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RESUMO

IVESTIGAGAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA INDUZIDA PELO VENENO DE
Rhinella schneideri SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR DE INSETOS

Rhinella schneideri € um sapo da familia Bufonidae, nativo da América do Sul,
inclusive do Brasil. Seu veneno, quando em contato com o meio externo, apresenta
coloracdo amarela esbranquigada, tendo como principal fungdo proteger a pele do
animal contra fungos e bactérias bem como contra o ataque de predadores. Por
outro lado, apesar de ser um animal muito comum em varias regides do Brasil,
aspectos farmacolégicos do seu veneno ainda nao foram totalmente descritos na
literatura. O presente trabalho teve por objetivo demonstrar a atividade
farmacolégica do veneno do sapo Rhinella schneideri sobre parametros bioquimicos
e em preparagao coragao semi-isolado de Phoetalia pallida (BAUMAN E GERSCH,
1982). A analise bioquimica preliminar desse veneno demonstrou que 0 mesmo nao
possui atividade anticolinesterasica. Quando o homogenato das cabegas de baratas
foi incubado com o veneno (32ug/g), ndo houve alteragdes significativas na enzima
acetilcolinesterase. A administragao do veneno (4, 16 e 32ug/g) sobre a preparagao
coragao semi-isolado de baratas, induziu um efeito cronotrépico negativo
progressivo que foi tempo e dose-dependente (diminuigdo da frequéncia cardiaca).
A lavagem da preparagdo com solugdo salina para insetos nao reverteu o efeito do
veneno. A adrenalina atua aumentando a atividade da bomba de sddio-potassio
ATPase. A administragéo de adrenalina (5pM) a preparacdo coragdo semi-isolado
apos a adigao do veneno de R. schneideri (32ug/g), produziu um efeito cronotrépico
positivo elevando a frequéncia cardiaca aos niveis controle. Em conclusdo sugere-
se preliminarmente que o veneno de R. schneideri induz um efeito cronotrépico
negativo por bloquear a bomba de sodio-potassio ATPase no coragcédo da barata. A
ineficacia do veneno em inibir a enzima acetilcolinesterase associada reforga a

hipétese de um efeito inibidor da bomba.

Palavras-chave: Veneno de sapo, Rhinella schneideri, Bloqueador da bomba sédio-

potassio ATPase, Phoetalia pallida, Coragdo semi-isolado.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PHARMACOLOGICAL ACTIVITY INDUCED BY Rhinella
schneideri VENOM IN INSECT CARDIOVASCULAR SYSTEM

Rhinella schneideri is a toad of the Bufonidae family, native from South America,
including Brazil. When in contact with air, its venom turn to a white yellow coloration,
functioning as protection against microorganisms at the animal skin surface, as well
as, defense against predators. Although, R. schneideri is a common specie
encountered in many regions of Brazil, the pharmacology of its venom has not been
cited in literature. The aim of this work was to show the pharmacological activity of
toad venom R. schneideri in an experimental model of semi-isolated Phoetalia
pallida heart (BAUMAN E GERSCH, 1982). The preliminary biochemical analysis of
the venom demonstrated that it does not have anticholinesterasic activity. When
cockroaches head homogenates were incubated with venom (32ug/g) no alteration of
the enzyme activity was found. The addition of venom at cockroach semi-isolated
heart preparation induced a concentration and time-dependent mode of action. In this
set of experiments, venom (4, 16 and 32ug/g) induced a progressive negative
chronotropic effect (decrease in the frequency of beats). The washing of preparations
with insect saline was ineffective to reverse the inhibitory effect. The addition of
epinephrine (5uM) after venom addition (32pg/g) in semi-isolated heart preparation
reversed the negative chronotropic effect of venom. In conclusion we suggest that
the venom of R. schneideri decreases the cockroach cardiac frequency by blocking
the sodium-potassium ATPase pump at the insect heart. The venom does not
interfere with cockroach acetylcholinesterase activity what is a reinforcement for the

mechanism of action proposed.

Key-words: Toad venom, Rhinella schneideri, Blocker of sodium-potassium ATPase

pump, Phoetalia pallida, Semi-isolated heart.
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1. INTRODUGAO

1.1 Sapos e seus venenos

Os sapos sao animais da ordem Anura, encontrados, principalmente,
em areas de clima tropical e umido temperado. S&o animais dependentes de
ambientes aquaticos, por isso sdo encontrados proximos a nascentes, riachos,
lagoas, rios e banhados. Até o momento foram descritas mais de 4.800 espécies de
sapos, sendo que destas, mais de oitocentas sdo encontradas no Brasil (BASTOS et
al., 2003).

Os venenos de anfibios sédo substancias de natureza esteroidea,
caracterizadas principalmente pela presenga de bufotoxinas que causam apenas
pequenas irritagdes cutaneas em seres humanos, mas se ingerido, geralmente por
caes, pode causar sérias complicacdes envolvendo o sistema nervoso e circulatorio
(CARDOSO et al., 2003). Nos sapos existem ainda outros tipos de substancias

venenosas, como a bufotenina, que € um derivado metilado da serotonina.

1.2 O sapo Rhinella schneideri

Rhinella schneideri € uma espécie de sapo descrita em 1894 por
Werner. Atualmente pode ser encontrado do Uruguai a Bolivia central, passando
pelo Paraguai e Argentina. No Brasil, € encontrado principalmente nos estados da
Bahia, Pernambuco, Mato Grosso, Goias e Regido Sul (BASTOS et al., 2003;
FROST, 2002; COCHRAN, 1955).

O sapo Rhinella schneideri pertence a familia Bufonidae, género
Rhinella. No Brasil € conhecido popularmente como sapo-boi (FIGURA 1). Esta
espécie pertence a um grupo que congrega animais de grande porte possuindo
membros curtos e coloragdo que varia de castanho-claro a escuro. Possui pele
aspera com regidao dorsal bastante rugosa devido a presenga de glandulas cutaneas
(COCHRAN, 1955). Embora ndo possuam um sistema de inoculagdo de veneno,

esses animais sao considerados peconhentos, com glandulas que expelem sua
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peconha, distribuidas por toda a superficie da pele (SAKATE E LUCAS DE
OLIVEIRA, 2000). Duas dessas, localizadas logo atras dos olhos, sdo chamadas de
glandulas paratdides, e atras da tibia estdo as glandulas paracnemis. Quando séo
espremidas, as glandulas liberam veneno através de grandes poros. O veneno
produzido por esses animais traduz-se em um liquido fino e leitoso de cor amarela
esbranquicada e que serve de mecanismo de defesa protegendo-os contra o ataque
de predadores, ja que ndao possuem outras formas de defesa como garras, dentes
ou espinhos. Além disso, as secregcdes cutineas desses anfibios sdo importantes
para a sua protegdo contra os microorganismos que podem proliferar-se em
mucosas, pois a respiragdo, alteragbes hidricas e eletroliticas além da

termorregulacéo sao realizadas através da pele.

Figura 1 - Rhinella schneideri
(Fonte: http://www.brumadinhotour.com.br/pordentrodovale/sapocururu.php)

1.3 Composig¢ao quimica dos venenos de sapos

A composicdo quimica dos venenos de sapos em geral € muito
complexa e varia dependendo da espécie, sendo geralmente utilizada para a
classificagdo taxondmica desse grupo de anfibios. Em termos biotecnoldgicos, o


http://www.brumadinhotour.com.br/pordentrodovale/sapocururu.php
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conhecimento da acdo destes venenos pode contribuir para a sintese de
substancias quimicamente ativas, com potencial terapéutico, e a possibilidade de
seu emprego no tratamento de diversas patologias em seres humanos e animais. O
veneno de sapo € principalmente cardiotéxico e provoca acao semelhante a de
digitalicos. Em termos quimicos, as substancias que compdem os venenos de sapos
podem ser divididas em duas classes principais: os compostos basicos (aminas
biogénicas) incluindo a adrenalina, a noradrenalina, as bufoteninas,
dihidrobufoteninas e as bufotioninas. Os derivados esteroidais, que compdem a
segunda classe de substancias encontradas nesses venenos representadas pelo
colesterol, ergosterol, y-sistotelol, bufotoxinas, e bufadienolideos compreendidos
pela arenobufogenina, argentinogenina, bufalina, bafarenogina, bufotalina,
bufotalinina, cinobufogenina, cinobufotalina, desacetilbufotalina,
desacetilcinobufotalina, gamabufotalina, helebrigenina,  jamacobufogenina,
marinobufogenina, resibufogenina, telocinobufogenina. Dessa forma, a principal
diferenga entre os venenos de sapos, quando comparados a outros venenos
animais, como os de serpentes, abelhas e escorpides é a presenga de componentes
protéicos toxicos em menor quantidade.

Devido aos efeitos cardiotoxicos desencadeados pelas toxinas
presentes nos venenos de batraquios, quando esses sao ingeridos por animais ou
mesmo por seres humanos, podem ser potencialmente fatais, desencadeando
fendbmenos de intoxicacdo cardiaca podendo levar a morte por parada
cordiorespiratoria (SAKATE E OLIVEIRA, 2000). Por outro lado, o interesse no
estudo desses compostos vem crescendo, ja que esses venenos sao ricas fontes de
moléculas-protétipo, que podem ser usadas para o desenvolvimento de novas
drogas usadas na terapéutica humana e animal, bem como no desenvolvimento de

novos inseticidas naturais.

1.4 Baratas

Blattaria ou Blattodea € uma ordem de insetos cujos representantes
sdo popularmente conhecidos como baratas. E um grupo cosmopolita, sendo que

algumas espécies (menos de 1%) sdo consideradas sinantrépicas. As baratas sao
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insetos hemimetabolos, ou seja, apresentam metamorfose incompleta, do tipo
paurometabdlica (os imaturos e adultos vivem no mesmo habitat), passando pelos
estagios de ovo, ninfa (correspondente a fase larval) e adulto, com a auséncia do
estagio imovel (pupa). A fémea produz uma capsula protetora dos ovos (ooteca), em
forma de bolsa fechada. O numero de ovos varia com a espécie podendo chegar até
50 ovos.

O ciclo de desenvolvimento da barata, do ovo a fase adulta, depende
de fatores como espécie, condigdes de temperatura e umidade (alta temperatura e
alta umidade favorecem um menor tempo de desenvolvimento), quantidade de
alimento e teor de proteina disponivel, além de outras condicdes ambientais.
Baratas sdo animais de habitos noturnos, quando saem do abrigo para alimentagao,
cbpula, ovipisicao, dispercao e vdo.

As baratas constituem um grupo de insetos muito utilizados em
bioensaios para identificagdo de novas substancias com atividade farmacoldgica,
havendo a possibilidade de se avaliar a atividade por contato, ingestdo ou ainda
como reguladora de crescimento. Possuem também papel importante em saude
publica, transportando diversos agentes patogénicos (CORNWELL, 1968), que ficam
aderidos ao corpo, principalmente, em pélos e cerdas das pernas, sendo
transportados mecanicamente de uma area contaminada para uma area limpa
(SERRAFREIRE, 1999). A facilidade de criagdo associada ao baixo custo e ao
elevado potencial reprodutivo contribuiu para o uso destes insetos na presente
pesquisa.

E grande o interesse em modelos experimentais de baratas no estudo
envolvendo a biomedicina. As baratas tém sido wusadas em modelos
comportamentais de memdria, em doengas neurodegenerativas como Parkinson,
Alzheimer e outras doengas nas quais o neurotransmissor glutamato esta envolvido.
Nesses estudos, o interesse por esses animais, se da pelo fato do glutamato,
envolvido nos processos de excitotoxicidade, ser o principal neurotransmissor
excitatério do sistema nervoso periférico.

A Phoetalia pallida (FIGURA 2) apresenta coloragdo castanho-clara
brilhosa; pronoto largo, de cor castanha com mancha centro-basal castanho escura,
mais larga na base, estreitando-se para o apice e cobrindo a cabecga; cabega com
olhos, vértice, espaco interocular, fronte e base do clipeo castanho-escuros bem

como as antenas. Pernas ambulatérias, coxas grandes, fémures e tibias com pélos.
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Figura 2 - Phoetalia pallida
(Fonte: http://www.insect.cz/details.php?

image_id=2226&sessionid=182df16fa46fd251feea2c7c1b8e346a&l=arabic)

1.5 Sistema cardiovascular de baratas

A fungdo primaria do sistema circulatério de baratas (FIGURA 3), como
em outros insetos, é transportar os nutrientes dos sitios de absorgéo para os tecidos
do organismo, produtos da degradacdo metabdlica para os 6rgaos de excrecao e
hormonios dos locais de secrecdo para os sitios-alvos. A circulacdo da hemolinfa,
como em outros insetos, depende de um sistema aberto, por onde se move
livremente dentro da cavidade corporal, chamada de hemocele. A hemolinfa penetra
no coragao de 12 camaras, através de doze pares de aberturas. As pulsagdes do
coragdo sao geradas primariamente por contragbes da parede muscular,
possivelmente assistida por musculos alares. A contragdo do coragao de baratas é
caracterizada por trés fases: sistole (contragao), diastole (relaxamento) e diastase
(periodo de repouso).

O coragao da barata, tem sido objeto de estudo em bioensaios de
agentes farmacoldgicos e horménios. Frequentemente a preparagao coragado semi-

isolado € empregada. O coragao exposto € banhado em solugao salina que devera


http://www.insect.cz/details.php?image_id=2226&sessionid=182df16fa46fd251feea2c7c1b8e346a&l=arabic
http://www.insect.cz/details.php?image_id=2226&sessionid=182df16fa46fd251feea2c7c1b8e346a&l=arabic
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conter os compostos a serem testados. Assim, até o momento foram descritos os
efeitos de varias drogas como a acetilcolina, 5-hidroxitriptamina, dopamina, sinefrina,
octopamina, triptamina, aminofilina e prostaglandinas cujos respectivos receptores
devem estar presentes nesse 6rgao (COLLINS E MILLER, 1977).

coracao

Figura 3 - Coracéo de Barata
(Fonte: The American Cockroach, 2005)

1.6 Adrenalina

A adrenalina (CsH13sNO3) ou epinefrina (FIGURA 4) é secretada pela
medula das adrenais e por outros tecidos cromafins. Apresenta acodes
farmacoldgicas importantes. E um estimulante cardiaco muito potente. Por agdo em
receptores betas-adrenérgicos, excita tanto as fibras miocardicas quanto o sistema
de conducdo do coragao. Pode ser definida como um agente cronobatmo-dromo-
inotropico positivo, isto €, aumenta o automatismo, a excitabilidade, a conducéo e a
contratilidade. (CRAIG E STITZEL, 2005).
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OH

CHy

HCO

Figura 4 — Estrutura quimica da adrenalina

(Fonte: http://www.netdrugs.info/dci/epine.shtml)

1.7 Triclorfon

O Triclorfon (dimetil 2,2,2,tricloro-1-hidroximetil fosfonato) (Figura 5) é
um inseticida e acaricida organosforado, soluvel em agua, amplamente utilizado no
controle de varias pragas em campos, lares, plantas e contra parasitas em animais
domésticos e comerciais (LOPES et al, 2006). Estes compostos apresentam um
largo campo de aplicagbes, uma vez que sua estrutura quimica permite diversos
modos de agao, sendo bastante empregados como potentes inseticidas, cuja fungao
principal € a inibicdo e interacdo com a enzima acetilcolinesterase de insetos,
causando inativagdo da mesma (CAVALIERE et al, 1996).

Os inseticidas organofosforados sdo a classe de maior interesse
comercial e toxicolégico, sdo ésteres ou tidis derivados de acidos fosféricos,
fosfonico, fosfinico ou fosforamidico (CAVALIERE et al, 1996).

0
|
Cl,CCHP(OCH),
OH

Figura 5 — Estrutura quimica do triclorfon.
(Fonte: http://www.anvisa.gov.br)
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Estudar os efeitos induzidos pelo veneno de Rhinella schneideri sobre
parametros bioquimicos e farmacolégicos em modelo experimental de baratas da

espécie Phoetalia pallida.

Objetivos especificos

1- Extracdo metandlica do veneno de Rhinella schneideri;

2- Avaliar os efeitos cronotrépicos do veneno de R. schneideri em insetos da
espécie Phoetalia pallida por meio da preparagao coracdo semi-isolado;

3- Identificar o sitio de acdo do veneno de R. schneideri sobre o sistema
cardiovascular de P. pallida;

4- Avaliar os efeitos do veneno de R. schneideri sobre parametros
bioquimicos associados a atividade da enzima acetilcolinesterase de

homogenato de cérebro de baratas P. pallida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram adquiridas baratas adultas de ambos os sexos da espécie
Phoetalia pallida através de criadouro legalizado (Insetos on line, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil) e acondicionadas em caixa especial para insetos. Os animais
foram mantidos em temperatura de 20-24°C e alimentados com racdo de cachorro

(Purina®) e agua potavel ad libitum.

3.2 Veneno

O veneno do sapo Rhinella schneideri foi obtido de animais coletados
no estado do Tocantins no ano de 2008. Para extracdo do veneno, os animais
capturados foram levados a um posto de coleta. Antes do processo de extragao, os
animais foram lavados com agua destilada para a remoc¢ao de residuos de terra e
poeira e secos com papel toalha. A extracdo foi realizada por compressao manual
das glandulas paratéides do animal. O veneno foi coletado com o auxilio de uma
espatula plastica e acondicionado em recipiente estéril que foi mergulhado em gelo.
Apods a coleta os animais foram soltos em seu habitat de origem. O veneno de R.
schneideri & insoluvel em solventes organicos, portanto, houve a necessidade de se
fazer uma extragdo metandlica do veneno bruto. Foram utilizados 2g do veneno
bruto e adicionados em 50mL de metanol, essa mistura foi mantida em repouso por
3 dias e, em seguida, foi realizada a evaporacdo do metanol. O resultado dessa
extracdo, na forma de po, esta pronto para ser dissolvido em solugcao nutritiva e ser

testada em preparacdes bioldgicas.
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3.3 Reagentes e Drogas

lodeto de Acetilcolina e acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Adrenalina em ampolas
(183,19 M) da Empresa Hipolabor (Belo Horizonte, Minas Gerais-BR), A formulagao
comercial do pesticida organofosforado triclorfon (dimetil 2,2,2,tricloro-1-hidroximetil

fosfonato C4HsCl304P), marca comercial Triclorvet® - Allvet. (Londrina, Parana-BR)

3.4 Solugao Nutritiva

Solugao Fisiolégica para Insetos

Solugéo fisiolégica para insetos — composigdo em mM — NaCl, 150;
CaCl,, 2; KClI, 10 e Tris-HCI, 10 ajustado para pH 6.8 usando 2N NaOH. Origem dos
sais: Quimibras Industrias Quimicas, Rio de Janeiro. As solucbes teste foram

preparadas imediatamente antes do inicio de cada experimento.

3.5 Ensaio Bioquimico

Medida da atividade anticolinesterasica

A inibicao in vitro da Acetilcolinesterase foi avaliada de acordo com os
ensaios descritos por ELLMAN et al. (1961) com algumas modificagbes (FRANCO et
al. 2009). Ap6s 6 horas do momento em que os animais foram injetados com o
veneno, suas cabecgas (n=3) foram removidas com o auxilio de uma tesoura cirurgica
e homogeneizadas com tampao fosfato salina fria (pH — 7,0). Logo apds, o
preparado foi centrifugado a 500RPM durante 5 minutos a uma temperatura de 4°C.

O sobrenadante foi retirado e isolado em recipiente estéril, sendo mantido no gelo
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até ser \utilizado para determinacdo da atividade anticolinesterase em

espectofotdbmetro a 412nm.

3.6 Preparacao Biolégica

Preparagao coragao semi-isolado de baratas

A preparagao coragao semi-isolado de barata (BAUMANN E GERSCH,
1982) (FIGURA 6) foi utilizada para avaliar os efeitos farmacolégicos induzidos pelo
veneno de Rhinella schneideri. Para cada dose testada do veneno foram usados
quatro animais (n=4). Baratas adultas da espécie Phoetalia pallida foram
anestesiadas com éter etilico e imobilizadas em placas de isopor por meio de
alfinetes entomoldgicos com o lado ventral voltado para cima. As margens laterais
do abdébmen foram cortadas ao longo de cada lado com o auxilio de uma tesoura
cirdrgica e uma pinga, removendo assim a cuticula abdominal, expondo as visceras
que foram cuidadosamente afastadas para que o coragédo fosse exposto (FIGURA
7). O coragao foi banhado com solugao salina 0,015mM em temperatura ambiente.
Apods os 5 minutos iniciais para a estabilizacdo da frequéncia cardiaca, as diferentes
concentragbes do veneno foram adicionadas sobre o coragdo, em um volume final
de 150 pyL/animal. A frequéncia cardiaca foi monitorada durante 30 minutos com o
auxilio de um microscépio esteroscépio (Olympus, Damstat, Alemanha). Apds esse
periodo, a preparacado foi lavada com solugcdo salina e monitorada por mais 5
minutos para verificar se haveria recobro da frequéncia cardiaca. Os testes foram
todos realizados durante a noite, ja que as baratas sdo animais noturnos, Este
cuidado foi tomado para evitar grandes variagbes na frequéncia cardiaca dos

animais.
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Figura 7 — Fotografia de coragéo de barata

3.7 Analise Estatistica

Os dados foram plotados ponto a ponto com média e erro padrao, com

auxilio do programa Microsoft Excel (Microsoft Office Excel 2003). Os resultados
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foram considerados significativos quando p<0,05. A andlise estatistica foi realizada
usando-se 0 método Anova para medidas repetidas por meio do software OriginPro
8 (OriginLab Co, Northampton, MA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise Bioquimica

A analise bioquimica do veneno de Rhinella schneideri demonstrou que
0 mesmo n&o possui atividade anticolinesterasica. Quando os homogenatos de
cabeca de baratas foram incubados com o veneno (32pg/g) nenhuma alteragdo

significativa foi observada quando comparada com o controle sem veneno (n=3,
p>0,05) (FIGURA 8).
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Figura 8 — Andlise da atividade da enzima acetilcolinesterase em homogenato de cérebro de baratas
da espécie Phoetalia pallida. Note que nao houve inibicdo significativa da atividade da enzima na
presenga do veneno de Rhinella schneideri.

4.2 Ensaios Bioldgicos

Atividade em Solugao Salina

A adicdo de solugdo salina (0,15mM) sobre a preparagdo coragao

semi-isolado de baratas n&o causou alteragdes significativas na frequéncia cardiaca
do animal (FIGURA 9).
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Figura 9 — Frequéncia cardiaca de baratas da espécie Phoethalia pallida em preparagdo coragao
semi-isolado em presenga de solugao salina. S: aplicagdo da solugao salina.

Atividade do veneno de Rhinella schneideri em coragao semi-isolado de
baratas

A adicdo de veneno de R. schneideri em preparacdo coragao semi-
isolado de barata induziu um efeito tempo e dose-dependente. Neste conjunto de
experimentos, veneno (4, 16 e 32pg/g), produziu um efeito cronotropico negativo
progressivo, que se iniciou apos alguns minutos da adicdo do mesmo na
preparacao. Apos a retirada do veneno, por meio de lavagem com solugéo salina,
nao houve reversao do efeito inibidor (FIGURA 10). Experimentos controle, somente
com a solugdo salina, também foram realizados, ndo havendo nenhuma alteragao

significativa com esse protocolo.
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Figura 10 — Medida dos efeitos cronotropicos induzidos pelo veneno de R. schneideri em preparagéo
coracgao semi-isolado de P. pallida. O gréfico representa a média de trés experimentos. V: adigdo do
veneno. L: lavagem da preparagdo com solugéo salina para insetos.

Atividade do veneno de R. schneideri + Adrenalina em preparagao coragao

semi-isolado de barata

A administracdo da adrenalina em mamiferos produz um efeito
cronotropico positivo, que é caracterizado pelo aumento da frequéncia cardiaca.
Assim, o objetivo deste protocolo foi o de avaliar se o efeito cronotropico negativo
causado pelo veneno de R. schneideri sobre a preparagao coragao semi-isolado de
P. pallida era revertido com o uso da adrenalina (5pM), o que sujere que o veneno
de R. schneideri estaria agindo sobre a bomba de sédio-potassio ATPase (FIGURA
11).
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Figura 11 — Avaliagdo dos efeitos induzidos pelo uso do veneno de R. schneideri + adrenalina. O
grafico representa a média em um experimento usando a maior dose (32ug/g) de veneno de R.
scneideri onde também foi aplicada adrenalina. Note a reversdo do efeito cronotrépico negativo
causada pela adrenalina. V: aplicagdo do veneno. A: aplicagdo da adrenalina. L: lavagem com
solucao salina.

Atividade do Triclorfon sobre a preparagao coragao semi-isolado de barata

O uso de Triclorfon (22pg/ g) sobre a preparagdo coragéo semi-isolado
de barata causou um efeito cronotropico positivo, caracterizado pelo aumento da
frequéncia cardiaca (FIGURA 12).
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Figura 12 — Atividade do Triclorfon sobre a preparagdo coragdo semi-isolado de barata. Note que o
triclorfon produz aumento da frequéncia cardiaca. T: aplicagdo do triclorfon. L: lavagem com solugao
salina.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrado que o veneno de Rhinella schneideri
exerce uma atividade cardiotoxica importante sobre o sistema cardiovascular de
baratas da espécie Phoetalia pallida.

Venenos de sapos sao uma mistura complexa de compostos que
compreendem a familia dos esterdides cardioativos, conhecidos como
bufodienolideos (bufaginas) e bufotoxinas, bem como as catecolaminas adrenalina e
noradrenalina além de indoalquilaminas inddlicas (HALLIDAY et al., 2009). Em
mamiferos, a toxicidade associada ao envenenamento pelo veneno de sapo resulta
na ligagao dos esterdides cardiotdnicos ao sitio da bomba de sddio-potassio ATPase
(ELLMAN et al, 1961).

O coracdo da barata foi considerado inicialmente, um 6rgao
neurogénico, sendo essa idéia logo descartada, pelo fato de que, mesmo apos a
remocao dos nervos cardiacos e o tratamento com tetrodotoxina, um bloqueador dos
canais de sédio capaz de paralisar a conducdo nervosa, o coragao continuava a
bater ritmicamente (ADIYODI, 1981). Assim, sugeriu-se que 0s nervos cardiacos
marginais ao sistema cardiovascular da barata n&o controlariam os batimentos
cardiacos em relagdo ao numero de sistoles e diastoles, mas seria capaz de
controlar a frequéncia cardiaca (ADIYODI, 1981).

A preparacdo coragao semi-isolado de barata tem sido usada em
bioensaios de agentes farmacoldgicos e hormdnios. Varias drogas ja foram testadas
até o momento e seus efeitos cardiomoduladores descritos. Por exemplo, a
contracdo do musculo cardiaco de barata é completamente inibida em presenca de
solucao salina livre de sédio (ADIYODI, 1981). A acetilcolina, um colinérgico de agao
direta sobre os receptores nicotinicos e muscarinicos, acelera a frequéncia cardiaca,
provavelmente por atuar nos nervos cardiacos laterais (COLLINS e MILLER, 1976).
A catecolamina dopamina, um derivado do aminoacido tirosina, e a 5-
hidroxitriptamina, um neurotransmissor de a¢ao central em mamiferos, aumentam a
frequéncia cardiaca nesses animais. Ja o acido gama aminobutirico ndo produz
efeitos nessa preparacao.

Quanto aos efeitos de drogas colinérgicas sobre o musculo cardiaco

das baratas, foi demonstrado, em nossas condi¢gdes experimentais, que o veneno
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de R. schneideri ndo possui atividade anticolinesterasica, reforcando o fato de nao
termos evidenciado aumento significativo da frequéncia cardiaca, em nenhuma das
doses testadas com este veneno. Se o efeito do veneno estivesse relacionado a um
aumento da concentragdo da acetilcolina nos nervos cardiacos, ocasionada pela
inibicdo da enzima colinesterase, um efeito cronotrépico positivo deveria ser
evidenciado, como foi demonstrado com a aplicacédo do anticolinesterasico triclorfon.
Como demonstrado neste estudo, o veneno de R. schneideri induz
somente a diminuicdo da frequéncia cardiaca na barata. Como a literatura
demonstra que em sua grande maioria, 0s venenos de sapos atuam sobre a bomba
de sédio-potassio ATPase, resolvemos investigar esse sitio de agdo como principal
alvo de atuacdo do veneno em questdo. Para tanto, foi feito um controle com a
catecolamina adrenalina, com o objetivo de evidenciar o seu efeito sobre o sistema
cardiovascular da barata. Drogas bloqueadoras de bomba, como a digoxina e a
ouabaina possuem a caracteristica peculiar de aumentar a forca de contragdo da
musculatura cardiaca (inotropismo positivo), enquanto diminuem a frequéncia
(cronotropismo negativo). Dessa forma, o mecanismo de agdo, em mamiferos, esta
associado ao bloqueio da bomba de sddio-potassio ATPase. Como consequéncia,
ocorre elevacao do sddio intracelular, resultando em aumento do efluxo de sddio
através do trocador de sédio-Ca++ no interior da célula, que funciona para manter
niveis relativamente constantes de Na* e Ca™ no interior da célula. Normalmente o
trocador sodio-calcio remove calcio em troca de sddio. Todavia, na presenca de
concentracdes aumentadas de sddio intracelular, havera efluxo de sédio e sua troca
com o Ca™ extracelular. Essa reversao na atividade do trocador sédio-calcio resulta
em um aumento da concentracdo intracelular de calcio ionizado livre e
consequentemente aumento da forca de contracdo do miocardio (CRAIG e
STITZEL, 2005). Por outro lado, a adrenalina atua de maneira contraria, ativando a
bomba de sédio potassio ATPase fazendo com que a frequéncia cardiaca seja
aumentada (cronotropispo positivo) (NIKOLSKY et al., 1991). Em nossas condigdes
experimentais a adicdo de adrenalina apds a instalagdo do efeito cronotrépico
negativo pelo veneno reverteu esse efeito momentaneamente, o que demonstra uma
atividade antagonista ao veneno.
Dessa forma, sugere-se que o veneno de R. schneideri, induza alteragdes
cronotropicas em preparacdo coracdo semi-isolado de Phoetalia pallida por inibir a

bomba de sddio-potassio ATPase.
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6. CONCLUSAO

Os ensaios bioquimicos e farmacologicos realizados com o veneno de

Rhinella schneideri em modelo de Phoetalia pallida, permitem concluir que:

1- O veneno de R. schneideri nao exerce agao sobre a atividade da enzima

colinesterase;
2- O veneno de R. schneideri exerce um efeito cronotrépico negativo sobre o
sistema cardiovascular da barata Phoetalia pallida, provavelmente por inibir a bomba

de sodio-potassio ATPase;

3-; A adrenalina reverte o efeito cronotropico negativo induzido pelo veneno.
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