A, and metalloproteases. Its main action
is neurological, leading to flaccid paralysis of the victims and consequently death due to
respiratory insufficiency. However, there is no description in the literature of its activity in the
cardiovascular system. For this reason, this study evaluates the cardiac alterations of the venom
of M. frontalis in the experimental envenomation of Cavia porcellus. Twelve animals were
distributed in two groups (n = 6), denominated venom group and control group. Animals of the
venom group received a dose of 0.45 ug / g live weight of venom of M. frontalis diluted in 0.2 ml
of PBS / BSA intramuscularly (IM), while the control group received 0.2 ml of PBS / BSA IM.
The electrocardiogram (ECG), Doppler echocardiogram (ECO) and blood profile were performed
in two moments; time zero (TO) and two hours after the envenomation, final time (FT). After FT,
the animals were euthanized, necropsied and collected for optical and electron microscopy. The
ECG revealed the presence of arrhythmias, ventricular extrasystoles, in 100% of the envenoming
animals. The ECO showed a negative inotropic effect of the venom of M. frontalis on the cardiac
musculature, reducing approximately 25% of the cardiac ejection fraction, as well as
vasoconstriction of the aortic artery and increased pulmonary artery flow. In the cardiovascular
biochemical profile, a significant increase of troponin | and creatine kinase MB in FT of the
envenomed animals was observed. The activated partial thromboplastin time and the D-dimer
were decreased, in the FT in the envenomed group. It was concluded that the venom of M.
frontalis has cardiotoxic and arrhythmogenic activity. In addition to causing heart damage, the
venom acts, causing a negative inotropic effect on the heart.

Key words: Micrurus frontalis, tree finger toxin, cardiotoxicity, inotropism, Cavia porcellus.
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1. INTRODUCAO

Na clinica médica humana e veterinaria, os acidentes com animais pegconhentos possuem
um lugar de destaque a devido a frequéncia e a gravidade dos casos. Dentre esses, 0s acidentes
ofidicos se destacam (Warrell, 2004, Bucaretchi et al., 2006). O ofidismo é uma doenca tropical
negligenciada, que constitui um problema de saude publica, principalmente nos paises
subdesenvolvidos e emergentes. De acordo com a Global Snakebite Initiative (GSI) (2010), quase
cinco milhdes de pessoas do mundo sofrem acidentes com serpentes, resultando em 2,7 milhGes
de casos gravos e, 125 mil de ébitos por ano (Swarrop e Grad, 1954, Chippaux, 1998, Paula,
2010).

Estima-se que existam 3.600 espécies de serpentes no mundo, das quais 10-14% sejam
peconhentas (Cardoso e Brando, 1982; Uetz, 2016). Apesar de nas Américas, do Norte, Central e
do Sul, a maior incidéncia de casos registrados de ofidismo serem decorrentes da familia
Viperidae, os acidentes causados por espécies da familia Elapidae sdo considerados graves e
muitas vezes letais (Warrel, 2004, Bucaretchi et al., 2006).

A familia Elapidae é composta por 325 espécies, divididas em 61 géneros de serpentes
apresentando-se de diversas formas e tamanhos. Possuem preses fixas, ocas e proteroglifas, as
quais utilizam para inocular o veneno de toxicidade elevada. A subfamilia Elapinae esta
representada pelos géneros Micruroides (sul dos EUA e México), Leptomicrurus (América do
Sul) e Micrurus (Américas). Este ultimo género, Micrurus, é o mais prevalente no Brasil e como
as serpentes possuem coloragdo vermelha nos anéis, sdo popularmente denominadas de cobra-
coral ou cobra verdadeira (Cardoso et al., 2003).

No Brasil, as espécies do género Micrurus apresentam ampla distribuicdo por quase todo
o territério nacional, e, especialmente nas regides mais populosas como o sudeste e sul, uma das
espécies de maior importancia € a M. frontalis (Cardoso et al., 2009).

Segundos os dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagcdo (SINAM),
envenenamento humanos causados por serpentes do génenro Micrurus sdo relativamente raros,
entretanto apesar de a baixa incidéncia, sdo sempre considerados graves (SINAM, 2016; Andrade
Filho et al., 2013). Também, deve-se destacar a escassez de relatos publicados em medicina
veterinaria. No Brasil, apenas dois acidentes por serpentes do género Micrurus foram relatados
na literatura cientifica: um em cdo e um outro num gato (Moreira et al., 2004). Essa baixa
incidéncia se deve ao habito semifossorial da Micrurus, além do comportamento ndo agressivo.
Todavia, a equipe da Toxicologia Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais teve
acesso a diversos casos de cées envenenados por serpentes da espécie M. ibiboboca que ocorreram
nos anos de 2015 e 2016, na Unidade Federativa de Pernambuco, o que demonstra a variabilidade
e a subnotificacdo na medicina veterinaria.

As vitimas acometidas de envenenamento por Micrurus spp. manifestam sinais clinicos
sistémicos, graves e muitas vezes letais. Como o veneno elapidico possui atividade neurotoxica
na juncdo neuromuscular, o qual impede a liberacdo e/ou a acdo da acetilcolina (Ach),
obviamente, o quadro clinico caracteriza-se pela presenca de sinais neuroldgicos (Silva e
Bucaretchi, 2009). Esses sdo os mais estudados e difundidos na comunidade cientifica, tanto nos
animais como em humanos. Contudo, a a¢do cardiotoxica é pouquissimo estudada e foi descrita
em gatos envenenados experimentalmente com peconha de M. fulvius (Weis e Mslsaac, 1971) e
por Reis (2017) ap6s envenenamento experimental de cobais com pegonha de M. surinamensis,
uma espécie de coral verdadeira encontrada na regido amazonica.
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Como ndo existem estudos que descrevam as alteracGes cardiacas causadas pelo veneno
de M. frontalis, tanto na medicina veterinaria como na medicina humana, e por ser essa uma das
espécies elapidicas de maior letalidade no Brasil, torna-se imperativo o estudo deste
envenenamento com foco especial na toxicologia cardiovascular.
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2. OBJETIVOS
2.1 — Geral

Pesquisar as alteracdes cardiacas decorrentes do envenenamento experimental por M.
frontalis em cobaias (Cavia porcellus).

2.2 — Especificos

Auvaliar as alteragdes clinicas de cobaias apds o envenenamento experimental por M.
frontalis.

Estudar a fungdo cardiaca de cobaias por meio de exames eletrocardiograficos,
ecocardiograficos e laboratoriais (biomarcadores cardiacos) ap6s o envenenamento experimental
por M. frontalis.

Investigar o perfil sanguineo (alteracdes hematoldgicas e bioquimicas) de cobaias ap6s o
envenenamento experimental por M. frontalis.

Determinar as alterag@es histologicas do coracdo de cobaias por microscopia Optica e
eletrbnica apds envenenamento experimental por M. frontalis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Serpentes

As serpentes muito provavelmente tenham surgido no periodo Cretaceo, contudo tiveram
0 seu maior desenvolvimento no periodo Cenozdico. A sua origem é muito discutida, entretanto
acredita-se que tenham se originado a partir de alguns lagartos de vida subterranea, 0s quais
sofreram alongamento do corpo, reducdo das patas e olhos semi atrofiados. As serpentes sao
classificadas taxonomicamente em Classe Reptilia, Ordem Squamata e Subordem Ophidia ou
Serpentes (Lee, 1997, Franco, 2003).

As serpentes podem ser classificadas em dois grupos bésicos: as pegonhentas, que sdo
aquelas que conseguem inocular seu veneno no corpo de uma presa ou vitima, e as nao
peconhentas. Ambas encontradas no Brasil, nos mais diferentes tipos de habitat, inclusive em
ambientes urbanos. A serpente peconhenta pssui aparelho inoculador de pegonha, o qual é
composto pela glandula Duvernoy desenvolvida (glandula de veneno), onde a pegonha é
produzida e estocada, ligada por ductos ou dentes inoculadores. Para otimizar a inoculacdo da
peconha as serpentes utilizam seus dentes para potencializar a inoculagdo (Jackson, 2003). As
serpentes do género Micrurus possuem denticdo proteroglifa (Fig. 1) que se caracteriza pela
presenca de dois dentes inoculadores de peconha na parte anterior da maxila superior, estes dentes
sdo fortes e ndo retrateis (Cardoso et al., 2003).

Figura 1. Dentigdo proteroglifa presente nas serpentes do género Micrurus, com ilustracdo do
sulco por onde passa 0 veneno para a inoculacao na presa.
Fonte: http://biologiaeterna.blogspot.com.br/.

3.2 Familia Elapidae

A familia Elapidae é composta por mais de 300 espécies de serpentes catalogadas em
todo mundo. Essa Familia engloba serpentes pequenas com 16 cm (Drysdalia) até serpentes com
seis metros (Ophyophagus) de comprimento. Essa Familia € composta por serpentes muito
conhecidas como as cobras-corais e najas, subdivididas em trés géneros, Micrurus, Leptomicrurus
e Micruroides. No Brasil encontram-se cerca de 30 espécies de Micrurus (Fig. 2), as quais sdo
denominadas como coral-verdadeira ou cobra-coral (Bucaretchi et al., 2016; Silva, 2016).
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Figura 2. Mapa do Brasil dividido em regibes e suas respectivas espécies de elapideos
encontrados. AC: Acre; AL: Alagoas, AM: Amazonas; AP: Amapa; BA: Bahia; CE: Ceara; DF:
Distrito Federal (Capital Federal); ES: Espirito Santo; GO: Goias; MA: Maranhdo; MG: Minas
Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; PA: Para; PB: Paraiba; PE: Pernambuco;
Pl: Piaui; PR: Parana; RJ: Rio de Janeiro; RN: Rio Grande do Norte; RO: Rondb6nia; RR:
Roraima; RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina; SE: Sergipe; SP: Sdo Paulo; TO: Tocantins.
Fonte: Bucaretchi et al., (2016).

3.2.1 Micrurus sp.

O género Micrurus (Micro= pequeno e urus=cauda) se destaca pela gravidade dos
acidentes provocados pelo seu veneno, principalmente pela sua agdo neurotdxica e muitas vezes
causando o Obito da vitima acometida. Sua distribuicdo é continental, do sudeste dos Estados
Unidos até o centro da Argentina. (Campbell e Lamar, 2004, DiBernardo et al., 2007, Silva, 2016).
No Brasil encontramos um grande nimero de exemplares de Micrurus (Fig.1), totalizando 33
espécies (Bucaretchi et al., 2016).

Dentre todas as Micrurus encontradas no Brasil, ha trés espécies responsaveis pela
maioria dos envenenamentos em humanos, sendo elas: M. frontalis, M. corallinnus e M.
lemniscatus (Fig.3). M. frontalis se distribui geograficamente na regido sul, sudeste e centro-oeste
do Pais; M. corallinnus é encontrada na regido sul e sudeste e M. lemniscatus localiza-se na regido
norte, principalmente na regido da Amazonia (Ministério da Saude, 2015).
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| M.corallinus | | M. frontalis ‘ | M. lemniscatus |

Figura 3. Principais espécies de Micrurus no Brasil e sua disposi¢cdo geografica. A - M.
corallinnus, B — M. frontalis e C — M. leminiscatus. Fonte: Ministério da Saude, 2001.

3.2.2 Micrurus frontalis

A serpente M. frontalis (Fig.4) ¢ uma das mais conhecidas cobras-corais do Brasil,
principalmente pela sua ampla distribui¢do geografica e pela gravidade do acidente ofidico. Essa
serpente caracteriza-se por possui de 70-100 cm de comprimento e apresentar de 10-15 triades
(sequéncia de trés anéis pretos pelo corpo) pelo corpo (Paula, 2010, Silva, 2016).

O habitat natural das M. frontalis sdo as florestas primérias, entretanto sdo descritas em
ambientes alterados como lavouras e pastagens, local onde ocorrem os principais acidentes
ofidicos. Apresentam habitos fossoriais e criptozoicos. Seu habito alimentar caracteriza-se pela
predagdo de vertebrados alongados, como outras serpentes, lagartos, anfisbenas e gimnofionos
(Silva, 2016).

Figura 4. Cobra-coral (M. frontalis). Observa-se o padrdo de sequéncia de trés anéis pretos pelo
corpo, denominado de triades. Fonte: http://www.herpetofauna.com.br/Corais.htm
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3.3 VVeneno

A composicao do veneno é muito variavel entre as cobras corais, pois a composi¢do do
mesmo estd relacionada com os aspectos alimentares, sendo presa especifica, idade, sexo,
sazonalidade e a sua origem geogréfica (Aird e Silva, 1991).

Devido a essas inumeras varidveis o veneno das cobras-corais é formada por uma grande
variedade de substancias, as quais o conferem a sua toxicidade elevada. Entre essas substancias
observa-se uma gama de proteinas biologicamente ativas (70 — 90%), peptideos de alta massa
molecular e outras moléculas inorganicas e organicas atuando em varias vias metabolicas (Aird e
Silva, 1991, Ciscotto et al., 2011; Moreira et al., 2010; Silva, 2016). As proteinas sdo as fracdes
de maior importancia, em especial as classificadas estruturalmente como three finger toxin (3FTx)
e as fosfolipases Az (PLA:). Contudo, no veneno de M. frontalis além dessas duas fracGes de
proteinas, foi descrita uma terceira fracdo proteica, denominada de Miwaprin (Moreira et al.,
2010).

As toxinas three finger toxin (3FTx) (Fig. 5) sdo formadas por sequéncias de 60-74
peptideos e pontes dissulfetos sem atividade bioldgica. Devido a presenca de trés al¢as ou loops
em sua estrutura sdo denominadas de three finger toxin. Fazem parte dessa familia: a-
neurotoxinas, k-bungarotoxinas, toxinas muscarinicas, fasciculinas, calciseptinas, cardiotoxinas
e as dendroaspinas (Kini, 2005).

Figura 5. Estrutura proteica das principais toxinas three finger toxin. A — Erabutoxina, B - a-
bungarotoxinas, C — Cardiotoxina, D - k-bungarotoxinas, E — Candoxina, F — Fasciculina, G —
Toxina Muscarinica, H — Toxina FS2, | — Dendroaspina. Fonte: Kini, 2002.
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As PLA; (Fig.6) elapidicas sdo formadas por 120 residuos de aminoacidos, seis ou sete
ligacOes dissulfetos e sdo compostas por cinco a-hélices e duas estruturas em folhas B-pregueadas
curtas (Kini, 1997).

As waprinas ou WAP (whey acid protein) sdo compostas por cerca de 50 residuos de
aminoécidos com oito residuo de cisteina e quadro ligagGes dissulfeto. Essas metaloproteases sdo
descritas apenas nas familias Colubridae e Elapidae (Moreira et al., 2010).

M. tener

Figura 6. Distribuicdo geografica das Micrurus no continente americano de acordo com a
composicao do veneno e a sua principal fracdo, fosfolipase Az ou 3FTx. Fonte: Lomonte et al.,
(2016).
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Quadro 1. Relacéo das proteinas encontradas por protedmica no veneno de espécias de Micrurus.
M. sur: M. surinamensis, M. alt: M. alternatus, M. cor: M. corallinus, M. fro: M. frontalis, M.
ibi: M. ibioboboca, M. lem: M. lemniscatus, M. spi: M. spixii, M. mul: M. multifaciatus, M. mip:
M. mipartitus, M. all: M. alleni, M. cla: M. clarki. Fonte: Lomonte et al., (2016).

Micrurus especies
Proteinas | M.sur | M.alt | M.cor | Mfre | Mibi | Mlem | M.spi | Momul | Mumip | M.all | M.cla
3FTx
PLA;
MP
LAO
Eun
CTL
SP
Oha
CRISP
Lip
Nuc
ACh
FDE
Hya
NGF
PLB
GPx
NMG
OMF
Con
SAN
35C
Total 9 g 6 3 3 ] 4 6 7 9 9

[

3.4 Mecanismo de acdo veneno

Como descrito por estudo de Lomonte, 2016, o veneno da serpente M. frontalis é
composto por trés fracbes de proteinas, sendo elas: three finger toxin (3FTx), PLA; e
metaloproteases.

3.4.1 Three Finger Toxin (3FTX)

A maior concentracdo de proteinas no veneno da M. frontalis é a por¢do 3FTx como
descrito por Moreira et al., (2010) e Ciscotto et al., (2011) apds anélise por high performance
liquid chromatography (HPLC).

As o-neurotoxinas ou toxinas curaremiméticas ou ainda denominadas de toxinas pos-
sinapticas sdo abundantes na por¢do 3FTX, as quais atuam no sistema nervoso periférico ligando-
se aos receptores colinérgicos da placa motora (Fig.7), inibindo a abertura do canal idnico
associada ao receptor em resposta aos agonistas colinérgicos, bloqueando desta forma o impulso
nervoso e, consequentemente ocasionando a paralisia da presa (Paterson e Nordberg, 2000; Tu et
al. 2002).

As a-neurotoxinas sdo classificadas de acordo com a sua estrutura, a-neurotoxinas de
cadeia curta, a-neurotoxinas de cadeia longa e a-neurotoxinas three finger ndo convencionais. O
principal alvo das a-neurotoxinas (Fig.7) é o receptor nicotinico da acetilcolina (nAChR)
muscular, entretanto algumas a-neurotoxinas interagem com o nAChR neuronal. Desta forma séo
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heterogéneas no mecanismo de a¢do, o que possibilita que novos mecanismos de acao ainda sejam
descobertos (Nirthanan e Gwee, 2004).

Além das a-neurotoxinas, existe um outro grupo de neurotoxinas (k- neurotoxinas), como
a x-bungarotoxina, que reconhecem os receptores nicotinicos neuronais, as toxinas muscarinicas
(isoladas das mambas africanas) que selecionam os receptores muscarinicos (Bradley, 2000), as
fasciculinas que agem diretamente no antagonismo da acetilcolinesterase, as calciseptinas que sdo
antagonistas dos receptores de calcio tipo L, as cardiotoxinas formando poros nas membranas
celulares e as dendroaspinas, as quais inibem a adesao celular (Kini, 2002).
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Figura 7. Mecanismo de acdo das a-neurotoxinas e das fasciculinas. Fonte: Prieto da Silva
(2002).

3.4.2 Fosfolipases Az (PLA?)

As PLA:; elapidicas sdo responsaveis pela ativacdo de varias vias metabolicas e
consequentemente responsaveis por varios efeitos farmacoldgicos como a neurotoxicidade,
miotoxicidade, cardiotoxicidade, efeito coagulante, atividade hemolitica, edematogénica e
hipotensora (Kini, 1997).

A neurotoxicidade das PLA, deve-se as - neurotoxinas que atuam nas juncfes
neuromusculares inibindo a liberacdo de neuromediadores. A neurotoxicidade pré-sinéptica das
PLA; se deve ao fato delas se ligarem a membra nervosa e catalisarem a hidrdlise fosfolipidica
em lisofosfolipideos e acidos graxos (Kini, 1997; Rosseto et al., 2006).

A miotoxicidade do veneno elapidico deve-se ao fato do veneno atuar diretamente no
sarcolema, levando a um aumento da concentracao de calcio citosélico e, consequentemente, uma
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hiperconcentracdo dos microfilamentos, causando danos mitocondriais e ativacdo de fosfolipases
dependentes de calcio. Estudos comparativos demonstraram que a capacidade de mionecrose do
veneno da M. frontalis € maior que o da M. surinamensis (Gutierrez et al., 1983; Arroyo et al.,
1987; Mebs, 1990).

Além da acdo miotoxica do veneno elapidico, € descrito a atuacdo local das PLA;
diretamente e indiretamente na formacao do edema, devido a ativagdo da cascata da inflamagéo e
hemorragia local como descrito por Lomonte et al., (1993). Da mesma forma, Sanchez et al.,
(1992) observaram acdo edematogénica no veneno de M. frontalis e compararam com outras
espécies de serpentes: Bothrops alternatus e Crotalus durissus. Entretanto, Gutierrez et al., (1983)
relataram que o veneno da M. frontalis ndo induz edema e hemorragia, devendo ser salientado
que esses autores utilizaram exemplares capturados na Costa Rica.

Weis e Mclsaac, (1971) foram os primeiros a relatarem a agdo cardiotoxica do veneno de
M. fulvius em gatos ap0ds inoculagdo experimental. Ressalta-se que essa espécie, M. fulvius, é uma
naja encontrada em solo norte-americano. Os autores relataram um efeito direto do veneno sobre
a musculatura cardiaca. Houve despolarizacdo direta do musculo esquelético e diminuigdo
contratilidade cardiaca e do seu potencial de acdo. Posteriormente, Francis et al., (1993), também
descreveram a atividade cardiotdxica do veneno de M. fulvius.

Francis et al., (1997) estudando o veneno de M. frontalis relataram a presenca de PLA,
responsaveis por efeitos hipotensores. Entretanto, o efeito hemorragico observado ndo foi
atribuido a uma determinada fragéo do veneno.

3.4.3 Proteases

As proteases encontram-se amplamente distribuidas nos venenos das serpentes da familia
Viperidae e, em menor escala, na familia Elapidae. Geralmente, sdo componentes de alto peso
molecular, com tendéncias a formar dimeros, trimeros e tetrdmeros. As proteases (Fig.8) podem
ser de acdo multipla ou especifica. Proteases especificas podem ser colagenases, elastases e
enzimas que afetam os mecanismos da coagula¢do sanguinea ou os do sistema do complemento.
Na&o sdo descritas serinoproteases no veneno de M. frontalis, apenas as metaloproteases (Lomonte
etal., 2016).
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Protel g ~ Atrolysin E
i SR + Gl MVD-Dis
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LXY & GBI Proteinasel 2 % Homodimeric RGD-Dis
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Heterodimeric RGD-Dis
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Atrolysin A

Figura 8. Tipos de proteases presentes no veneno de serpentes. Fonte: Fox JW e Serrano SMT.
FEBS Journal. 2008; 275:3016.
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As metaloproteases estdo envolvidas nos processos hemorragicos, de hipotensdo,
inflamacdo e necrose tecidual (Fox e Serrano, 2008). As metaloproteases apresentam trés
dominios especificos denominados de dominio proteolitico, dominio do tipo desintegrina e o
dominio rico em cisteina (Marcinkiewicz, 2005).

3.5 Sistema cardiovascular
3.5.1 Coracéo

O coragdo é um 6rgdo oco, o qual é composto por quadro camaras cardiacas: atrio
esquerdo, atrio direito, ventriculo esquerdo e ventriculo direito (Fig. 9). O fluxo sanguineo
cardiaco é controlado pela difereca de pressdo entre as camaras cardiacas e pelas valvas
atrioventriculares, a trictspide (lado direito) e mitral (lado esquerdo) (Neto, 2008).

O sangue chega ao coracdo pelas veias cavas (caudal e cranial) no atrio direito,
percorrendo a valva tricispide, ventriculo direito, artéria pulmonar, pulméao, veias pulmonares,
atrio esquerdo, mitral, ventriculo esquerdo, aorta e corpo, chegando novamente ao atrio direito
(Neto, 2008).

A parede cardiaca é dividida em trés partes: o endocardio, o miocérdio e o epicardio. O
endocérdio é a camada mais interna do coragdo, sendo uma fina camada de tecido composto por
epitélio pavimentoso simples sobre uma camada de tecido conjuntivo. O miocérdio é a camada
média e a mais espessa do coracdo, composto de musculo esquelético cardiaco. O epicérdio é a
camada mais externa do coragdo, sendo uma delgada lamina de tecido seroso (Neto, 2008)

O coragao possui dois marcapassos cardiacos naturais, 0 nodo sinoatrial (SA) e 0 nodo
atrioventricular (AV). O impulso elétrico é originado no nodo SA, o qual localiza-se na parte
superior do atrio direito, percorrendo 0s atrios e, consequentemente, originando a contragao atrial.
O impulso alcanca o nodo AV, o qual ocasiona uma nova despolarizagdo e, consequentemente, a
contracdo ventricular (Guyton e Hall, 1998, Camacho e Mucha, 2008).

A contracdo da musculatura cardiaca depende da despolarizacdo dos cardiomiécitos. Essa
despolarizacgdo é provocada pela abertura dos canais rapidos de sodio e os canais lentos de calcio.
Os canais de calcio permanecem abertos por um tempo maior, 0 que permite a entrada de uma
grande quantidade de inos de célcio e sodio para o interior dos cardiomiécitos (Fig. 9).
Concomitantemente, ha uma diminuigdo da permeabilidade de potassio na membrana das células
cardiacas. Resumindo, na despolarizagdo cardiaca hd um aumento da concentragdo de sédio e
calcio intracelular e aumento da concentracéo de potéssio extracelular (Guyton e Hall, 1998).

Fase 2

Fase 3

CK,
Fase 4

Figura 9. Esquema da despolarizacéo cardiaca e o influxo de ions. Fonte
Guyton e Hall, (1998).
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Apols a contracdo cardiaca ha um periodo de relaxamento cardiaco; esse ciclo é
denominado de sistole (contracdo cardiaca) e diastole (relaxamento). O ciclo cardiaco é
controlado pelo sistema nervoso autdnomo simpatico e parassimpatico. Desta forma, o simpético
aumenta a frequéncia e a contragdo cardiaca, ja 0 parassimpatico reduz a frequéncia cardiaca e
diminui a contracdo da musculatura cardiaca (Guyton e Hall, 1998).

Para avaliar a frequéncia cardiaca e o ritmo pode-se realizar o eletrocardiograma,
entretanto para avaliagdo morfoldgica e funcional do coragdo, utiliza-se o
ecodopplercardiograma, ambos os métodos sdo ndo invasivos e complementares (Camacho e
Mucha, 2008; Ware, 2010).

O eletrocardiograma (ECG) é a forma grafica da despolarizacéo e repolarizagéo cardiaca,
a qual é expressa pelas ondas P, Q, R, Se T (Tilley, 1992).

Ecodopplercardiograma é um exame complementar baseados no uso de ultrassom, ou
seja, as ondas acusticas com frequéncia maiores 20 mil Hz. Esse método diagnostico possibilita
imagens bidimensionais (modo B), imagens em movimento (modo M) e o Modo Doppler color o
qual possibilita 0 mapeamento e a dire¢do do fluxo sanguineo. Realizando-se 0 modo M é possivel
avaliar a atividade inotrdpica do coracao e consequentemente o efeito de substancias na atividade
inotropica cardiaca (Boon, 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Protocolo n° 192/2016
UFMG.

4.1 Local

O experimento foi realizado no Laboratério de Toxicologia Experimental da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), no Hospital Veterinario da Clinica
Santo Agostinho e no Laboratério TECSA, em Belo Horizonte, MG.

4.2 Animais

Foram utilizadas 12 cobaias (Cavia porcellus), machos albinos da linhagem English Short
Ear, com peso entre 950-1050 gramas. Os animais foram acomodados em caixas plasticas com
dimensdo 120 x 60 x 60 cm, forrados de maravalha, com controle adequado de luz (7 as 19 horas),
temperatura (22 a 24 °C) com agua e racdo comercial (Nutropica®) ad libitum.

4.3 VVeneno

O pool de veneno, liofilizado, das serpentes da espécie Micrurus frontalis foi gentilmente
fornecido pelo Prof. Carlos Delfin Chavez Olértegui, Laboratério de Imunologia e Bioquimica,
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.

O veneno liofilizado foi diluido em agua ultra-pura e adicionado um tampéo fosfato salina
- Phosphate-bufferid saline (PBS) / Albumina de soro bovino - bovine serum albumine (BSA) a
0,1%. Este procedimento se deve as caracteristicas isotonicas destas substancias e pela auséncia
de toxicidade em relacdo as células, mantendo a estabilidade das proteinas do veneno e ndo
interferindo no local de aplicag&o.

A dose de veneno de M. frontalis utilizada (0,45 pg/g de peso vivo) foi baseada Tanaka
et al. (2010), o qual demonstraram uma dose letal 50 (DLso) para camundongo 22 jg/20g de peso
vivo de camundongo. Ou seja, a dose administrada nas cobaias (450 pg / cobaia), foi bem menor
gue a DLso (que seria de 1100 ug / cobaia).

O modelo experimental escolhido (cobaias), deve-se a facil manipulacdo dos animais, o
porte médio para a realizacdo do ecocardiograma e a possibilidade de coletar sangue suficiente
para a avaliagdo do perfil samguineo.

4.4 Protocolo experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n=6). O grupo controle
recebeu 0,2 ml de PBS/BSA e o grupo veneno recebeu 0,2 ml de solugdo contendo 450 pg/kg do
Micrurus frontalis.

A aplicacdo de veneno ou PBS / BSA foi feita utilizando seringa de insulina (1 ml) e
agulha 13 x 4,5 mm (Descarpack) na coxa esquerda, regido do musculo biceps femoral, por via
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intramuscular (IM), apds tricotomia e assepsia da area para visualizacdo de possiveis alteracdes
locais.

4.5 Eletrocardiograma (ECG)

A avaliacdo eletrocardiografica foi realizada por meio de eletrocardiografia
computadorizada (TEB-ECG®). Os eletrodos foram conectados por meio de garras metélicas
presas & pele na regido das articulagbes Umero-radio-ulnar e fémoro-tibio-patelar, para as
derivactes de membros. Foram registradas as derivacOes bipolares DI, DIl e DIlI, as deriva¢fes
unipolares aumentadas aVR, aVL e aVF. A velocidade utilizada foi de 50 mm/s e o aparelho
calibrado para ImV= 1cm (N). Avaliou-se a frequéncia e o ritmo cardiacos, a duragdo (s) e
amplitude (mV) da onda P e do complexo QRS, a duragdo (s) dos intervalos PR e QT, o
nivelamento do segmento ST, a polaridade da onda T e o eixo elétrico do QRS. As medidas foram
realizadas na derivagdo Il. O eixo elétrico do QRS foi obtido a partir da soma das deflexdes
positivas e negativas das derivacbes | e Il de acordo com Tilley (1992). O tracado
eletrocardiografico foi realizado antes e ap6s (continuamente) a administragcdo do veneno e do
PBS/BSA por duas horas.

4.6 Ecocardiograma (ECO)

Realizou-se a ecocardiografia bidimensional e em modo M e ecocardiodopplergrafia
pulsatil e continua. Foi realizada a tricotomia nos hemitérax direito e esquerdo e aplicado gel
aderente para melhorar a conducdo das ondas de ultrassom. Com o animal em decubito lateral
direito, posicionando-se o transdutor na janela ecocardiografica paraesternal direita, localizada
entre o0 3° e 6° espacos intercostais (EIC) direitos, entre o esterno e a articulagdo costo-condral,
foram obtidas as imagens do eixo-longo e do eixo-curto e realizadas as medidas
ecocardiograficas. A partir do eixo-longo foram obtidas as visfes quatro-camaras e trato de saida
do ventriculo esquerdo, e, quando no eixo-curto, foram observados os cortes nos niveis apical,
papilar, cordal, mitral e aértico.

As imagens foram inicialmente obtidas em modo-B, avaliando-se as relagdes anatdmicas
entre as estruturas, a contratilidade, os aspectos morfo-funcionais valvares, a presenca de jatos de
regurgitacdo com o Doppler colorido e o gradiente de pressdo da valva pulmonar. O eixo curto
serviu de orientacdo para a obtengdo das imagens em modo-M, com exposi¢do simultanea do
modo bidimensional na tela. Foram medidos o atrio esquerdo e a aorta e calculada a relagdo atrio
esquerdo/aorta (AE : Ao). Com a linha do cursor sobre o nivel das cordas tendineas, obteve-se as
medidas do diametro ventricular esquerdo em diastole (DVED) e sistole (DVES). A partir dessas
medidas obteve-se a fracdo de ejecdo (Fej) e a fracdo de encurtamento (FE). Além de avaliar a
distancia da valvula septal mitral ao septo interventricular.

Pela janela paraesternal caudal esquerda (apical), em modo bidimensional, foram
observadas as relagdes anatdmicas entre as estruturas cardiacas, os aspectos morfofuncionais
valvares e a contratilidade miocardica.

Avaliou-se ainda na ecocardiografia o fluxo da valva pulmonar, fluxo da valva aértica e
a relacdo onda E/A da valva mitral. Todas essas e as outras medidas foram realizadas em
triplicadas e realizado a média aritmética entre elas. Os cortes e as janelas ecocardiogréficas foram
seguindo 0 modelo descrito pela Boon (2011).
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4.7 Perfil sanguineo

As coletas sanguineas foram realizadas em dois tempos, antes da inoculacdo do veneno
(TO) e no tempo final (TF) determinado, periodo duas horas ap6s a inoculacdo do veneno. Foi
puncionada a veia jugular utilizando-se seringa de 10 ml e agulha 25 x 7 mm (BD Solomed) e o
sangue foi acondicionado em tubos com acido etilenodiaminotetracético tripotassico (KsEDTA)
a 10%, citrato de sodio a 10% para obtencdo do plasma e sem anticoagulante para obtencdo do
soro, apds centrifugacdo (3000 rotagdes por minuto durante 10 minutos) no laboratério de
Toxicologia Experimental da Escola de Veterinaria da UFMG. As amostras foram aliquotadas,
identificadas e armazenadas a -20°c até o processamento.

O hemograma foi feito em analisador hematoldgico automatico (Pentra DF 120) e
confeccdo de esfregacos sanguineos em laminas de vidro, corados com panético, para posterior
contagem diferencial de leucécitos. O volume globular foi determinado por meio do método do
microhematdcrito e a concentracdo de proteinas totais foi estimada por refratometria (Thrall et
al., 2012).

Para os testes de coagulacdo utilizou-se as amostras citratadas e coagulémetro
CLOTimer® para avaliacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de
protrombina (TP) e concentracdo de fibrinogénio por sistema fotométrico utilizando Kkits
BIOCLIN®.

Os parametros séricos de creatina quinase total (CK) e sua isoenzima MB (CK-MB),
colesterol total e suas fracdes high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein (LDL), very
low density lipoprotein (VLD)L, lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltransferase (GGT), ureia,
creatinina, triglicerideos, célcio total, célcio total corrigido, calcio ibnico (Ca-), fosforo (P),
potassio (K), cloro (Cl) e sédio (Na) foram realizados por método colorimétrico cinético
utilizando kits comerciais (Labtest®), no analisador bioquimico semi-automatico (Labmax
plenno).

Foram avaliadas troponina | (Tnl), peptideo natriurético do tipo B (BNP), proteina C
reativa (PCR), d-dimero e procalcitonina pela técnica de Imunofluorescéncia com o aparelho da
mLabs® Immuno Meter.

4.8 Eutanasia

Apos a ultima coleta sangue (TF), os animais foram submetidos a eutanasia seguindo as
normas do Guia Brasileiro de Boas Praticas Para Eutanasia dos Animais e¢ as normativas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA e recomendagdes do
CEUA/UFMG. Desta forma as cobaias foram eutanasiadas com a administragao de tiopental pela
via intravenosa com dose superior a 100 mg/kg.

4.8.1 Analise histopatologica
Foram realizadas as coletas de fragmentos do coragédo, rim, figado, pulmao de todos os
animais, os quais foram acondicionados em frascos contendo formol 10%, para posterior

processamento pela técnica rotineira de inclusdo em parafina e corados pela técnica de
hematoxilina-eosina (HE) para analise em microscopia optica.
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Outros fragmentos (0,5 cm) foram acondicionados imediatamente no glutaraldeido a 2%
durante 24 horas e depois em tampao fosfato de sodio. Apos encaminhados para o Laboratério de
Microscopia eletronica da Universidade Federal de Minas Gerais. Os fragmentos sofreram poés-
fixacdo em tetroxido de 6smio e embebigdo em resina Epon. Cortes semi-finos foram corados
com azul de toluidina e ultrafinos com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados em
Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI - 120 kV.

Apos as coletas as carcacas serdo encaminhadas para descarte de acordo com o protocolo
do Hospital Veterinario da UFMG.

4.9 Analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Os dados foram avaliados
estatisticamente com o auxilio do programa SAS for Windows v.8.0. As diferencas
estatisticamente significantes dos dados provenientes de mensuragdes repetidas foram
determinadas utilizando a analise de regressao por modelo misto por meio do PROC MIXED do
SAS, sendo cada animal determinado como uma unidade fixa e o tempo como variavel
(Wolgfinger; Chang, 1996; Littell et al., 1998). O nivel de significancia para todas as analises foi
estabelecido como P < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Quadro clinico

Os sinais clinicos observados nas cobaias ap6és a inoculagdo de veneno de M. frontalis
apareceram rapidamente, tanto os neuroldgicos como os cardiovasculares. Dezoito minutos apos
a inoculagdo IM do veneno, observou-se paralisia flacida (Fig. 10) dos membros posteriores e
anteriores de um animal (cobaia 1) e dois minutos apos (20 minutos apds a inoculagdo do veneno),
nesse mesmo animal, foram detectados, arritmia e complexo ventricular prematuro. De forma
semelhante, Bucaretchi et al., (2016) descreveram rapido aparecimento dos sinais clinicos
neurologicos (20 minutos) em humanos apés acidentes por Micrurus sp. Entretanto, os autores
afirmaram que o tempo médio para o aparecimento da sintomatologia neurologica, esta em torno
de 3 horas.

Reis, (2017) estudando os efeitos do veneno de M. surinamensis em cobaias, relatou o
aparecimento de sintomatologia neuroldgica somente uma hora apds o envenenamento. Portanto,
percebe-se que o veneno de M. frontalis apresenta agdes neuroldgica e cardiovascular mais
precoces quando comparado ao de M. surinamensis. Deve ser salientado que, nesse experimento
foi utilizada mesma dose de Reis (2017).

Figura 10. Realizagao do eletrocardiograma computadorizado em cobaia (animal 1). Destaca-se
a posicgao dos eletrodos.

Essa diferenca de tempo entre os dois venenos, muito provavelmente, se deve ao fato do
veneno da espécie M. surinamensis possuir apenas neurotoxinas pds-sinapticas, toxinas 3FTx que
atuam nos receptores colinérgicos nicotinicos de acetilcolina de forma reversivel (Olamendi-
Portugal et al., 2008). Todavia, o veneno de M. frontalis, além de possuir a atividade pos-sinaptica,
atua também nos receptores pré-sinapticos acelerando a manifestagao dos sinais clinicos (Moreira
etal., 2010).
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Além da sintomatologia neuroldgica visualizada nas cobaias do grupo veneno, também
foram vistas arritmias mais precocemente, quando comparado com o veneno de M. surinamensis.
Apesar de ambas as espécies, possuirem toxinas 3FTx e PLA> com atividade cardiotoxica (Reis,
2017), apenas o veneno de M. frontalis tem uma fracdo denominada de cardiotoxina (com a¢ao
cardiotdxica), farmacologicamente e estruturalmente diferente das 3FTx (Moreira et al., 2010).
Estudos demonstraram que os venenos de serpentes dos géneros Micrurus apresentam variagdoes
individuais na composi¢ao, relacionados a sua distribuicdo geografica. Ressalta-se que o veneno
de M surinamensis, uma serpente da floresta amazonica, ndo possui atividade proteolitica como
apresentado pelo veneno de M. frontalis (Tanaka et al., 2010).

As cobaias envenenadas apresentaram um mesmo padrao de sinais clinicos neurolédgicos:
inicialmente apresentaram paralisia flaicida dos membros anteriores e posteriores. Observou-se
logo apos, fasciculacdes, seguidas de respiragdo restritiva e de padrao costo-abdominal. Cerca de
uma hora apo6s a inje¢ao do veneno, os animais apresentavam midriase pupilar irresponsiva a luz
e secrecao translicida ocular (Fig.11). E, 1 hora e 30 minutos apo6s a administracdo do veneno
verificou-se padrao respiratorio restritivo e superficial, além auséncia de reflexo medial e lateral
palpebrais. Entretanto, diferente de Reis (2017), os animais ndo vieram a 6bito nas primeiras duas
horas de envenenamento, mas como estavam em estado comatoso foram eutanaziados. Toda essa
sintomatologia neurolédgica ¢ esperada e verificada nos acidentes elapidicos, tanto em humanos
como em animais, pois 0 veneno possui fragdes neurotdxicas que atuam nos receptores
colinérgicos nicotinicos de acetilcolina, além da acdo das fasciculinas e dendroaspinas (Moreira
et al., 2004, Manso, 2010, Moreira et al., 2010).

Figura 11. Presenca de midriase ocular irresponsiva a luz e secregao translticida periocular em
cobaia (animal 3), 1 hora e 30 minutos ap6s a inocula¢ao do veneno de Micrurus frontalis.
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5.2 Alteracoes laboratoriais

5.2.1 Eritrograma

Avaliando-se o eritrograma dos animais envenenados com M. frontalis ¢ do grupo
controle nos dois momentos, TO e TF, verificou-se que em ambos os grupos houve uma
diminuigdo significativa do numero de eritrocitos, da concentragdo de hemoglobina e do do
hematoécerito. Tal evento também foi relatado por Reis (2017), no envenenamento experimental
por M. surinamensis em cobaias (Cavia porcellus).

Existem algumas hipoteses para a diminui¢do significativa do eritrograma: hemorragia
ou hemolise. Alguns autores relataram hemorragia em envenenamentos experimentais com M.
fulvius e M. frontalis (Barros et al., 1994; Francis et al., 1997; Arce-Bejarano et al., 2014).
Entretanto como nao foi observada hemorragia in vivo € nem no exame pos mortem, essa hipotese
foi descartada. Em relacdo a atividade hemolitica, foi relatado que as PLA; provenientes de
serpente M. fulvius (espécie de serpente presente somente nos Estados Unidos) possuem ampla
atividade hemolitica demonstrada em ratos ¢ cdes (Arce-Bejarano_et al., 2014). Todavia, a
diminui¢ao nos valores do eritrograma também foi observada no grupo controle, entdo a hipotese
de hemolise causada pelo veneno, também foi descartada. Uma terceira hipotese seria uma
resposta fisiologica da cobaia ap6s manipulagdo, resultando num quadro de estresse agudo, que
poderia levar a um sequestro esplénico dos eritrocitos. Tal sequestro, inclusive, poderia levar a
um temporario aumento do tamanho do 6rgao (Owusu-Ofori e Hirst, 2013).

Tabela 1: Valores médios e desvio padrao do eritrograma de cobaias, antes TO (tempo zero) e 2h
apos TF (tempo Final) a inoculagdo de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA
(grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
RBC (x 10%/ul) TO 5,37+£0,55 A 5,40+0,43 A
TF 4,13+0,71 B 4,26 £0,58 B
HGB (g/dl) TO 15,20+1,70 A 15,06+0,37 A
TF 11,88+1,66 B 12,15+0,61 B
VG (%) TO 48,03+4,52 A 48,43+1,18 A
TF 36,50+5,75 B 36,89 +1,82 B
VCM (fL) TO 89,48+2,23 90,16+7,50
TF 88,59+2,88 90,63+8,07
HCM (pg) TO 28,74+1,16 26,53+3,58
TF 28,90+1,20 29,78+3,02
CHCM (g/dD) TO 32,10+0,60 32,62+1,28
TF 32,61+0,66 32,85+1,29
Reticulocitos TO 58.000+25.170 58.550+25.224

(mm?)

TF

62.131+£33.634

56.1384+21.971

Médias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitisculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.
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Tabela 2: Valores hematologicos de referéncia para cobaias

Parametros Trall et al. (2012) Weiss e Wardrop (2010)
RBC (x10%/ul) 4,1-6,1 5,49 — 8,69
HGB (g/dl) 10,50 — 15,30 11,40 —13,5
VG (%) 35,9 — 48,30 37,50 — 44,20
VCM (fL) 75-91 54,60 - 62
HCM (pg) - 16,50 — 18,80
CHCM (%) 28,20 - 33 26,10 — 34,10

‘Adaptado de Thrall et al. Veterinary Hematology and Clinical Chemistry, 2012, p. 225-232, Weiss
e Wardrop. Schalm’s Veterinary Hematology, 2010, p.893-898.

Avaliando os valores de ambos os grupos nos dois momentos, observou-se que mesmo
com a reducao do numero de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito, esses encontram-se dentro
dos valores de normalidade para espécie (Thrall et al., 2012).

Também ¢é importante salientar que a quantidade de sangue total coletada (5 ml em cada
coleta) foi inferior ao volume permitido (10 ml), portanto ndo houve alteracao na distribui¢ao dos
eritrocitos no organismo dos animais. Desta forma, pode-se afirmar que o veneno de M. frontalis
ndo causou hemolise nem hemorragias nas primeiras duas horas do envenenamento, sendo a
hipotese de sequestro esplénico a mais provavel.

5.2.2. Leucograma

Apesar de o nimero de leucécitos totais ter aumentado nos animais que receberam veneno
de M. frontalis no TF (2h apo6s), esses valores encontram-se dentro dos padroes de normalidade
para espécie Cavia porcellus conforme descrito por Schemer (1967) e Mitruka e Rawnsley (1977).
Os resultados desta pesquisa sao semelhantes aos relatados por Peterson (2006) e por Reis (2017),
nos envenenamentos por Micrurus. Possivelmente, essa discreta leucocitose seja decorrente da
fragdo de PLA; presente no veneno que resultaria numa resposta inflamatoria aguda, levando a
uma neutrofilia como observado no TF dos animais envenenados (Kini, 2002, Peterson, 2006,
Reis, 2017). Mas, o mais plausivel seja uma resposta frente a um agente estressante no organismo:
o veneno elapidico.
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Tabela 3: Valores médios e desvio padrao do leucograma de cobaias, antes TO (Tempo zero) e 2h
apos TF (Tempo Final) a inoculagdo de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA
(grupo controle

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
Leucocitos totais TO 8,45+3,91 A 7,78+1,37
(x 103/mm?) TF 12,78+6,34 Ba 8,38+1,84 b
Neutrofilos TO 4,90+2,59 A 4,95+0,98
(x 10*/mm?) TF 10,54+5,31 Ba 4,88+1,09 b
Eosinéfilos TO 0,11+0,08 0,15+0,06
(x 10*/mm?) TF 0,21+0,20 0,14+0,07
Linfocitos TO 3,09+1,33 A 3,30+0,79
(x 103/mm?) TF 1,30+0,55 Ba 3,03£0,82 b
Monécitos TO 0,32+0,30 A 0,28+0,07
(x 10°/mm?) TF 0,80+0,66 Ba 0,32+0,10 b
Baséfilos TO 0,00+0,00 0,00+0,00
(x 103/mm?®) TF 0,00+0,00 0,00+0,00

M¢édias seguidas de letras mintisculas iguais na linha ou letras maitisculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo andlise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Tabela 4: Valores de referéncia do leucograma para cobaias

Parametros Mitruka e Rawnsley (1977) Schermer (1967)
Leucocitos (x10%/ul) 3,2—-15,00 7,8 —20,7
Neutrofilos (%) 18 -35 21,7 -47,7
Eosinofilos (%) 1-5 2,1-78
Linfécitos (%) 55-75 41,3 - 68,5
Basofilos (%) 0-3 0,6 —2,7
Mondcitos (%) 3-12 2,46 — 5,84

Adaptado de Mitruka e Rawnsley (1977) e Schermer (1967) citados por Weiss e Wardrop.
Schalm’s veterinary hematology, 2010, p.893-898.

A neutrofilia observada no TF do grupo de animais envenenados ndo foi verificada no
grupo controle. Essa neutrofilia ¢ devido ao componente inflamatdrio, entretanto ndo podemos
descartar o estresse ocasionado pelo veneno que pode levar a uma migracao do poo/ de neutrofilos
(Couto, 2010, Thrall et al., 2012).

Avaliando-se o numero absoluto de linfocitos nos dois momentos € em ambos os grupos,
verificou-se uma diminuicao significativa no grupo de animais envenenandos no TF, fato também
relatado por Reis, (2017) no envenenamento por M. surinamensis. Essa diminui¢ao dos linfocitos
com neutrofilia é classico de processo inflamatorio agudo, pois leva a uma migracao dos linfocitos
para os orgaos linfoides (Thrall et al., 2012).

Outro achado comum nos processos inflamatérios agudos é o aumento do nimero de

monocitos, como observado no TF dos animais do grupo veneno, pois com a ativacao da cascata
de inflamacao ocorre um aumento dos mondcitos circulantes (Thrall et al., 2012).
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5.2.3. Coagulograma

A hemostasia compreende uma série de eventos fisioldgicos que visam manter o sangue
em estado fluido no interior dos vasos sanguineos, e deste modo, impedir o seu extravasamento.
Para que isto ocorra de modo efetivo, € necessario que se tenha um equilibrio entre fatores pro-
coagulantes e anticoagulantes (Smith, 2010). Participam do sistema hemostético, o endotélio
vascular, plaguetas e fatores de coagulacdo. Para um entendimento didatico, divide-se a
hemostasia em trés fases: (a) primaria, com énfase na atividade plaguetaria; (b) secundaria, com
o envolvimento dos fatores de coagulagdo propriamente dito; e (c) terciaria ou fibrindlise, que
apos a formacdo do codgulo, esse € degradado por um sistema fibrinolitico. Adicionalmente, o
modelo classico da coagulacdo, (cascata) é dividido em via intrinseca, extrinseca e comum
(Macfarlane, 1964; Davie e Ratnoff, 1964).

Os exames de triagem da hemostasia como o tempo de protrombina (TP) e o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) sdo exames que avaliam tradicionalmente a via extrinseca
e intrinseca, respectivamente, e ambos avaliam a via comum no modelo de cascata da coagulacdo
(Macfarlane, 1964; Davie e Ratnoff, 1964). Contudo, estes testes, ndo demonstram a
complexidade dos fenbmenos hemostéaticos in vivo. Mas ressalta-se que ndo ha um teste que avalie
totalmente todas as fases envolvidas na hemostasia, devido a grande complexidade e
envolvimento de muitas proteinas, células, ions, plaquetas entre outras moléculas envolvidas no
sistema (Ninivaggi e Apitz-Castro, 2012).

Ainda que os testes de TP e TTPa ndo demonstrem o que ocorre totalmente in vivo na
hemostasia, eles devem continuar sendo realizados como testes de triagem da hemostasia,
sobretudo para os disturbios de hipocoagulabilidade.

Avaliando-se o coagulograma verificou-se que 2 h apds a administragdo do veneno de M.
frontalis (grupo veneno) ocorreu uma diminuigao significativa de TTPa e D-dimeros. Todavia,
ndo houve diferenca significativa no TP e no numero de plaquetas entre tempos e grupos
(diferentes desafios).

A diminuigdo de D-dimeros no grupo de animais envenenados sugere uma agao
anticoagulante do veneno de M. frontalis. Os D-dimeros sdo originados apds coagulagdo, a qual
¢ ativada por uma lesdo vascular, gerando trombina. A trombina transforma o fibrinogénio em
fibrina. Porteriormente a fibrina ¢ degradada pelo sistema fibrinolitico em Produtos de
Degradagao da Fibrina (PDFs) precoces e tardios. Esses PDFs sdo degradados em fragmentos
menores de 240 kDa chamados de D-dimeros. A presenca de D-dimeros no plasma de um animal
¢ prova de uma fibrinolise consecutiva a ativagdo do Fator XIII da coagulagdo (Smith, 2010;
Baker, 2012). Este estudo ¢é pioneiro na dosagem de D-dimeros em plasma de animais
envenenados com peconha de M. frontalis. Nao se sabe qual o real mecanismo de acdo, mas essa
diminuigdo revela uma atividade anti-coagulante deste veneno, sendo necessarios mais estudos
para identificar o real mecanismo de agao.
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Tabela 5: Valores médios ¢ desvio padrdo do nimero de plaquetas/ul, TTPa (seg), TP (seg),
concentracdo de fibrinogénio (mg/dl) e d-dimero de cobaias de sangue de cobaias, antes TO
(Tempo zero) e 2h apds TF (Tempo Final) a inoculagdo de veneno Micrurus frontalis (grupo
veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
TP (seg) TO 75,80426,02 78,83+11,36
TF 79,20£19,57 77,33+6,12
TTPa (seg) TO 36,50+8.88 A 37,66+8.16
TF 26,11+4,96 Ba 38,66+£8,73 b
Fibrionogénio (mg/dl) TO 255453,94 233+26,99
TF 280+59,32 256+44,90
D-dimero (mg/L) TO 0,16+0,05 A 0,15+0,05
TF 0,11+0,04 B 0,13+0,05
Plaquetas (10/ul) TO 183+51,74 200+47,32
TF 165+48,39 200+30,80

Médias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitsculas iguais na coluna ndo
diferem entre si segundo andlise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

O TTPa é um exame utilizado para avaliagao dos mecanismos intrinsecos da coagulagao,
avaliando os Fatores XII, X1, IX, VIII, X, protombina e o fibrinogénio (Smith, 2010, Baker, 2012).
Como ocorreu uma diminui¢ao dos D-dimeros nos animais envenenados, sugere-se uma atividade
anti-coagulante do veneno de M. frontalis corroborando os resultados de TTPa nesses animais.

Avaliando o coagulograma do envenenamento por M. frontalis no presente estudo,
observa-se resultados bem diferentes de animais envenenados com outros tipos de serpentes,
como as do género Bothrops e Crotalus que atuam em varios sitios da cascata de coagulagdo,
aumentando TP e TTPa e diminuindo de forma significativa o fibrinogénio (Melo e Soto-Branco,
2014). Diferente de Francis et al., (1997), que verificaram agdes hipotensora ¢ hemorragica, da
fragdo PLA, do veneno da M. frontalis em ratos, ndo se observou qualquer tipo de hemorragia
nos animais deste experimento. Esses resultados corroboram a composi¢do do veneno de M.
frontalis, ja que 0 mesmo nao possui serinoproteases.

5.2.4. Perfil Bioquimico

O colesterol e suas fragdes LDL, VLDL e HDL e os triglicerideos diminuiram
significativamente nos animais envenenados no TF (Tab.6), o que ndo foi observado no grupo
controle. Esse fato, possivelmente se deve a fracdo PLA, presente no veneno da M. frontalis (Kini,
2002). A PLA,; catalisa e hidrolisa os ésteres de colesterol (Guyton ¢ Hall, 1998) ocorrendo uma
diminuigdo dos triglicerideos e do colesterol e suas fragdes no envenenamento por M. frontalis.
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Tabela 6: Valores séricos médios e desvio padrdo de colesterol total, HDL, LDL, VLDL, ALT,
FA, GGT e triglicerideos de cobaias no Tempo zero (T0O) e 2h ap6s Tempo Final (TF) a inoculagao
de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
Colesterol total TO 47,50+£10,70 A 50,00+8,63
(mg/dl) TF 10,60+5,92 Ba 51,18+8,68 b
HDL TO 3,81+£0,84 A 3,96+0,86
(mg/dl) TF 1,83+1,03 B, a 4,92+0,74 b
LDL TO 24,88+12,44 A 26,85+10,56
(mg/dl) TF 2,06£2,19 B, a 27,33£10,15b
VLDL TO 18,80+3,38 A 19,18+3,63
(md/dl) TF 3,76+3,74 Ba 19,85+3,59 b
ALT TO 94+30,53 A 90,66+11,43
(UI/L) TF 116+23,50 B 90,83+10,60
FA TO 84+61,59 72,16+16,29
(UI/L) TF 187+189,98 78,16+8,10
GGT TO 12+3,84 11,80+2,31
(UI/L) TF 9+3,55 10+1,26
Triglicerideos TO 94+16,91 A 90,16+9,78
(mg/dl)) TF 30+£12,54 Ba 94,50+8,87 b

M¢édias seguidas de letras minusculas iguais na linha ou letras maitisculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Tabela 7: Valores séricos médios e desvio padrao de CK, LDH e AST de cobaias, TO (Tempo
zero) e 2h apos TF (Tempo Final) a inoculagdao de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e
PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
CK TO 16271340 A 1464+689
(UI/L) TF 10399+2980 Ba 1443+565 b
LDH TO 878+318 A 757+269
(UI/L) TF 15721199 Ba 780+281 b
AST TO 118+60,97 A 84,66+13,33
(UI/L) TF 673+293 Ba 94,00+13,97 b

Meédias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitsculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Comparando-se o resultado de CK no grupo de animais envenenados no TO ¢ no TF por
M. frontalis, verificou-se um aumento significativo das enzimas ap6s o envenenamento (Tab.7).
A enzima CK ¢ importante para a avaliacdo de lesdes musculares da musculatura esquelética
(Thrall et al., 2012). Resultados semelhantes foram descritos no envenenamento de M.
surinamensis, no qual se observou um aumento significativo de CK e CK-MB corroborando o
presente estudo (Reis, 2017).
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Esse aumento de CK deve-se ao fato do veneno da M. frontalis ter uma agao miotoxica
direta nas fibras musculares. Estudos avaliando a cinética do CK descrevem que o pico sérico se
da em 6 al2 horas apo6s o agravo no musculo (Allison, 2012). Entdao, como o veneno da M.
frontalis elevou significativamente a enzima CK em apenas duas horas, pode-se inferir que entre
6 a 12 horas apos, os niveis séricos de CK estariam mais aumentados.

A enzima LDH ¢ encontrada nos eritrocitos, hepatocitos, masculo e cardiomidcitos, dessa
forma, LDH € um biomarcador sistémico do organismo por possuir ampla distribuicdo no mesmo.
E, também por este motivo, a avaliagdo de LDH deve ser realizada concomitantemente com os
outros resultados bioquimicos (Thrall et al., 2012). Nessa pesquisa, observou um aumento
significativo da enzima LDH nas cobaias apds administracdo do veneno de M. frontalis, sugerindo
lesdo muscular e corroborando com o aumento de CK.

Também houve aumento das enzimas AST e ALT (Tab.6) que apesar de ndo serem 6rgao
especificas, podem ter origem muscular e hepatica (Thrall et al., 2012). Salienta-se que o veneno
ofidico € metabolizado no figado, podendo justificar o aumento destas enzimas (Barraviera et al.,
1991). Todavia, foram dosadas as enzimas FA e GGT, enzimas presentes nos ductos biliares,
indicadoras de colangite obliterante. Como nao houve aumento destas enzimas, pode-se inferir
que o aumento da AST e ALT seja proveniente de lesdo muscular. Mas, as cobaias (Cavia
porcellus) apresentam uma particularidade: a atividade de AST e ALT em células cardiacas ¢é
equivalente a atividade hepatica (Campbell, 2012). Entdo, o aumento de ALT no grupo dos
animais envenenados pode ser decorrente da cardiotoxicidade do veneno de M. frontalis
confirmado pelo aumento de troponina I (lesdo miocardica) no TF, que serad descrito adiante.

Tabela 8: Valores séricos médios e desvio padrdo de ureia e creatinina de cobaias, TO (Tempo
zero) e 2h apos TF (Tempo Final) a inoculagdo de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e
PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
Ureia TO 58+12,98 56,83+4,30
(mg/dl) TF 69+24,68 55,16+£5,91
Creatinina TO 1,25+0,19 1,17+0,09
(mg/dl) TF 1,22+0,35 1,09+0,07

Meédias seguidas de letras mintisculas iguais na linha ou letras maitsculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

No presente estudo utilizou-se a dosagem de uréia e creatinina sérica para avaliagdo de
funcdo renal das cobaias (Campbell, 2012). Entretanto, ndo foram observadas variagdes
significativas (Tab.8) ap6s administracdo do veneno (no TF). Muitos venenos de serpentes sao
causadores de injurias renais por diferentes agdes. Seja devido a lesdo muscular, com liberagédo
de mioglobina na circulagdo, levando a um quadro de insuficiéncia renal aguda e diminui¢ao da
taxa de filtragdo glomerular (Braun e Lefebvre, 2003); seja por hipotensdo acentuada e abrupta
ou pela presencga de coagulos de fibrina (Melo e Soto-Branco, 2014). Entretanto, para melhor
avaliago da lesdo renal € necessaria a dosagem de uréia e creatinina por um periodo maior, além
de utilizar marcadores precoces de injuria renal como o GGT urinario.
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Tabela 9: Valores séricos médios e desvio padrdo de PCR, procalcitonina e glicose de cobaias,
TO (Tempo zero) e 2h apds TF (Tempo Final) a inoculagdo de veneno Micrurus frontalis (grupo
veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
PCR TO <5 <5
(mg/dl) TF <5 <5
Procalcitonina TO 0,11+0,02 0,12+0,03
(ng/dl) TF 0,1140,01 0,11£0,01
Glicose TO 116£15,83 A 115+13,48
(mg/dl) TF 157+52,85 Ba 115£11,03 b

Médias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitsculas iguais na coluna ndo
diferem entre si segundo andlise de regressdao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

A proteina C reativa (PCR) ¢ um marcador precoce de inflamacao (Thall et al. 2012).
Como nao houve alteragdo dos niveis de PCR nas cobaias apds inje¢do do veneno de M. frontalis,
estes resultados confirmam que o aumento do nimero de leucécitos totais nos animais
envenenados relatado anteriormente, seja decorrente de uma resposta frente a um quadro de
estresse (Tab.9). Ressalta-se que o método de dosagem de PCR utilizado, t€m sensibilidade
reduzida para detecgdo de baixos niveis de inflamagdo, sendo a concentragdo sérica minina de 5
mg/dL e, com apenas duas horas de envenenamento espera-se valores inferiores de PCR.

A procalcitonina (PCT) ¢ um pré-hormdnio que em condi¢des normais ndo ¢ detectado
no sangue, encontrado apenas no interior das célular C da tiredide, sendo um precursor da
calcitonina. A PCT pode ser encontrada na circulagdo em situagdes de estresse como em infecg¢des
disseminadas e processos inflamatorios extensos. Entretanto, sua deteccdo no sangue € apartir de
4 horas do evento, mantendo-se elevada por até 24 horas (Meisner et al., 1999). Verificou-se no
presente estudo que n3o houve aumento significativo da PCT apods inje¢do do veneno,
corroborando com os resultados de PCR.

Em relacdo a glicemia, verificou-se que houve aumento significativo de glicose nos
animais do grupo veneno no TF (Tab.9). Novamente, este resultado ¢ explicado pelo estresse
ocasionado pelo veneno de M. frontalis. O estresse leva a um aumento do cortisol circulante e,
consequentemente, uma hiperglicemia devido ao antagonismo do cortisol com os receptores de
insulina (Guyton e Hall, 1998).

5.2.4.1 Proteinograma e Ionograma
Analisando o proteinograma dos grupos nos dois momentos, observou-se uma reducao
das proteinas totais e suas fragdes albumina e globulina no grupo de animais envenenados no TF,

quando comparado ao TO (Tab.10). As proteinas exercem func¢des vitais no organismo, pois
participam da manutengdo da pressdo osmotica e viscosidade sanguinea, transportam substancias,
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fazem a regulagdo do pH sanguineo e participam da cascata da coagulacao sanguinea (Gonzélez
e Scheffer, 2003).

Quando se tem um processo inflamatério agudo, as proteinas de fase aguda que sdo
classificadas em positivas e negativas. As proteinas positivas sdo aquelas que a concentragao
plasmatica aumenta durante o processo inflamatorio e as negativas sdo aquelas que diminuem
(Gonzaélez e Scheffer, 2003).

Durante o processo inflamatério agudo temos a liberagao de diversas citocinas na corrente
sanguinea como as interleucinas IL1, IL6 e IL8, além de TNFa. O figado entdo produz diversas
substancias reagentes de fase aguda. Entretanto, hd uma redug@o na producao de outras proteinas,
denominadas de reagentes negativos da fase aguda como a albumina, fato que explica a redugao
da albumina no TF dos animais envenenados (Ritchie et al, 1999).

Observa-se a reducdo de albumina em diversas altera¢cdes metabolicas e fisioldgicas, a
sua redugdo pode ser pela baixa sintese desta proteina pelo figado, pode ser motivada pelas perdas
renais, intestinais ou cutaneas. Além dessas causas temos a subnutri¢ao, ma absor¢ao, a caquexia
e os processos inflamatorios agudos, como ¢ o caso verificado dos animais envenenados no TF
(Ritchie et al, 1999).

Reis (2017) ndo observou redugao das albuminas e das globulinas no seu experimento.
Portanto, pode-se inferir que o processo inflamatorio agudo da M. frontalis ¢ mais intenso que o
processo inflamatorio da M. surinamensis.

As gamaglobulinas sdo proteinas do sistema imunoldgico, que aumentam nos processos
infecciosos e ndo sao proteinas precoces de processo inflamatorio agudo, por este motivo nao se
espera o seu aumento no envenenamento de M. fontalis (Gonzalez e Scheffer, 2003).

O fato da relagdo A/G ter aumentado ¢ devido a uma maior diminui¢@o das globulinas em
relacdo as albuminas, como as globulinas sdo inversamente proporcionais a relagdo A/G, temos o
seu aumento significativo.

Tabela 10: Valores séricos médios e desvio padrio das proteinas totais, albumina, globulina,

relacao albumina/globulina (A/G) de cobaias, antes TO (Tempo zero) e 2h apds TF (Tempo Final)

a administracdo de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle)
Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
Proteinas totais TO 5,86+0,50 A 5,95+0,19
(g/dl) TF 421+0,67 B, a 5,70+0,26 b
Albumina TO 2,87£0,30 A 2,89+0,30
(g/dL) TF 2,15+0,32 B, a 2,87+0,30 b
Globulina TO 2,99+0,22 A 3,01+£0,22
(g/dL) TF 2,05£0,35 B, a 2,81+0,16 b
A/G TO 0,95+0,05 A 0,92+0,07
(g/dL) TF 1,05+£0,07 B, a 1,03+£0,14 b

Médias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitisculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.
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Tabela 11: Valores séricos médios e desvio padrdo dos eletrdlitos, calcio, foésforo, potassio, sodio
e cloro de cobaias, antes TO (Tempo zero) e 2h apds TF (Tempo Final) a administracao de veneno
Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
Calcio total TO 9,36+0,72 A 9,75+0,82
(mg/dL) TF 8,05+£0,75 B, a 9,78+0,29 b
Calcio ionico TO 5,48+0,30 5,70+0,46
(mg/dL) TF 5,27+1,10 5,70+0,26
Calcio total corrigido TO 10,15+0,80 10,70+0,64
(mg/dL) TF 9,23+1,76 a 10,50+0,35 b
Fosforo TO 8,78+2,80 A 7,71+0,77
(mg/dL) TF 11,68+2,00 B, a 7,70+0,60 b
Potassio TO 8,15+1,22 A 6,90+0,60
(mmol/L) TF 6,25+1,60 B 6,01+0,88
Sédio TO 159+8.,07 A 158+8,66
(mmol/L) TF 151+7,52 B, a 158+9,12 b
Cloro TO 121£18.25 A 119+15,76
(mEq/L) TF 107+£23,90 B 118+12,27

Meédias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitsculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

O calcio foi avaliado de trés formas, calcio total, calcio total corrigido e o calcio i6nico,
contudo ndo houve diferenca estatistica entre o TO e o TF de ambos os grupos (Tab.11). S6 houve
diferenca significante comparando o TF de ambos os grupos para o calcio total e o calcio
corrigido.

O célcio total estd vinculado cerca de 40-45 % as proteinas plasmaticas, principalmente
a albumina, por este motivo quando ha uma reducao significativa das albuminas espera-se que o
calcio total sérico também reduza (Bohn, 2012). Avaliando os resultados de calcio total, observa-
se uma reducdo significativa entre o TO e o TF dos animais do grupo veneno, devido a menor
circulagdo de calcio ligado as albuminas pelo processo inflamatdrio. Como o calcio corrigido ¢
diretamente proporcional aos valores de céalcio total, consequentemente ocorre sua reducdo. Como
os valores de referéncia para calcio variam de 8,2-12,0 mg/dl, percebe-se que os valores médios
encontrados nos animais do grupo veneno e controle, estdo dentro da normalidade (Campbell,
2012).

Outros eletrélitos que tiveram alteragdes significativas entre o TO e o TF, foram o potassio
e o0 sodio. O potassio apresentou um aumento entre o TO e 0 TF no grupo controle e o sodio teve
uma reducdo entre os dois momentos no grupo de animais envenenados (Tab.11).

Em cobaias, os valores de referéncia para o fosforo variam de 3,0-7,6 mg/dl (Campbell,
2012). Quando se avalia os valores encontrados tanto no grupo e no grupo de animais
envenenados, pode-se verificar que os valores estdo acima dos descritos por Campbell (2012).
Reis (2017) relatou valores para fosforo superiores aos de Campbell (2012). O aumento do fosforo
pode ser relacionado ao inicio de uma injuria renal, pois a sua excre¢ao diminuiu com a redugdo
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da taxa de filtragdo para equilibrar o balango de calcio e fosforo (Rosol e Carpen, 1996; Martos
etal., 2012).

O sddio reduziu significativamente no grupo de animais envenenados no TF e, esta
diminui¢do, pode ser explicada pelo estresse provocado pela inoculacdo do veneno de M.
frontalis. Numa situacdo de estresse ha aumento do horménio da vasopressina circulante e
consequentemente um aumento da excrecdo de sédio pela urina (Sttele et al, 1997). Outro
mecanismo que explicaria essa diminui¢do ¢ a injuria renal causada pelo veneno de M. frontalis,
pois nos casos de insufici€éncia renal aguda oligirica ha uma diminui¢do de sodio circulante
devido as lesdes renais e a maior excrecao de sodio pelos rins (Sterns e Silver, 2008).

O potassio e o cloro apresentaram uma diminuicao significativa nos animais envenenados
noTF. A reducdo do potassio, muito provavelmente, deve-se a liberagdo de catecolaminas pelo
estresse apO6s o envenenamento. As catecolaminas agem via receptores [(2-adrenérgicos,
promovendo a entrada de potassio nas células por aumento da atividade da Na-K-ATPase. Como
consequéncia, pode ocorrer hipocalemia transitoria com liberagdo de adrenalina (Narins et al.,
1993).

O cloro também apresentou uma redugdo significativa nos animais envenenados noTF, e
essa reducao pode estar relacionada ao seu desvio, do meio extracelular para o intracelular, como
0 que ocorre na acidose respiratoria compensada, pois os animais envenenados apresentaram
paralisia do diafragma e consequentemente acidose respiratoria. Também deve-se destacar que a
nefropatia com perda de sddio ocasionada pelo veneno de M. frontalis, pode levar a uma redugao
do cloro circulante (Morais ¢ Biondo, 2007).

5.2.4.2 Biomarcadores cardiacos

Existem varios biomarcadores cardiacos disponiveis, alguns de lesdo cardiaca ou necrose
e outros de fun¢do cardiaca. Os principais biomarcadores de lesdo cardiaca sdo: creatinoquinase
isoenzima MB e as troponinas I, T e C; e o biomarcador de func¢do cardiaca ¢ o peptideo
natriurético tipo B (BNP) (Scheiber, 2004).

A creatinoquinase isoenzima MB ¢ derivada da creatinoquinase CK total, sendo esta uma
enzima reguladora da produgdo e utilizacdo do fosfato de alta energia dos tecidos contrateis,
principalmente a musculatura. A CK total é composta por duas subunidades denominadas M e B,
formando assim trés isoenzimas denominadas de creatinoquinase isoenzima MM (CK-MM),
creatinoquinase isoenzima BB (CK-BB) e a creatinoquinase isoenzima MB (CK-MB) (Britton,
1980). A fragdo CK-BB esta presente no cérebro, a CK-MM, nos musculos esquelético e cardiaco
e a CK-MB, principalmente no coragdo. A CK-MB esta no miocardio, no qual representa cerca
de 20% da CK contra 8§0% de CK-MM. A CK-MB também est4 presente no musculo estriado
esquelético, embora em pequena propor¢do (entre 1% e 4%, sendo o restante CK-MM)
(Thompson, 1997; Valberg, 2008).

A fracado CK-MB tem sido utilizada como exame complementar para o diagnostico de
lesdao cardiaca, entretanto, pode ser encontrada levemente alterada em pessoas ¢ animais
saudaveis. Todavia, o seu aumento sérico deve-se a lesdo do musculo esquelético, seja este
cardiaco ou nao, e por este motivo a isoenzima CK-MB nao ¢ especifica de lesdo cardiaca e sim,
sugestiva (Piegas et al., 2009).

Ap6s a lesao muscular ocorre uma elevagdo da CK-MB entre 3-6 horas atingindo o pico
entre 16-24 horas apos a lesdo. Devido a essa cinética, o aumento temporal de CK-MB néo pode
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ser utilizado como um marcador precoce de lesdo cardiaca, j& que nao detecta o aumento nas trés
primeiras horas (Panteghini, 1998). Todavia, mesmo nao sendo um marcador precoce de injuria
cardiaca, na espécie Cavia porcellus verificou-se que pode ser utilizado como marcador precoce
de lesdo cardiaca pois houve um aumento significativo (129%) de CK-MB nas duas primeiras
horas de envenenamento por M. frontalis (Tab.12). Desta forma, esse resultado corrobora o
achado de Reis (2017), que também detectou um aumento precoce de CK-MB em cobaias apds
envenenamento experimental por M. surinamensis.

A lesdo muscular deve-se a acdo miotdxica do veneno da M. frontalis, causada pelas PLA;
que atuam diretamente no sarcolema, desta forma levando a um aumento da concentracdo de
célcio citosdlico e, consequentemente, uma hiperconcentracdo dos microfilamentos, com danos
mitocondriais e ativacdo de fosfolipases dependentes de célcio e, posterior necrose tecidual
(Gutierrez et al.,1983; Arroyo et al., 1987; Mebs, 1990).

Além da fracdo de PLA: do veneno da M. frontalis ser cardiotoxica, esse possui outra
fracdo, denominada de cardiotoxina, que estd presente na fragdo 3FTx. A cardiotoxina age
diretamente nas células cardiacas formando poros nas membranas celulares e desta forma
rompendo os cardiomiéticos, aumentando troponina | e CKMB (Moreira et al., 2010).

Naio se pode afirmar, apenas com a dosagem de CK-MB, que os envenenamentos de M.
frontalis e M. surinamensis causam lesdo cardiaca, pois observa-se CK-MB em outras
musculaturas do corpo. Entretanto, esses resultados sao bem sugestivos de necrose cardiaca. Para
confirmar essa suspeita, o ideal é avaliar os resultados de troponina I sérica. Contudo, houve
aumento significativo de troponina I, duas horas ap6s a inoculagdo do veneno M. frontalis. Como
a troponina I é considerada o biomarcador padrdo ouro para o diagnéstico de lesdo cardiaca
(Thygesen, 2007), conclui-se que o veneno de M. frontalis causa lesdo cardiaca com o aumento
significativo de CK-MB e troponina I.

As troponinas (Tn) contituem trés isoformas tecidos especificos denominados de
troponina I (Tnl), troponina T (TnT) e troponina C (TnC). A troponina I (subunidade inibidora da
actina), troponina T (subunidade ligada a miosina — tropomiosina) e a troponina C (subunidade
ligada ao calcio e reguladora da contragdo). A troponina C ¢ encontrada em tecidos de contragao
lenta, portanto nao esta presente na musculatura cardiaca, e ndo ¢é relevante para o diagnostico
precoce de lesao cardiaca (Adams et al. 1993).

Nos estudos realizados com a Tnl ndo foi possivel encontrar qualquer nivel dessa proteina
fora do coracdo, em qualquer estagio de desenvolvimento do organismo. De forma contraria, a
TnT pode ser detectada no plasma de individuos com doenc¢a musculo esquelético. Desta forma,
a troponina I ¢ considerada o biomarcador padrdo ouro para o diagndstico de lesdo cardiaca
(Adams et al. 1993, Bodor et al. 1995, Thygesen, 2007).

O nivel sérico da troponina | comeca a se elevar apds duas ou trés horas da lesao cardiaca,
alcangando o seu pico maximo dentro 12,2 & 4,6 horas como descrito por Bertichant et al., (1993).
Desta forma pode-se extrapolar, que os niveis de troponina I encontradas nos animais ap6s duas
horas de envenenamento, aumentardo temporalmente até o pico maximo de 12 horas.
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Tabela 12: Valores séricos médios e desvio padrao da CK-MB, troponina I ¢ BNP, antes TO
(Tempo zero) e 2h apds TF (Tempo Final) a administragdo de veneno Micrurus frontalis (grupo
veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
CK-MB TO 312+68,42 A 308+58,79
(UI/L) TF 717+423,27 Ba 324+31,96 b
Troponina I TO 0,11+0,04 A 0,10+0,00
(ng/ml) TF 0,89+0,89 Ba 0,11+£0,04 b
BNP TO <18Cc <18Cc
(ng/L) TF <18Cc <18Cc

M¢édias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitisculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Além da CK-MB e da troponina I, foi realizada a mensuracdo sérica do peptideo
natriurético tipo B (BNP). Todavia, ndo houve aumento significativo deste biomarcador apos o
envenenamento, apresentando-se indetectavel no periodo realizado (Tab.12).

O BNP ¢ considerado marcador cardiaco para insuficiéncia cardiaca descompensada,
aumentando quando o paciente apresenta alteragdes na funcdo cardiaca. O BNP ¢ um
neurohorménio secretado pelos ventriculos em resposta a expansao de volume e sobrecarga de
pressdo. Seus niveis estdo correlacionados com medidas hemodinamicas, tais como: pressao atrio
direito, pressdao capilar pulmonar e a pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo (Maisel,
2001).

Outras situagdes como a sindrome isquémica aguda, insuficiéncia renal aguda, fibrilagcao
atrial, doen¢a pulmonar obstrutiva cronica e embolia pulmonar podem cursar com BNP dentro de
uma zona superior ao de normalidade, entretanto proximas do limite superior (Bettencourt et al.,
2002, Maisel et al., 2002.)

Como os valores de BNP mantiveram-se indetectaveis nos exames duas horas apds o
envenenamento por M. frontalis e, como esse ¢ um biomarcador precoce de fun¢ao cardiaca,
aumentando nas primeiras horas e atigindo o pico com 24 horas (Ogawa et al., 2006), pode-se
inferir que o veneno de M. frontalis ndo causou alteragdes de fungdo cardiaca como hipertensao
pulmonar, nem aumento da pressdo interatrial e interventricular.

5.3 Eletrocardiograma

Todas as cobaias, no tempo zero, apresentaram um ritmo regular sinusal (Fig.12), sendo
este um ritmo fisioldgico para o coragdo, com a presenga de uma onda P precedida por um
complexo QRS (Tilley, 2004). Este ritmo tolera uma variagdo de até 10% entre os intervalos RR,
e caso haja um intervalo maior de 10 % entre RR, denomina-se de arritmia sinusal. Contudo,
todos os animais apresentaram seus intervalos RR dentro dos 10 % de variagdo (Tilley, 2004,
Ware, 2010).
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Figura 12. Tracado eletrocardiografico evidenciando o ritmo sinusal de cobaia (animal 5) do
grupo veneno (Tempo zero). Derivagdo D2, 25 mm/s, N.

Além da avaliagdo do ritmo no eletrocardiograma, também ¢ importante avaliar a
morfologia, duracdo e amplitude das ondas e seus respectivos intervalos. Realizando essa
avaliagdo, verificou-se que nos animais envenenados com M. frontalis houve um aumento
significativo (p<0,05) do intervalo QT em relacdo ao tempo zero (T0).

O intervalo QT ¢ definido como a medida do inicio do complexo QRS até o final da onda
T, sendo inversamente proporcional a frequéncia cardiaca. Este intervalo representa a duracdo
total da atividade elétrica ventricular e ¢ influenciado diretamente pela frequéncia cardiaca, pelo
tonus do sistema nervoso auténomo, anormalidade do sistema nervoso central, alteragdes
eletroliticas e, secundariamente ao prolongamento do QRS (Ware, 2010).

Tabela 13: Média e desvio padrdo de medidas das ondas P (ms e mV), R (mV) ¢ T (mV);
intervalos PR (ms), QT (ms); complexo QRS (ms), angulo QRS (°) e FC (frequéncia cardiaca)
(bpm) obtidas a partir do exame eletrocardiografico de cobaias, antes TO (Tempo zero) e 2h TF
(Tempo Final) apds a administracao de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA
(grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
Onda P TO 25,50+4,13 25,304+2,42
(ms) TF 29,66+7,47 26+2,75
Onda P TO 0,069+0,026 0,064+0,011
(mV) TF 0,046+0,029 0,067+£0,012
Intervalo PR TO 59,334+9,93 57,66£7,55
(ms) TF 71,16+£14,94 59,33+7,57
Complexo QRS TO 36,66+5,50 37,83+4,95
(ms) TF 37,16+4,87 38,50+6,86
Onda R TO 0,514=+0,145 0,499+0,068
(mV) TF 0,380+0,175 0,492-+0,095
Periodo QT TO 123+14,92 A 1204+9.21
(m/s) TF 136£11,99 B 123+8,80
Periodo QTc TO 264+25,74 270+11,58
(m/s) TF 277£18,30 276+25,46
Onda T TO 0,080+0,068 0,074+0,035
(mYV) TF 0,091+0,066 0,072+0,057
Angulo QRS TO 36,33+£2,25 A 34,50+2,88
©) TF 33,33+1,75 B 34,16+2,13
FC TO 282+54 301422
(bpm) TF 253+49 301426

Médias seguidas de letras minusculas iguais na linha ou letras maiusculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.
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Os animais envenenados com M. frontalis nao apresentaram diferencas estatisticas em
relacdo a frequéncia cardiaca, e desta forma nao ocorreu interferéncia direta do resultado pela
diminui¢cdo da frequéncia cardiaca, ja que essa ¢ inversamente proporcional ao intervalo QT.
Entretanto Reis, (2017) descreveu uma diminui¢do da frequéncia cardiaca significativa nos
animais envenenados com M. surinamensis, o que nao foi evidenciado no estudo com M. frontalis.

Além do veneno de M. surinamensis, Weis e Mclsaac, (1971), relataram que o veneno de
M. fulvius ocasionou uma diminui¢do da frequéncia cardiaca em gatos anestesiados, além do
decréscimo da pressao arterial sistémica e onda T bifasica, sugestivas de um QT prolongado e,
presenca de complexos ventriculares prematuros.

O QT aumentado nos animais envenenados com M. frontalis deve-se as alteracdes
eletroliticas ocasionadas pelo veneno M. frontalis e suas porgdes cardiotoxicas como as PLA; e
as cardiotoxinas presentes na fracdo 3FTx. Pois quando ocorre lesdo miocardica, como
comprovado pelo aumento de troponina I, t€ém-se lesdes nas membranas plasmaticas dos
cardiomioticos e, consequentemente alteragdes eletroliticas. Nesse experimento foi observado um
aumento de potassio sérico. A hipercalemia leva a uma diminui¢ao da excitabilidade do miocardio
e, consequentemente ocorre um maior intervalo de despolarizagdo e repolarizagdo ¢ aumento do
intervalo QT (Juzado, Pérez e Diez, 2012).

Além da diferenga significativa entre o intervalo QT no TO e TF, foi verificado uma
mudanga de eixo cardiaco. O eixo cardiaco representa o vetor resultante da somatoria dos varios
vetores elétricos que ocorrem em determinada fase do ciclo cardiaco. Apesar de se observar uma
pequena diminuicao do eixo cardiaco, essa foi significativa (p <0,05), podendo estar associada a
diminui¢do da fracdo de encurtamento do coragdo. Isso leva a uma mudanga morfologica do
coragdo com o relaxamento maior das fibras cardiacas. Todavia, deve ser salientado que, ambos
os valores sao clinicamente normais (Tilley, 2004).
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Tabela 14: Alteracdes eletrocardiograficas encontradas em cobaias, antes (Tempo zero) e 2h TF
(Tempo Final) apos a inoculacao de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo
controle)

ANIMAIS TO TF
Animais 1 Sem alteracdes Extrassistole ventricular (20 min)
Animais 2 Sem alteracdes Extrassistole ventricular (45 min)
Animais 3 Sem alteracdes Extrassistole ventricular (52 min)
Animal 4 Sem alteracdes Extrassistole ventricular (37 min)
Animal 5 Sem alteracdes Extrassistole ventricular (58 min)

Reducado da amplitude a onda R (1h 30 min
Animais 6 Sem alteracdes Extrassistole ventricular (34 minutos)

Grupo controle Sem alteragdes Sem alteragoes

Avaliando-se ainda as morfologias de ondas, verificou-se apenas no animal 5, uma
reducdo da amplitude da onda R, comparando o tempo zero e 1 hora e 30 minutos apods a
inoculacdo do veneno, como demonstrado na Figura 13.

Figura 13. Tragado eletrocardiografico com amplitudes de onda R reduzidos (animal 5) do grupo
veneno (Tempo final). Derivagao D2, 25 mm/s, N.

A principais causas de complexos QRS com amplitude reduzida sdo: derrame pericardico,
hipotireoidismo, derrame pleural, doenga pulmonar obstrutiva, pneumotérax, obesidade e
anasarca (Tilley, 2004). Nao foram observadas efusdes pericardica ou pleural durante a necropsia
dos animais. Por ser uma alteracdo apds o envenenamento por M. frontalis descartou-se
obesidade, anasarca, hipotireoidismo e doenga pulmonar obstrutiva, pois ocorreu uma reducao
plasmatica dos D-dimeros. Esse achado pode ser apenas uma alteracdo individual, mas que
merece atengdo especial em futuros estudos eletrofisioldgicos com o veneno de M. frontalis.
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Outra alteracdo eletrocardiografica encontrada em 100% dos animais envenenados foi a
presenca de extrassistoles ventriculares (Figs. 14, 15, 16 e 17). Essa alteragao foi observada com
apenas 20 minutos apos a inoculacdo do veneno de M. frontalis (Fig. 14)

Figura 14. Extrassistole ventricular (ou complexo ventricular prematuro) apresentado pelo
animal 1 do grupo veneno ap6s 20 min da administragao do veneno de M. frontalis. Derivacao
D2, 25 mm/s, N.

Figura 15. Extrassistole ventricular (ou complexo ventricular prematuro) apresentado pelo
animal 6 do grupo veneno apds 34 min da administracdo do veneno de M. frontalis. Derivagao
D2, 25 mm/s, N.

Figura 16. Extrassistole ventricular (ou complexo ventricular prematuro) apresentado pelo
animal 4 do grupo veneno apds 37 min da administracao do veneno de M. frontalis. Derivagdo
D2, 25 mm/s, N.

Figura 17. Extrassistoles ventriculares (ou complexo ventricular prematuro) apresentado pelo
animal 2 do grupo veneno apods 45 min da administracao do veneno de M. frontalis. Derivagdo
D2, 25 mm/s, N.

O rapido aparecimento das extrassistoles ventriculares demonstra a acdo precoce do
veneno de M. frontalis sobre a musculatura cardiaca, também verificado pelo aumento de
biomarcadores cardiacos precoces, como a troponina I e CK-MB.
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Geralmente, as extrassistoles ventriculares em envenenamentos, estdo associadas a danos
nas fibras musculares cardiacas pela atividade miotoxica e pelo comprometimento da perfusao
dos tecidos cardiacos. Neste experimento, o veneno de M. frontalis apresentou evidente atividade
cardiotoxica, com aumento da troponina I. Essa cardiotoxicidade pode ser explicada pela presenca
das fracdes 3FTx e PLA; presentes no veneno de M. frontalis. Ressalta-se que a cardiotoxina,
fragdo que faz parte da toxina 3FTx, atua diretamente na membrana plasmatica dos
cardiomiocitos, rompendo-a, além da agdo da PLA; que atuam diretamente no sarcolema, levando
a um aumento da concentragdo de calcio citosélico e, consequentemente, uma hiperconcentracao
dos microfilamentos, causando danos mitocondriais ¢ a ativagao de fosfolipases dependentes de
calcio (Gutierrez et al., 1983; Arroyo et al., 1987; Mebs, 1990; Moreira et al., 2010).

A presenca de extrassistoles ventriculares também foi descrita por Reis (2017), no
envenenamento experimental por M. surinamensis, que relatou outras arritmias cardiacas como
os bloqueios atrioventriculares de I, I e III grau, as quais ndo foram observadas nos animais
envenenados por M. frontalis.

5.4 Ecocardiograma

Para a realizagdo do ecodopplercardiograma das cobaias realizou-se um aperfeigoamento
e adaptacdo da técnica, pois ndao existem publicacdes, nem valores de normalidade para o
ecodopplercardiograma nessa espécie. As figuras 18, 19, 20, 21,22, 23 e 24 demonstram imagens
e medidas de normalidade para a cobaia.

BF 7.5 MHZ G 52%
D 7 cm XV C
PRC 6-3-L PRS A
PST 4

PAO23FEL PA023

VENTRICLE

MITRAL

Figura 18. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus, realizando o corte paraesternal
longitudinal, visualizando-se o septo interventricular, valva mitral e os folhetos septal e parietal,
atrio esquerdo e ventriculo esquerdo.
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Figura 19. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus, realizando-se modo M no corte
paraesternal do ventriculo esquerdo, ao nivel dos musculos papilares, o septo interventricular
aparecera na parte superior do monitor, o musculo papilar postero-medial a esquerda e o antero-
lateral a direita, enquanto que a parede livre do ventriculo esquerdo, na regido inferior do monitor.

PAO23FEL PAO23

D1 2.1 mm

Figura 20. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus, realizando-se modo M no corte
paraesternal do ventriculo esquerdo, ao nivel da valva mitral para mensurar a distancia do ponto
E do ao septo interventricular.
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Figura 21. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus, realizando-se corte paraesternal
transversal ao nivel da valva aortica para avaliar a relagdo atrio esquerdo/aorta.
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Figura 22. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus, realizando-se corte paraesternal
transversal ao nivel da valva aortica para avaliar com o doppler pulsado o fluxo pulmonar.

63



PW F 5.0 MHz G 79%
PRF 16.7kHz

PAO23FEL PAO023

-0.79 m/s

4 s ‘ ) —1.28‘

Figura 23. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus, realizando-se corte apical cinco
camaras para avaliar por doppler pulsado o fluxo adrtico.

PAO23FEL PA023

0.31 m/s
0.26 m/s

PRk A : _ ; ‘ -1.03.
Figura 24. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus, realizando-se corte apical cinco
camaras para avaliar por doppler pulsado onda E e onda A da valva mitral.

64



A Tabela 15 demonstra os valores ecocardiograficos de cobaias no tempo zero e duas
horas apos o envenenamento por M. frontalis.
Tabela 15: Média e desvio padrio de medidas do septo interventricular em sistole e diastole,
cavidade do ventriculo esquerdo em sistole e diastole, parede livre do ventriculo esquerdo em
sistole e diastole, fragao de encurtamento, fracdo de eje¢ao, distancia do ponto E ao septo, atrio
esquerdo, aorta, relacdo atrio esquerdo/aorta, pico de velocidade da onda E mitral, pico de
velocidade da onda A mitral, relacdo onda E/A, pico de velocidade do fluxo adrtico e pico de
velocidade do fluxo pulmonar de cobaias, antes TO (Tempo zero) e 2h TF (Tempo Final) apds a
inoculacdo de veneno Micrurus frontalis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Grupos/desvio padrao

Parametros Momentos Veneno Controle
Septo D TO 2,71+0,33 2,55+0,53
(mm) TF 2,86+0,60 2,75+0,32
Cavidade Vent. E/D TO 7,68+1,51 7,20+0,91
(mm) TF 7,11+1,69 6,98+0,24
Parede Vent. E/D TO 2,93+0,68 3,15+0,76
(mm) TF 3,20+0,64 3,13+0,26
Septo S TO 3,75+0,48 3,66+0,47
(mm) TF 3,93+0,92 3,45+0,38
Cavidade Vent. E/S TO 3,86+0,40 A 3,65+0,56
(mm) TF 4,55+1,41 B 3,38+0,29
Parede Vent. E/S TO 4,48+0,54 A 4,26+0,74
(mm) TF 3,58+0,79 B 4,15+0,61
Fracao Encurtamento TO 49.16+4,44 A 49,83+3,16
(%) TF 37,16+10,59 B, a 51,504+4,67 b
Fracao Ejecao TO 85+30,53 A 85+2,42
(%) TF 71+£12,84 B, a 86+3,38 b
Distancia E TO 1,27+0,56 1,23+0,28
(mm) TF 1,35+0,25 1,21+0,27
Atrio E TO 5,93+0,31 6,0+0,40
(mm) TF 6,18+0,79 5,90+0,33
Aorta TO 5,46+0,39 A 5,18+0,33
(mm) TF 4,65+0,23 B, a 5,18+0,17 b
Relacao AE:Ao TO 1,09+0,10 A 1,16+0,09

TF 1,33+0,16 B, a 1,14+0,05 b
Onda E Mitral TO 0,72+0,27 A 0,82+0,20
(m/s) TF 0,55+0,21 B 0,8140,21
Onda A Mitral TO 0,42+0,14 A 0,49+0,16
(m/s) TF 0,66+0,27 B 0,55+0,11
Relagao onda E/A TO 1,71£0,46 A 1,724+0,26

TF 0,92+0,45 B, a 1,44+0,14 b
Fluxo Aorta TO 0,82+15,83 0,87£13,48
(m/s) TF 0,95+52,85 0,85+11,03
Fluxo Pulmonar TO 1,04+0,17 A 1,13+£0,16
(m/s) TF 1,88+0,11 B, a 1,13+0,08 b

Médias seguidas de letras mintsculas iguais na linha ou letras maitisculas iguais na coluna nao
diferem entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.
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Ao realizar o ecodopplercardiograma das cobaias, no modo M, no corte paraesternal do
ventriculo esquerdo, ao nivel dos muiisculos papilares no tempo zero (T0) e duas horas apds de
envenenamento de M. frontalis (no tempo final), verificou-se um aumento da cavidade do
ventriculo esquerdo, uma diminui¢do da espessura da parede livre do ventriculo esquerdo, e,
consequentemente, uma diminuicdo da fragdo de encurtamento de 24,4% (Fig. 25). Também,
observou-se uma diminui¢o da fragdo de ejecdo cardiaca, justificando a a¢@o inotropica negativa
do veneno de M. frontalis sobre a musculatura cardiaca. O efeito inotrdpico negativo, com
diminui¢do da contratilidade cardiaca e o seu potencial de agdo, em gatos envenenados pelo
veneno de M. fulvius foi descrito por Weis e Mcisaac (1971).

A fracdo 3FTx do veneno das Micrurus é composta por varias proteinas biologicamente
ativas, dentre elas temos as calciseptinas que sdo antagonistas dos receptores de calcio tipo L
(Kini, 2002). Sabe-se que potencial de agdo cardiaco exibe um “platd” de varias centenas de
milissegundos de duragdo com posterior despolarizagdo rapida inicial. E durante esse platd que
os canais de calcio dependente voltagem tipo L sdo importantes, pois permitem a entrada de
célcio** no interior da célula. Essa entrada de célcio inicial é que o ativa os receptores de rianodina
(RyR) para a liberagdo de calcio®" pelo reticulo sarcoplasmatico. Esse processo fisiologico
denominado de amplificagdo de calcio induzida por calcio € o que permite a indugdo da contragdo
cardiaca (Bers, 2001, Rang et al., 2004; Bodi et al., 2005).

Como as calciseptinas bloqueiam os receptores de calcio dependente voltagem tipo L,
ocorre relaxamento da musculatura e diminuigdo da contragao cardiaca como descrito por Weis ¢
Mcisaac, (1971) em gatos envenenados por M. fulvius e em cobaias envenenadas por M. frontalis,
verificado nesta pesquisa.

Figura 25. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus no envenenamento por M. frontalis no
tempo zero (Figura A) — A e tempo final (Figura B), duas horas apos, realizando-se modo M no
corte paraesternal do ventriculo esquerdo, ao nivel dos musculos papilares, demonstrando a
diminuigao da fracdo de encurtamento e fragdo de eje¢do no envenenamento.
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Quando se compara a composic¢ao do veneno de M. frontalis com a de M. fulvius, verifica-
se que a fracdo 3FTx € maior quantitativamente que a PLA, na M. frontalis, entretanto a fragdo
PLA; ¢ maior quantitativamente que a fragdo 3FTx na M fulvius (Lomonte et al., 2016). Como as
calciseptinas encontram-se na fragdo 3FTx (Kini, 2002), ha uma maior probabilidade do veneno
de M. frontalis ter uma atuacao inotropica negativa na musculatura cardiaca, mais efetiva que a
M. fulvius.

Outras proteinas importantes do veneno de M. frontalis presentes na fragao 3FTx sdo as
a-neurotoxinas, as quais sdo antagonistas colinérgicos (Paterson e Nordberg, 2000; Tu et al.
2002). O sistema nervoso parassimpatico ¢ o responsavel pela modulacdo da atividade cardiaca
através na inervagdo do coracdo pelo nervo vago (Levy, 1977), o qual libera acetilcolina. Esse
neurotransmissor liga-se ao seu receptor muscarinico (M2) que ¢ acoplado a uma proteina Gi,
promovendo a inibigdo da atividadeda ciclase de adenilil, reduzindo os niveis de AMPc e,
consequentemente, exerce uma atividade inotropica negativa (Levy, 1977; Rang, 2004).

Espera-se que as a-neurotoxinas antagonistas colinérgicos causem um efeito inotropico
positivo, pois bloqueiam a atividade do sistema nervoso parassimpatico no coragdo (Paterson e
Nordberg, 2000; Tu et al. 2002). Entretanto essa atividade inotropica positiva ndo foi verificada
no presente estudo com M. frontalis, nem relatado por Weis e Mcisaac (1971) com o veneno de
M. fulvius. Provavelmente, as a-neurotoxinas provocam um efeito inotropico positivo no coracao.
Contudo, o efeito inotropico negativo das calciseptinas deve anular esse efeito positivo se
sobressaindo, verificando-se apenas um efeito negativo do veneno de M. frontalis.

Observou-se no ecodopplercardiograma outras alteragdes significativas (p<0,05), como a
diminui¢do do didmetro da aorta e o aumento da velocidade do fluxo pulmonar (Fig. 26),
sugerindo uma diminuicdo do didmetro da artéria pulmonar (Boon, 2011).

A vasocontricdo observada na artéria pulmonar e na artéria adrtica pode estar associada a
uma resposta do sistema nervoso simpatico, frente a hipotensdo causada pelo veneno de Micrurus,
como descrito por Weis ¢ Mcisaac, (1971) no estudo com M. fulvius. A hipotensdo pode ser
explicada pela diminui¢@o da contragdo cardiaca, ocorrendo consequentemente, uma diminui¢ao
da pos-carga, levando a uma vasoconstricdo reflexa para a manutengdo da pressdo arterial
sistémica (Guyton e Hall, 1998).

A

Figura 26. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus no envenenamento por M. frontalis no
tempo zero (figura A) e tempo final (figura B), duas horas ap0s, realizando-se corte paraesternal
transversal ao nivel da valva aortica para avaliar com o doppler pulsado o fluxo pulmonar
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Na avaliac¢do do fluxo transmitral em via de entrada de ventriculo esquerdo verificou-se
uma diminui¢do da relacdo da onda E:A devido a uma diminui¢do da onda E € um aumento da
onda A no tempo final (TF) dos animais envenenados com M. frontalis (Fig. 27).

As ondas E e A, que representam, respectivamente, a fase de enchimento rapido (E) e a
fase de contragdo atrial (A), separadas pelo periodo de diastase. Em individuos jovens normais
existe uma tendéncia a se encontrar ondas E relativamente maiores que a onda A (Bonn, 2011).

Nos animais envenenados com M. frontalis foi observado uma diminuicao da fragdo de
encurtamento, o que reduziu a pds carga cardiaca e, consequentemente, causou alteragdes na pré-
carga cardiaca, até uma estabilizacdo do organismo. As variagdes de carga cardiaca apresentam
sensivel influéncia no padrao de fluxo transmitral, sobretudo a pré-carga, a qual parece ter grande
influéncia na onda E. Foi demonstrado que administragao de nitroglicerina provoca diminui¢ao
do pico de velocidade da onda E. Desta forma, observa-se que a hipotensao leva a uma reducao
da velocidade de pico da onda E (Choong et al., 1998).

Outra alteragdo observada nos animais envenenados foi o padrao respiratorio. Existem
alteragoes fisioldgicas da pressao intratoracica que ocorrem durante a respiracao, entretanto, os
animais estavam apresentando angustia respiratoria devido a paralisia flacida da musculatura do
diafragma caudado pelas a-neurotoxinas (Kini, 2002). Desta forma essa respira¢do patologica
pode ter levado a alteragdes no fluxo transmitral, pois durante a inspiragdo, com a diminuigdo da
pressdo intratoracica, pode ocorrer a diminuicdo da relagdo E:A, devido a reducdo de pré-carga,
diminuindo o componente de enchimento rapido (onda E) (Diabestani et al., 1988, Rigg ¢ Snider,
1989).

Figura 27. Ecodopplercardiograma de Cavia porcellus no envenenamento por M. frontalis no
tempo zero (figura A) e tempo final (figura B), duas horas apos: corte para avaliacdo do fluxo
transmitral em via de entrada de ventriculo esquerdo, no qual verificou-se uma diminuig¢do da
relacdo da onda E:A no tempo final (TF) comparado com o tempo zero (T0).
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5.5 Avaliaciio anatomopatolégica

5.5.1 Microscopia optica

Realizou-se microscopia optica do coracdo, rim, figado e pulmao do grupo controle e dos
animais envenenados.

Na avalia¢@o do coragao (Fig. 28 e 29), observou-se em 100% dos animais envenenados,
presenca de discreta congestdo multifocal e discreta hiper-eosinofilia multifocal das fibras
cardiacas, sugerindo um processo degenerativo. Também foram visualizados vactiolos
intracitoplasmaticos, citoplasma rarefeito multifocal discreto, além da presenga de imagem de
area normal com fibras longitudinais.

Figura 28. Seccdo histologica de tecido muscular esquelético cardiaco, regido de musculo papilar,
de Cavia porcellus (animal 6) apos inoculagdo de veneno da serpente Micrurus frontalis, setas
indicam presenca de vactiolos intracitoplasmaticos multifocais moderados (Aumento 200x).
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Figura 29. Seccio histoldgica de tecido muscular esquelético cardiaco, regido de musculo papilar,
de Cavia porcellus (animal 6) apds inoculagdo de veneno da serpente Micrurus frontalis,
observando congestdo multifocal moderada. (Aumento 100x).

A presenca de vacuolos intracitoplasmaticos multifocais moderados em regido papilar é
um indicativo de degeneragdo miocardica, o que corrobora com o aumento de troponina I e CK-
MB nos animais envenenados. A lesao inicial em regido papilar, deve-se ao fato de ser o local de
maior tragao e desgaste cardiaco, sendo o primeiro local a apresentar sinais degenragao devido a
cardiotoxicidade do veneno de M. frontalis.

Na avaliagdo microscépica do figado ndo foi observada nenhuma alteracdo digna de nota.
Entretanto, na avaliagdo do rim (Fig.30), verificou-se discreta congestdo multifocal; discreta
presenca de material basofilico intratubular (tubulos proximais), sugestivo de proteintria, além
da presenca de vacuolos intracitoplasmaticos nos tibulos proximais, proximo da borda da lesao,
em 50% dos animais envenenados.
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Figura 30. Seccao histologica de rim de Cavia porcellus apds inoculagdo de veneno da serpente
Micrurus frontalis. Seta preta indicando a presen¢a de material amorfo eosinofilico intratubular
em tubulos proximais multifocal discreto. Seta vermelha indicando a presenca de vactolos

intracitoplasmaticos de tabulos proximais multifocal moderado (Aumento 200x).

A congestdo venocapilar verificada no rim e no coracdo sao sinais da insuficiéncia
cardiaca ocasionada pelo veneno da M. frontalis, como observado na avaliacao da fun¢do cardiaca
no ecocardiograma com a reducdo da fracdo de encurtamento e da fragdo de ejecdo,
consequentemente ha uma congestio generalizada.

A presenga de material amorfo eosinofilico intratubular em tiibulos proximais multifocal
discreto ¢ a presenga de vacuolos intracitoplasmaticos de tibulos proximais é sugestivo de
proteinuria e degeneragdo renal. Desta forma, ha sinais iniciais de injuria renal aguda sem
alteracdo significativa de uréia e creatinina até duas horas ap6s o envenenamento de M. frontalis.

Nas sec¢des histologicas do pulmao (Fig.31) foi verificado em 100% dos animais

envenenados, presenca de material eosinofilico amorfo intra-alveolar focalmente discreto,
sugestivo de edema pulmonar focal.
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Figura 31. Seccdo histologica do pulmao de Cavia porcellus apds inoculagdo de veneno da
serpente Micrurus frontalis. Seta preta indicando a presenca de material basofilico intra-alveolar
multifocal discreto, sugestivo de edema pulmonar (Aumento 400x).

A presenga de material basofilico intra-alveolar multifocal discreto € sugestivo de edema
pulmonar devido a insuficiéncia cardiaca esquerda e paralisia da musculatura respiratoria,
ocasionada pelo veneno de M. frontalis. A insuficiéncia cardiaca esquerda ocasiona a congestao
pulmonar e consequentemente o edema pulmonar agudo.

5.5.2. Microscopia eletronica

A microscopia eletronica de transmissao (Fig. 32) foi realizada para confirmar a presenca
de lesdo cardiaca nos animais envenenados, pois 0s mesmos apresentaram aumento significativos
de troponina I, o que ¢ indicativo de les@o cardiaca aguda (Adams et al. 1993, Bodor et al. 1995,
Thygesen, 2007).
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Figura 32. Micrografia eletronica de transmissdo de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo dos animais do grupo controle. Amostra controle: destaque para as estriacdes (E) e a
alternancia entre filamentos e mitocondrias (M) ricas em cristas e intensamente elétron-densas.
Verifica-se a presenga de continuidade entre as fibras cardiacas e as estruturas mitocondriais
preservadas.

Na avaliacdo microestrutural das fibras esqueléticas cardiacas dos animais envenenados
observou-se perda de continuidade das fibras (Figs. 33 e 34), presenca de ruptura da membrana
mitocondrial (Fig. 35) e mitocondrias tumefeitas sem definicao de cristas e pouco elétron-densas
(Figs. 36 e 37). Esses achados microestruturais também foram descritos por Reis, (2017) no
envenenamento de M. surinamensis, corroborando os resultados do presente estudo.
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Figura 33. Micrografia eletronica de transmissdo de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo dos animais do grupo animais envenenados. Setas: evidencia-se a perda de continuidade
das fibras esqueléticas cardiacas. E — fibras esqueléticas cardiaca. M — mitocondria preservada.

Figura 34. Micrografia eletronica de transmissao de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo dos animais do grupo animais envenenados. Seta: evidencia-se a perda de continuidade
das fibras esqueléticas cardiacas. E — Fibras esqueléticas cardiaca.
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Figura 35. Micrografia eletronica de transmissao de cortes longitudinais de muasculo cardiaco
esquerdo dos animais do grupo animais envenenados. Seta: verifica-se a ruptura da membrana
mitocondrial. E — Fibras esqueléticas cardiaca. M — Mitocondria preservada.

Figura 36. Micrografia eletronica de transmissdo de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo dos animais do grupo animais envenenados. Seta: observa-se mitocondria tumefeita,
sem definicdo de cristas e pouco elétron-densas. E — Fibras esqueléticas cardiaca. M —

Mitocondria preservada.
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Figura 37. Micrografia eletronica de transmissdo de cortes longitudinais de musculo cardiaco
esquerdo dos animais do grupo animais envenenados. Seta: observa-se mitocondria tumefeita,
sem definicdo de cristas e pouco elétron-densas. E — Fibras esqueléticas cardiaca. M —
Mitocondria preservada.

Na avaliacdo microestrututal das fibras esqueléticas cardiacas verificou-se lesdo cardiaca
evidente, demonstrando que o veneno da M. frontalis é capaz de lesionar as fibras musculares
cardiacas em apenas duas horas de envenenamento, o que nao foi possivel verificar com a
microscopia optica. Desta forma, a lesdo cardiaca evidenciada corrobora os resultados do perfil
bioquimico cardiaco com a elevacdo de CK-MB e troponina 1.

Diante deste contexto, fica clara a agdo cardiotdoxica do veneno de M. frontalis
demonstrada pela primeira vez neste experimento.
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6. CONCLUSOES

Cobaias inoculadas com veneno da Micrurus frontalis manifestaram rapida
sintomatologia clinica com paralisia flaicida dos membros anteriores e posteriores, fasciculagdes,
respiracdo restritiva e de padrdo costo-abdominal, midriase pupilar irresponsiva a luz e secrecao
translticida ocular, progredindo para o estado comatoso.

O veneno da Micrurus frontalis possui agdo arritmogénica, direta ¢ rapida no sistema
cardiovascular de cobaias, causando arritmias cardiacas do tipo extrassistoles ventriculares,
comprovadas pelos aumentos de troponina I, da enzima CK-MB, AST ¢ LDH.

O veneno da M. frontalis apresenta uma agdo inotropica negativa no coragio de cobaias,
com uma redugdo de aproximadamente 25% da fracdo de encurtamento.

O perfil sanguineo de cobaias inoculadas com veneno da Micrurus frontalis mostrou
altera¢des como discreta leucocitose, diminuigdo do tempo de protrombina (TP) e de D-dimeros.

A microscopia dptica, observou-se no coracao presen¢a de congestdo multifocal discreta;
hiper-eosinofilia das fibras cardiacas multifocal discreta sugestivo de degeneracao; presenca de
vacuolos intracitoplasmaticos e citoplasma rarefeito multifocal dicreto mais visualizadas nas
bordas do musculo papilar e congestdo focalmente extensa moderada em regido de fragmento de
musculo papilar.

A avaliacdo microestrutural das fibras esqueléticas cardiacas de cobaias inoculadas com
veneno de Micrurus frontalis revelou perda de continuidade das fibras, presenca de ruptura da
membrana mitocondrial e mitocéndrias tumefeitas sem definicdo de cristas e pouco elétron-
densas.
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7. PERSPECTIVAS

Este presente estudo abre caminhos para novas pesquisas no campo da toxicologia
cardiovascular e farmacodinamica do veneno de Micrurus frontalis.
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