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AQAO HEPATOPROTETORA DO VERAPAMIL EM RATOS INDUZIDO S COM VENENO
DE Crotalus durissus terrificus

! Roberta S. Carreiro
! StellaR.

Alcione da Silva Barros !, Erika F. Ferrari !, Gustavo N. Teixeira
da Costa ', Natalia M. Ribeiro %3, Rodrigo A. L. Osério !, José Carlos Cogo
Zamuner !, Wellington Ribeiro *

! Laboratério de Fisiologia e Farmacodinamica, > Laboratério de Sintese Organica, * Laboratério de Dinamica
de Compartimentos Celulares, Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Universidade do Vale do Paraiba,
av. Shishima Hifumi, 2911, Urbanova, S&o José dos Campos/SP
alcionebarros_silva@yahoo.com.br, gton@univap.br

Resumo- Os acidentes ofidicos pegonhentos no pais constituem um problema de salde publica
principalmente pelas sequelas deixadas nas vitimas. Este trabalho teve como objetivo verificar a acéo
hepatoprotetora do bloqueador de canais de calcio, verapamil, frente ao veneno de cascavel (Crotalus
durissus terrificus — Cdt). Foram utilizados ratos machos Wistar divididos em 4 grupos experimentais:
controle; verapamil; veneno e verapamil + veneno. Apds 12 horas, os animais foram anestesiados e
eutanasiados, em seguida foram retiradas de amostras do figado, para analise histolégica. No grupo
verapamil verificou-se a presenca de infiltrado inflamatorio, perda do conteldo citoplasmatico e aumento
irregular dos hepatocitos. No grupo o veneno de Cdt foram observados perda do conteldo citiplasmatico,
presenca de células binucleadas e congestdo dos capilares sinusoides. Os bloqueadores de canais de
célcio tém sido amplamente empregados na protecdo do hepatdcitos contra agentes xenobibticos
hepatotéxicos porém ao compararmos o grupo verapamil + veneno versus grupo controle podemos verificar
gue o verapamil, na dose utilizada, ndo foi hepatoprotetor.
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Introducao

Os acidentes ofidicos sdo muito mais comuns
do que aparentam e ocorrem em muitas regides
do globo terrestre. As estatisticas sobre acidentes
ofidicos peconhentos registrados no pais tém
causado grande preocupacdo no setor médico-
cientifico, constituindo um problema real de salde
publica, dada a sua ocorréncia, incidéncia no
territério nacional, gravidade dos acidentes e,
principalmente, as seqiielas deixadas nas vitimas
(BARRAVIEIRA et al., 1995).

Contudo, ainda ha a necessidade de mais
divulgacdo das politicas de prevencdo que
retratam essa grave ocorréncia. A inter-relacdo
dos acidentes ofidicos com dados clinicos obtidos
a partir dos prontuarios médicos, bem como a
gravidade da lesdao de ¢érgaos, como figado e
pulmdes, ainda nao foram estudados
detalhadamente.

As serpentes peconhentas no Brasil pertencem
a duas familias, Elapidae e Viperidae (subfamilia
Crotalinae). O Unico género representante da
familia Elapidae, no Brasil € a Micrurus, conhecida
popularmente  por coral verdadeira. Os
representantes da  superfamilia  Crotalinae
pertencem aos géneros Crotalus (cascavel),
Bothrops (jararaca) e Lachesis (Surucucu)

(GRANTSAU, 1991; MINISTERIO DA SAUDE,
2001).

O género Crotalus correspondem as cascavéis,
que distribuem-se exclusivamente por todo
continente  Americano. Na América do Sul a
espécie predominante € a Crotalus durissus. No
Brasil sdo encontradas em campos abertos, areas
secas, arenosas e pedregosas e raramente na
faixa litor&nea, ndo ocorre também nas florestas
subtropicais e pantanal (BARRAVIEIRA, 1999;
PUORTO, 1992; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Pires (2004) observou que no periodo de 1999
a 2003 foram notificados 140 acidentes no
Hospital Municipal de S&o José dos Campos, SP.
Destes 56% foram considerados leves e 27%
moderados, sendo que a maior parte dos
acidentados, 76% ocorreram em zonas rurais e
22% em zonas urbanas. 59% dos casos
registrados foram atribuidos as serpentes do
género Bothrops, 17 ao género Crotalus, 8% por
serpentes nao-peconhentas e 3% ao género
Micrurus.

Em 1990 foi proposto pela primeira vez um
estudo clinico sobre alteragBes hepaticas pelo
pesquisador Benedito Barravieira (1990, 1999)
onde demonstrou a presenca de extensas
necroses em exame anatomopatolégicos no
figado de pacientes que vieram a falecer.
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Estudos recentes tém demonstrado o
envolvimento do bloqueador de canais de célcio —
verapamil, e outros bloqueadores nas lesbes
hepéticas experimentais induzidas por agentes
como calor e hipoxia ou por drogas hepatotoxicas
nas quais tem sido relatado efeito hepatoprotetor
em algumas condicbes (MATSUDA, 1991;
DIMOVA et al., 1995).

Este trabalho teve como objetivo verificar a
acdo hepatoprotetora de uma Unica dose de
bloqueador de canais de calcio, verapamil, frente
ao veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt).

Metodologia

Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Fisiologia e Farmacodinamica no
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D II)
da Universidade do Vale do Paraiba (Univap), Séo
José dos Campos, Sdo Paulo, apds aprovacao do
Comité de Etica e Pesquisa em Animais da Univap
sob protocolo n° A035/CEP/2006.

O veneno de Cdt, cascavel da regido do Vale
do Paraiba foi fornecido pelo Serpentario da
Univap sendo extraido, liofilizado e mantido a 4C.

Foram utilizados ratos machos Wistar com
peso entre 180-200 g, fornecidos pelo biotério da
Anilab — Campinas, SP. Os animais foram
mantidos acondicionados em gaiolas em ambiente
higienizado, com controle de temperatura e
luminosidade, ciclo de claro-escuro de doze horas,
e acesso a agua e racao ad libitum.

Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais (n=6/grupo): controle (administrados
salina i.p.); verapamil (administrado dose Unica —
aguda, de 25 mg/kg de cloridrato de verapamil
i.p.); veneno (injecdo de 200ug/kg de veneno de
Cdt i.m. no musculo tibial anterior) e verapamil +
veneno (administracdo de cloridrato de verapamil
25 mg/kg i.p. uma hora antes da inje¢cdo de
veneno de Cdt 200ug/kg i.m.).

ApoOs o periodo de 12 horas, os animais foram
analgesiados com 5 mg/Kg de Cloridrato de
Xilazina 2% e anestesiados com 75 mg/Kg de
Cloridrato de Ketamina por via intraperitonial (i.p.)
e posteriormente eutanasiados com overdose de
anestésicos. Apds a eutanasia, foi realizada uma
incisdo no abdome para a retirada de amostras do
figado.

As amostras de figado foram imediatamente
lavadas em solugéo salina 0,9% e fixadas em
formol 4% por um periodo que variou de 24 horas
a 48 horas. Em seguida foram processados para
técnica de rotina histolégica. As laminas foram
montadas, coradas em hematoxilina e eosina
(H.E.), analisadas e fotografadas em microscépio
6tico (Nikon Eclipse E200) sistema Cool Pix 5400.

Para todos os dados obtidos foram realizados
célculos de média e erro padrdo da média. As
diferencas entre grupos controle e tratados foram
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analisadas pelo teste de varianca (ANOVA)
seguida de teste de Tukey-Kramer para
comparacao multipla e foram considerados valores
significativos para p<0,05 e p< 0,01.

Resultados

Na figura 1 temos uma visdo geral do érgéo,
onde se observa tecido hepético normal, composto
por hepatdcitos, capilares sinusdides e células de
kupffer.

Figura 1: Fotmicrografia de tecido heptico de
rato wistar grupo controle. (H) hepatocitos; (CS)
sinusoides; (K) células de kupffer. (H.E. 400X).

Na figura 2 foi observado degeneracgdo celular
e alteragdo celular nos hepatdcitos, tratando-se
possivelmente de uma esteatose.

Figura 2: Fotomicrografi de tecido hepético de
rato wistar grupo verapamil. (H) hepatdcitos; (CS)
capilares sinuséides (H.E. 400X).

Na figura 3 pode-se observar capilares
sinusdides congestos e também atividade
inflamatéria caracterizada pelo infiltrado de células
inflamatérias que se encontravam formando uma
ligacdo entre dois espacos porta-hepaticos.
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Figura 2: Fotomicrografia de tecido hepéatico de
rato wistar grupo veneno de Crotalus durissus
terrificus na dose de 200 ug/Kg i.m. Presenca de
capilares sinuséides dilatados, processo
inflamatdrio evidenciado pelo infiltrado inflamatério
(#*) presentes no espaco porta (EP) (H.E.
400X).

Na figura 4 podem-se observar poucas
alteracdes no parénquima hepatico e nos capilares

sinusdides, 0s hepatécitos  apresentaram
pequenas  alteracbes celulares, atividade
inflamatéria no espaco porta-hepéatico

caracterizada por infiltrado de células inflamatorias
dentro e ao redor do endotélio dos vasos.

Figura 4: Fotomicrografia de tecido hepéatico de
rato wistar apés a administracdo prévia de
verpamil 25 mg/kg i.p. e administracdo de veneno
de Crotalus durissus terrificus na dose de 200
Mg/Kg i.m. Presenca de células inflamatérias no
espaco porta (—=) (H.E. 400X).

Discusséo

No estudo histomorfol6gico do figado do grupo
controle ndo foram observadas alteracdes do
tecido hepético, que se manteve integro e
estruturalmente bem caracterizado demonstrando
volume citoplasmatico, tamanho do nlcleo e
coloragdo uniformes e presenga de células de
Kupffer.

A maioria das lesdes hepaticas produzidas por
drogas ou traumatismos sdo célcio dependentes e
envolvem a interagdo com o citocromo P-450

VIEPG

ILINIC ¥

Py byl
promovendo formacdo de metabdlitos e radicais
livres que podem ser altamente reativos e toxicos
para as células, promovendo peroxidacéo lipidica,
densintegragdo do citoesqueleto, alteracdo da
morfofuncionalidade mitocondrial e modificacdo do
céalcio intracelular (RECKNAGEL et al.,, 1989;
KAPLAN, 1993).

No grupo administrado a dose de verapamil (25
mg/kg) considerada hepatoprotetora durante a
realizacdo dos experimentos verificou-se a
presenca de infiltrado inflamatério, perda do
conteldo citoplasmatico e aumento irregular dos
hepatécitos. Segundo Geoffrey (2002), alguns
autores constataram que alguns bloqueadores de
calcio, como o diltiazem, verapamil e nifedipina
possam causar esteatose hepatica ndo alcodlica.

Diante do acidente ofidico o atendimento
médico é fator fundamental no prognoéstico dos
doentes. Os atendimentos realizados apds 6 horas
do acidente geral constumam apresentar 0s piores
prognésticos. Como  alteragdes  histoldgicas
especificas temos: necrose tecidual, esteatose
nao alcodlica e presenca de células inflamatérias
(BARRAVIEIRA 1999; ARAUJO, 2000).

Na histomorfologia do figado dos animais
inoculados com o veneno de Cdt foram
observados perda do conteddo citiplasmatico,
presenca de celulas binucleadas e congestdo dos
capilares sinusoides, confirmado pelo
extravasamento sanguineo, possivelmente
relacionado com edema resultante da ag¢édo do
veneno crotalico (ZOLLNNER et al., 2000).

Os bloqueadores de canais de célcio tém sido
amplamente empregados na protecdo do
hepatécitos contra agentes xenobidticos
hepatotdxicos ( FARGHALI et al., 2000), porém ao
compararmos 0 grupo verapamil + veneno versus
grupo controle podemos verificar que o verapamil,
na dose utilizada, néo foi hepatoprotetor.

Concluséao

De acordo com os resultados deste trabalho
podemos concluir que:
1) a dose empregada de verapamil ndo exerceu
acdo hepatoprotetora em relacdo a pecgonha
crotdlica estudada;
2) Nos estudos histomorfolégicos observou-se que
o verapamil causou alteracdes hepaticas e
deflagrou processos inflamatorios.
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