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Resumo

O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos do veneno de Crotalus
durissus terrificus adulta e juvenil, do Vale do Paraiba/SP, sobre a jungdo
neuromuscular. Para tanto, avaliou-se a atividade neurotéxica dos venenos de
Cdt, através da técnica miografica, em preparacdes biventer cervicis de pintainho
e realizou-se analise bioguimica comparativa de todos os venenos utilizados.

Foram ensaiadas diferentes doses do veneno total de Cdt, no estudo
miografico (0,5, 1,0, 5,0, 10,0 e 20,0 ug/ml), sendo que a partir da curva dose-
efeito obtida, elegeu-se a concentrac@o de 1 ug/ml para os ensaios posteriores.

A 37°C os venenos estudados produziram blogueio neurcmuscular
irreversivel da resposta contrétil, em tempo inferior a 120 min e afetaram as
respostas contraturantes a ACh (55 e 110 uM) e ao KCI (20 mM). O tempo
necessario para a obtenco de 50% de bloqueio neuromuscular, na concentragao
de 1 ug/mi, foi significativamente menor (p<0.05) para o 1° e 2° meses de vida das
serpentes de Cdt juvenis. Os dados mostraram que ha diferenga significativa
quanto & toxicidade dos venenos estudados in vitro, ndo havendo uma relacéo
direta entre a atividade bloqueadora neuromuscular e os valores da DL50.

Por meio da analise da Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC e
da confirmac&o pela anélise do padrdo eletroforético dos venenos de Crofalus
juvenis, do 1° ao 7° més de extracdo, pode-se afirmar que ocorre variagao na
composicdo dos principais componentes do veneno tofal e dos componentes que

compdem a crotoxina (trés isoformas de crotapotina e uma de PLA), fato este
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Resumo

também verificado na tabela de composigéo do veneno de Crotalus durissus
terrificus, nos diferentes meses de extracédo.

Diante do exposto, pode-se concluir que: 1) Qcorre variagao ontogenetica
no veneno de Crotalus durissus terrificus, proveniente do Vale do Paraiba/SP. 2) A
variacéo na poténcia dos venenos de Cdt juvenis observada, em comparacdo com
a poténcia do venenc de Cdt adulta, leva a acreditar gue, ao menos nos dois
primeiros meses de vida, as serpentes de Cdt produzam isoformas mais tdxicas
de crotoxina (alta toxicidade com baixa atividade enzimatica), sendo doravante
substituida por isoformas menos tdxicas (moderada toxicidade com alta atividade

fosfolipase A).
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Abstract

The objective of this study was to compare the effects of the poison Crofalus
durissus terrificus adult_ and juvenile, from Vale do Paraiba/SP, on the
neuromuscular junction. For so much, we decided to evaluaie the neurotoxic
activity of the poisons of Cdt, through the miographic technique, in chick isolated
biventer cervicis muscle preparations and accomplish comparative biochemical
analysis of all of poisons used.

Five concentration (0.5, 1.0, 5.0, 10 and 20 ug/ml) of Cdt were researched,
and starting from the curve dose-effect obtained, the concentration of 1pg/ml was
chosen for the subsequent rehearsals.

At 37°C all of the poisons studied produced irreversible neuromuscular
blockade, in least time at 120 minutes and they affected the contractures to
exogenous ACh (55 and 110 mM) and KCI (20 mM). The time for obtaining 50%
of neuromuscular blockade, at concentration of 1 ug/mi, was significantly smaller
(p<0.05) for the 1% and 2" months life of the snakes juvenile Cdt, results these in
consonance with the literature.

Through the analysis of Molecular Exclusion Cromatography in HPLC and of
the confirmation for the analysis of the pattern eletrophoretic of the poisons
juvenile Crotalus, of the 1% to the 7™ month extraction, we believe that it happens
variation in the composition of the main components of the total poison and of the
components that compose the crotoxin (three crotapotine isoforms and one of
PLA,); fact this also verified in the table of composition of the poison of Crotalus

durissus terrificus, in the different extraction months.
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Abstract

Before the exposed, it can be ended that: 1) it happens ontogenetic variation
in the poison of Crofalus durissus terrificus, from Vale do Paraiba/SP. 2) the
variation in the potency of the poisons of juvenile Cdt observed, in comparison with
the potency of the poison of Adult snakes, in the group to believe that, at least in
the first two life months, snakes of Cdt produce more poisonous isoforms of
crotoxin (High toxicity with low enzymatic activity), being substituted from now on

by less poisonous isoforms {(Moderate toxicity with high activity PLA).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCULANTE
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introducéo

Os acidenies por animais pegonhentos constituem problemas de salde publica
(ROSENFELD, 1972; WHO, 1981; REID e THEAKSTON, 1983; NEW et al., 1985; JORGE e
RIBEIRQ, 1989; THEAKSTON, 1989; SOERENSEN, 1990; ROSENFELD, 1991) nos paises
em desenvolvimento, dada a incidéncia, a gravidade e as seqlelas que causam. No Brasil, o
Ministério da Salde (BRASIL, 1986) tornou obrigatdria, a partir de 1986, a notificacdo dos
acidentes ofidicos. De 1986 a 1989 foram notificados, no Estado de Sao Paulo, 8.721 casos
de acidentes ofidicos. Entre os acidentes graves devem ser ressaltados os causados por
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

Existem aproximadamente trés mil espécies de serpentes em todo o mundo, sendo
que apenas 410 sdo consideradas venenosas para o homem (BARRAVIERA, 1993). No
Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, ocorrem enire 19 mil a 22 mil acidentes
ofidicos por ano (BRASIL, 1991). Existem por volta de 250 espécies de serpentes, sendo
que destas, 70 s&o pegonhentas. A maioria destes acidentes deve-se a serpentes do género
Bothrops e Crotfalus, sendo raros os produzidos por Lachesis e Micrurus (AMARAL et al,,
1986).

O estudo das variacdes ontogenéticas nos venenos de serpentes possui importancia
tanto do ponto de vista da ciéncia basica como no campo clinico (LOMONTE et al., 1983).

Estudos comparativos prévios nos quais foram avaliados venenos de serpentes
adultas, juvenis e recém-nascidas da mesma espécie, tanto do ponto de vista bioguimico
como farmacoldgico, tém demonstrado que existem diferencas significativas em algumas de
suas propriedades, tais como: letalidade, atividade enzimatica, padrbes eletroforéticos,
efeitos locais e outros (MINTON, 1967; FIERO et al., 1972; REID e THEAKSTON, 1978;
GUTIERREZ et al., 1980; MEIER e FREIVOGEL, 1980). |
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introducéo

1.1 CLASSIFICACAO DAS SERPENTES

As serpentes venenosas que existem no Brasil pertencem a duas familias: Elapidae e
Viperidae (subfamilia Crotalinae). No Brasil, o0 unico género da familia Elapidae é o Micrurus,
cujas espécies sdo conhecidas popularmente por corais. Na familia Viperidae, subfamilia

Crotalinae, sdo seus representantes no Brasil os géneros Crotalus, Lachesis e Bothrops.

1.2 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os acidentes ofidicos séo de importéncia médica em func&o do numero de pessoas
atingidas e pela gravidade gue apresentam, constituindo-se assim problemas de saude
publica nos paises em desenvolvimento. Apds o Ministerio da Saude ter fornado obrigatoria
a notificacdo dos acidentes ofidicos, de junho de 1986 a dezembro de 1989 foram
notificados 70.799 casos. Os dados foram obtidos a partir do Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica implantado nas unidades federadas do Brasil. Em relacdo ao género da
serpente, a maioria dos acidentes foi causada por serpentes do género Bothrops (86,16%),
seguido pelos géneros Crofalus (8,94%), Lachesis (2,39%), Micrurus (0,63%) e nao-
peconhentas (1,88%) (BARRAVIERA, 1993).

No Estado de Sao Pauio, nos anos de 1986 a 1930, observou-se a seguinte

freqliéncia: 86% dos acidentes envolvendo serpentes pertenceram aoc género Bothrops;
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Introducédo

12,9% Crofalus e 1,1% Micrurus. N&o ha relatos de acidentes por serpentes do género
Lachesis no Estado de S&0 Paulo (BRASIL, 1993).

Das notificagbes de acidentes ofidicos de janeiro de 1990 a dezembro de 1993,
segundo o género a que a serpente pertencia, 90,5% foram de acidentes botrépicos, 7,7%
crotélicos, 1,4% laguético e em 0,4% dos acidentes, as serpentes pertenciam ao género
Micrurus (BRASIL, 1997). RIBEIRO e JORGE, 1990, constataram que os acidentes ofidicos
causados por serpentes do género Crotalus, quanto a sazonalidade e horario do dia em que
ocorreram, foram semelhantes aos causados por B. jararaca, embora os acidentes crotélicos
tenham sido causados, em sua maioria, por serpentes consideradas aduitas. isto explica a
grande porcentagem de picadas na perna, pois sdo mais comumente causadas nos
acidentes com serpentes adultas. Esta localizacdo da picada esta relacionada aos habitos
terrestres da maioria das serpentes peconhentas brasileiras, as quais desferem o bote a
uma distancia que, como regra, ndo ulfrapassa um terco de seu proprio comprimento
(ROSENFELD, 1972).

Segundo SAZIMA, (1988), serpentes B. jararaca jovens apresentam maior propensao

a desferir botes defensivos em comparagac com as adultas.

1.3 GENERO CROTALUS

As espécies de serpentes do género Crotalus s&o conhecidas popularmente por
cascavéis, boicininga, boicununga, cobra de guizo e maraca, sendo encontradas em todo o

Brasil, e freqlientes nas regides secas e pedregosas, ndo sendo encontradas nas florestas e
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Infroducé&o

nas matas Umidas a leste da Serra do Mar. Na Amazonia, aparecem em lugares mais secos
e elevados, tais como Santarém, Serra do Cachimbo e alguns cerrados. As serpentes do
género Crotalus estdo representadas no Brasil por apenas uma espécie, a Crofalus
durissus, e distribuidas em cinco subespécies: ferrificus, colliiineatus, cascavella, ruruima €
marajoensis (BRASIL, 1998; JORGE e RIBEIRQO, 1990). S&o responsaveis por cerca de
7,7% dos acidentes ofidicos registrados no Brasil, podendo representar ate 30% dos
acidentes em algumas regides.

Do ponto de vista epidemiolégico, as Bothrops sdo responsaveis pela maioria dos
acidentes ofidicos (80%) ocorridos no Pais; contudo o acidente crotalico apresenta o maior
indice de letalidade em razdo da freqiiéncia com que evolui para insuficiéncia renal aguda
ou insuficiéncia respiratéria (BRASIL, 1998}

O género Crotalus se caracteriza por pertencer & familia Viperidae, que incluem as
serpentes que possuem o mais complexo aparetho peconhento, através do qual inoculam
seu veneno. Classificam-se como solendglifas por possuirem presas moveis na regido
frontal da boca.

As serpentes do género Crotalus sao facilmente identificaveis por meio de sua cauda,
que & composta por varios anéis cérneos, formados cada qual ao final de uma ecdise,
engastados entre si, e que ao ser agitada emite um som como de um chocalho.

Também é identificada por ser um tanatofidio por possuir fosseta loreal, que funciona
como uma espécie de radar, por ser um orgao sensorial termorreceptor extremamente

sensivel,
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Infroducéo

1.4 PECONHA

A peconha é produzida e mantida em um par de glandulas, situadas na base da

cabecga, acentuando o aspecto triangular da cabec¢a de algumas serpentes.

Existern musculos que rodeiam tanto a glandula como a presa, que se contraem no

momento da picada, projetando a presa para frente e injetando a pegonha na vitima.

1.4.1 MODO DE AGAO DA PEGONHA

Em geral, 0 modo de acdo da pegonha € 0 mesmo dentro de um mesmo género, mas

pode haver variacfes ontogénicas, sazonais e regionais:

a) ontogénicas: em muitas serpentes ocorre uma variagdo na composicdo da
pecgonha produzida pelo filhote em relagdo a do adulto;

b) sazonais: em alguns animais a época do ano pade interferir na pegonha;

c) regionais: entre serpentes do mesmo género, mas geograficamente distantes,

podem ocorrer variagdes na composicao dos constituintes da peconha.

A peconha de Crofalus durissus terrificus atua de varias formas em nosso organismo,
portanto, de acordo com sua acio pode-se classifica-la em neurotdxica, miotdxica e

coagulante .
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Introducdo

Neurotdxica - as fragGes neurotdxicas do veneno crotalico sdo aguelas que produzem
efeitos tanto no sistema nervoso central quanto no periférico. A neurotoxicidade do veneno
crotalico € produzida principalmente pela fragé&o crotoxina, que tem acgéo pré-sinaptica e atua
nas terminac¢des nervosas, inibindo a liberacéo da acetilcolina. Um dos efeitos importantes
da crotoxina @ o blogueio da transmiss@o neuromuscular. A manifestacéo da aclo
neurotdxica do veneno de Crotalus durissus terrificus, nos seres humanos, caracteriza o
chamado “facies miasténico” - ptose palpebral uni ou bilateral e paralisia da musculatura da
face (ROSENFELD, 1971, VITAL BRAZIL, 1980). Ha oftalmoplegia, podendo existir
dificuldade de acomodagdo, midriase, visdo turva, até cegueira e diplopia. Ha relatos raros
de ocorréncia de paralisia da musculatura intercostal efou diafragmatica (VITAL BRAZIL,
1966).

Miotéxica - produz lesbes de fibras musculares esqueléticas (rabdomiclise) com
liberagdo de enzimas e mioglobina para o sangue e, posteriormente, para a urina
(mioglobinaria). O local primario da ag&o da crotoxina no musculo é a membrana plasmatica,
estando relacionado & hidrélise de fosfolipidios (KINI e EVANS, 1989). A ac&o miotoxica do
veneno manifesta-se nas dores musculares generalizadas e no escurecimento da urina,
sendo o ébito geralmente causado por insuficiéncia renal aguda (AZEVEDO-MARQUES et
al., 1987},

Coagulante - as alteragGes observadas nos fatores de coagulagéo estéo relacionadas
a enzima tipo trombina, sendo essa uma das fracdes do veneno que tem a capacidade de
transformar fibrinogénio em fibrina in vivo . 1sto acaba levando a um consumo de fatores de

coaguiagao, e por fim, incoagulabilidade sanguinea (RAW et al., 1986). Geralmente n&o ha
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reducéo no numero de plaquetas. As manifestacbes hemorragicas, guando presentes, sao

discretas (ALEXANDER et al., 1998).

1.4.2 Crotalus durissus terrificus (Cdt)

O veneno de Crotalus tem sido investigado, tanto bioldgica como
farmacologicamente, desde 1938, foram isoladas do veneno total as fracbes denominadas:
crotoxina, crotamina, convuixina e giroxina (SLOTTA e FRAENKEL-CONRAT, 1938).

A crotoxina € o principal componente toxico e responsavel pela elevada toxicidade do
veneno (VITAL BRAZIL, 1972a); atua nas terminacdes nervosas, bloqueando a transmiss&ao
neuromuscular, e é portanto, responsavel peia paralisia respiratbria e dos musculos
esqueléticos, em condigoes experimentais. E composta de duas subunidades: uma proteina
com caracteristicas basicas (CB), que possui atividade fosfolipasica (PLAz) (HENDON e
FRAENKEL-CONRAT, 1971; RUBSAMEN et al,, 1971, BREITHAUPT, 1976), com peso
molecular compreendido entre 14.500 e 16.400 daltons, e uma proteina &cida (CA)
denominada crotapotina, com peso molecular compreendido entre 8.000 e 9.500 daltons. A
crotapotina néo tem nenhuma atividade catalitica, mas, quando adicionada a subunidade
basica, aumenta sua atividade farmacologica (BON et al.,, 1979). Porém, o0s dados obtidos
por LANDUCCI et al (1995), sugerem que a crotapotina poderia estar interagindo com as
PLA; extracelulares, geradas durante 0s processos inflamatérios, levando a uma reducdo da

atividade hidrolitica destas fosfolipases.
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A crotapotina € denominada proteina “chaperone”, pois teria a funcgo de impedir as
ligacdes inespecificas da PLA; na membrana celular, facilitando, desta forma, a
manifestacao de seus efeitos toxicos (BOUCHIER et al., 1991).

Estas duas subunidades, acida e basica, formam um complexo molar de proporgaoe
1:1, denominado crotoxina (BREITHAUPT, 1976). Sua atividade neurotdxica se deve
provavelmente a inibicdo do influxo do jon calcio, necessario a liberacdo da ACh pelos
impulsos nervosos (VITAL BRAZIL et al., 1979).

A acdo pré-sinaptica produz uma alteragdo trifasica na liberacdo evocada do
transmissor (LEE e HO, 1982, CHANG, 1985 STRONG, 1987, HAWGOOD et al., 1988;
RODRIGUES-SIMIONI et al., 1990): inibicio inicial atribuida a ligagao da toxina ao sitio pré-
sinaptico especifico, seguida por facilitacdo da liberacdo de ACh e progressiva depressao,
até o blogueio-irreversivel da neurotransmissdo. A CrTX também blogqueia o efluxo de Na*
de microvesiculas excitaveis, causado pela carbamilcolina, em preparacéo de orgéo elétrico
de Torpedo marmorata, exibindo, portanto, também uma acio pés-sinaptica (BON et al,,
1979); o efeito pds-sinaptico da crotoxina foi originalmente observado por VITAL BRAZIL,
1966, em preparacio isolada de diafragma cronicamente desnervado de rato.

S&o descritos dois modelos para explicar a interacéo da crotoxina com a membrana
pré-sinaptica; o modelo da dissociagdo e o modelo do complexo terndrio transiente. O
modelo da dissociag@o diz que quando a CrTX se aproxima do seu receptor na membrana
celular, a crotapotina se dissocia da PLA;, deixando-a livre para se ligar ao receptor. No
modelo do complexo terndrio transiente, a CrTX primeiramente se uniria ao receptor da

membrana e sO entdo ocorreria a dissociacdo de seus componentes, com liberacdo da

crotapotina, enquanto a PLA; permaneceria ligada ao receptor (DELOT e BON, 1993).

28



Introducéo

A crotamina € uma neurotoxina polipeptidica de baixo peso molecular, de carater
fortemente basico, identificada pela primeira vez por GONCALVES e VIEIRA, em 1950; e
encontrada. no veneno de serpente da espécie Crofalus durissus terrificus, de certas regides
do Brasil e Argentina. E uma proteina de ponto isoelétrico igual a 10,3, massa molecular de
4.800 daltons e com trés pontes de sulfeto (GONCALVES, 1956). Apresenta um pequeno
numero de residuos de aminoacidos comparados com outras neurotoxinas (RYDEN et al,,
1973, YANG, 1974). Quando injetada intraperitonealmente em ratos causa depresséo
respiratoria, lacrimejamento, paralisia espastica das patas posteriores, convuiséo e morte. A
crotamina, em baixas concentracbes, é capaz de induzir um efeito anesteésico cujo
mecanismo de acao é desconhecido (MACIN et al., 1997).

Em funcdo da presenca ou ndo de crotamina no veneno de Cdt, duas variedades
regionais (BARRIO e VITAL BRAZIL, 1951) de veneno podem ser identificadas nesta
espécie:

Tipo | — (Brasil, Argentina) — “crotamine-positive”: induz numa primeira fase, atague
espasmodico em camundongos e ratos; rigidez muscular em caes, Posteriormente,
hipotonia muscular e paralisia flacida.

Tipo Il - (Brasil) — “crotamine-negative”: produz apenas hipotonia muscular e paralisia

flacida.

A giroxina é farmacologicamente pouco conhecida. Em condi¢bes experimentais, em

camundongos, produz uma sindrome convuisiva. Seu isolamento foi descrito por BARRIO,

1961.
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A convulxina & responsave! por convulsdes, disturbios circulatérios e respiratorios; €
uma toxina de alta massa molecular que se comporta come uma proteina homogénea
(PRADO-FRANCESCHI, 1970 ; VITAL BRAZIL, 1972b). Atua em plaquetas, induzindo a sua

agregacao, liberagao de ATP e formag&o de tromboxanas (Txs) (VARGAFTIG et al., 1980).

1.5 SOROTERAPIA:

Os soros heterdlogos antivenenos s&o concentrados de imunoglobulinas obtidos
através da sensibilizacdo de diversos animais, e os mais ulilizados séo os de origem
eqlina. No Brasil, os laboratérios que produzem esses imunoderivados para a rede publica
s&o: Instituto Butantan (S&o Pauio), Fundagéo Ezequiel Dias (Minas Gerais) e Instituto Vital
Brasil (Rio de Janeiro) (BRASIL, 1998).

A soroterapia antiveneno (SAV), quando indicada, € um passo fundamental no
tratamento adequado dos pacientes picados pela maioria dos animais pegonhentos. A dose
utilizada deve ser a mesma para adultos e criangas, visto que o objetivo do tratamento é
neutralizar a maior quantidade possivel de veneno circulante, independente do peso do
paciente. A sua aplicag@o (ver Quadro 1) deve ser preferencialmente realizada em postos de
atendimento médico {BRASIL, 1993).

A via de administracdo recomendada € a intravenosa (IV) e o soro pode ser
administrado, diluido ou ndo, lentamente, entre 20 e 60 minutos, sob estreita vigilancia
médica e da enfermagem. A freqiéncia de reagbes a soroterapia parece ser menor quando

o antiveneno é administrado diluido. A diluicio pode ser feita, a critério do médico, na razéo
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de 1:2 a 1.5, em soro fisioloégico ou glicosado 5%, infundindo-se na velocidade de 8 a 12
mlL/min, observando, entretanto, a possivel sobrecarga de volume em criancas e em
pacientes com insuficiéncia cardiaca (BRASIL, 1998).

A freqiéncia relatada de reacgfes precoces a soroterapia e muito variavel, de 4,6%
até 87,2%. A maioria destas reagdes ocorre durante a infusdo do antiveneno e nas duas
horas subseqlentes. Normaimente séo consideradas leves, porém, é conveniente que os
pacientes sejam mantidos em observacdo, no minimo por 24 horas, para a deteccdo de
outras reacgdes gue possam ser relacionadas a soroterapia.

Os sinais e sintomas mais freglentemente observados s&o. urticaria, tremores, {osse,
nauseas, dor abdominal, prurido e rubor facial. Mais raramente s&o observadas reagtes
precoces graves, semelhantes a reacdo anafildtica ou anafilactéide. Nestes casos, os
pacientes podem apresentar arritmias cardiacas, hipotenséo arterial, choque e/ou quadro
obstrutivo das vias respiratorias.

A fisiopatologia das reacBes precoces a soroterapia ainda nio se enconira
estabelecida. Admite-se que a grande quantidade de proteinas heterblogas poderia
determinar uma formacao de agregados de proteinas ou de imunocomplexos, ativando o
sistema complemento. A ativacdo deste sistema levaria a formagdo de anafilotoxinas que,
por sua vez, poderiam determinar a liberac&o direta de mediadores quimicos dos mastécitos
e basofilos, principalmente a histamina.

Uma reac8o tardia, também conhecida como Doenca do Soro, decorrente da
soroterapia, pode ocorrer apos 5 a 24 dias. Os pacientes podem apresentar febre, artralgia,
linfoadenomegalia, urticaria e proteinUria. A incidéncia real destas manifestaces @

subestimada, pois muitos pacientes ndo retornam ao servigo em que foram tratados, ou
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talvez, nem foram corretamente orientados para procurar novamente o médico no caso da
ocorréncia dos sintomas acima relatados. Os mecanismos mais provaveis incluem a
formacéo de complexo imune entre antiveneno e veneno, com ativacdo e consumo de

Complemento (BRASIL, 1993).
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CLASSIFICACAO QUANTO A GRAVIDADE E TRATAMENTO ESPECIFICO DE

ACIDENTES OFIDICOS

(BRASIL, 1997)

Quadro 1. ACIDENTE CROTALICO

Gravidade KManifestagies Nirmero
ampolasivial
Facigs Mialgia Urina Gligiria Tempo de
Miasténica s vermetha oufou andria  |coagulagdo
vis&p turva marrom {TC)
Leye ausente oy lausenie oujausente ou jausente oufnormal oy L
tardia tardia tardia tardia alterado
Moderada jdiscreta discreta  jnouco ayysente  [normal ou 1071y
evidente au afterado
ausents
Grave evigdente presente  |presente presentz  |normal ou 200
ou ausente} alterado

* Soro anticrotalico ou sore antibotrépico-crotalico (uma ampola = 10mi}



2. OBJETIVOS



Objetivos

O presente estudo propde:

1- Avaliar, comparativamente, a atividade neurotdxica do veneno total de
Crotalus durissus terrificus adulta e juvenil, proveniente do Vale do
Paraiba/SP, sobre a juncdo neuromuscular (JNM), em preparagéo isolada

m. biventer cervicis de pintainho.

2- Realizar a andlise bioguimica dos venenos estudados neste trabaiho.
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3.1 ANIMAIS

Nos ensaios farmacologicos foram utilizados pintainhos machos, HY-LINE
W36 de quatro a oito dias de idade, fornecidos pela Granja Globo Aves Agrovicola
Ltda (Mogi-Mirim/SP). Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com
agua e racdo ad libitum, em ambiente com temperatura constante e iluminagéo

controlada (12 horas com luz e 12 sem luz).

3.2 VENENOS

Todos os venenos de serpentes utilizados foram gentilmente cedidos pelo
Prof. Dr. José Carlos Cogo do Centro de Estudos da Natureza-CEVAP da
Universidade do Vale do Paraiba - UNIVAFP — S&8o José dos Campos e
procederam de espécimes capturadas na regido do Vale do Paraiba. Cascavéis
adultas e suas crias, as cascaveis recém-nascidas, foram mantidas em cativeiro,
sob as mesmas condigbes de alimentacdo, estresse e clima. Os venenos das
serpentes jovens foram extraidos mensalmente, mantidos em banho de gelo e

posteriormente em dessecador a 4°C em geladeira
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3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.3.1 PREPARACAO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO

Para estes experimentos foram utilizados pintainhos machos, HY-LINE W36
de quatro a oito dias de idade, anestesiados com Halotano (CRISTALIA -
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Lida — ltapira/SP).

Os musculos foram removidos e montados em cubas de 5 mbL, em banho
organico,(GINSBORG e WARRINER, 1960), contendo solucéo de Krebs (mM):
NaCl 118,7, KCI 4,7, CaCl; 1,88, KHPO4 1,17, MgSO4 1,17, NaHCO3 25,0, e
glicose 11,65, pH 7,5; aerados com carbogénio (95% O3 e 5% COy), submetidos &
uma tenséo constante de 0,5 g/cm e estimulados através de eletrodos bipolares,
posicionados na regido de transicdo entre o tendZo e o musculo, de modo a
proceder uma estimulacéo de campo.

Utilizou-se estimulador GRASS $48 (QUINCY. MA. U.8.A) com estimulos
supramaximais de 0,1 Hz de freqgliéncia, 6-8 V e 0,2 ms de duragdo. O registro da
forca de contrag&o muscular e a resposta a estimulo elétrico, foi realizado através
de transdutor isométrico load Bell BG 10GM, acoplado a um fisiégraio Gould
Universal Amplifier Model RS 3400. Contraturas por acetilcolina exogena (ACh 55
uM e 110 uM por 60 s) e KCI (20mM por 180 s) foram obtidas para testar as
atividades neurotdxicas e miotoxicas (HARVEY et al, 1994). Apds a estabilizacdo
por 20 min, os venenos foram adicionados ac banho. Os experimentos foram

realizados a temperatura de 37° C.
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3.3.2 DETERMINACAO DA DOSE LETAL MEDIANA (DL50)

A DL50 das peconhas de Cdt aduitas e Cdt 2° més foi determinada em
camundongos.

A via foi através da veia caudal, e a sobrevida dos animais foi avaliada 24
horas apéds. Foram utilizados camundongos pesando de 30 a 40 g, empregando-
se seis (6) animais para cada dose. As pegonhas foram dissalvidas em solugéo
salina, para a obtengéo da solucéo estoque, a partir da qual prepararam-se quatro
solugBes de concentragbes que guardavam entre si uma razéo de 1,25 Para o

calculo da DL50 foi usada a metodologia descrita por WEILL (1953).

3.4 ENSAIOS BIOQUIMICOS

A purificacéo e os ensaios bioquimicos (eletroforeses) foram realizados no
Laboratério de Bioquimica/ |.B. — Unicamp, do Prof. Dr. Sérgio Marangoni.

Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados foram de grau
HPLC, grau sequéncia ou de alto grau de pureza (SIGMA, Aldrich Chemicals,

Merck e Bio Rad).

3.4.1 PURIFICACAO DO VENENO TOTAL DE Crotalus durissus terrificus
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3.4.1.1 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR

Aproximadamente vinte miligramas do veneno total de Crotfalus durissus
terrificus foram purificados em uma coluna de exciusdo moiecular Protein Pack
SW 300 (Waters), acoplada ao sistema de cromatografia liquida de baixa presséo
“APPS (HPLC) bio preparative — LC 850E". O sistema cromatogréfico foi
previamente equilibrado com tampéo bicarbonato de aménio 0,1M, pH 7,8. O
monitoramento da corrida cromatografica foi realizado a 280 nm, as fracles
coletadas foram liofilizadas e armazenadas a 20°C.

Ao final de cada corrida, o cromatograma foi analisado em um integrador de
fragGes Waters 470, que possibilita a quantificacdo dos picos em porcentagem de

amostra.

3.4.2 HPLC DE FASE REVERSA

O veneno total de Cdt e suas fragdes foram purificados em HPLC de fase
reversa. O sistema cromatografico usado foi o HPLC — PDA 991 (Waters),
equipado com duas bombas Waters modelo 510/B, um injetor automatico de
amostras UGK com um “loop” de 1,0 mL e uma coluna y-bondapak C-18 0,78 X 30

cm, previamente equilibrada com acido triflucroacético 0,1%, pH 3,5. A eiuicdo das
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amostras foi realizada, usando-se um gradiente linear com acetonitrila 66%. As

fraches foram monitoradas a 280 nm.

3.4.3 ELETROFORESE EM PAGE-SDS

A eletroforese em gel de poliacritamida foi realizada, seguindo-se a
metodologia descrita por LAEMMLI, 1970. As placas de poliacrimilamida foram
feitas de modo descontinuo, apresentando um gel de concentragdo de 5% e um
gel de corrida de 12,5%. As placas foram preparadas, utilizando-se uma solugéo
de acrilamida estoque (30%T, 0,8%C). O gel de concentracéo a 5% foi preparado,
utilizando-se o tampéao Tris-HC! 0,5M, pH 6,8 e o gel de corrida foi feito, utilizando-
se o tampao Tris-HCI 1,0M, pH 8,8. Em ambos os geis foram acrescentados 0,1%
(viv) de SDS 207%. A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo
de miniplaca SE 250 Migthy Smail Ii (Hoefer Scientific Instrumentis). As amostras e
08 marcadores de peso molecular foram dissolvidos em tampao de amostra (Tris-
HCI, 0,075M, pH 6,8, 10% de Glicerol; 4% de SDS; 0,001% de Bromofenoi). A
corrida eletroforética foi realizada a 40mA. Os géis foram corados com solucéo de
Coomassie Blue 0,05% a 37°C, o excesso de corante foi removido em acido
acético 7%.

Também foram utilizadas, para a andlise do grau de homogeneidade
molecular das amostras, as eletroforeses em gel de PAGE-SDS8-Tricina, de acordo
com o meétodo descritoc por SCHAGGER e VON JAGOW, 1987, usando um

sistema de eletroforese descontinuo e um gel de corrida a 10%.
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3.4.4 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE PROTEINAS (MICROBIURETO)

As dosagens de proteinas em solugdo foram realizadas pelo método de
microbiureto, de acordo com a metodologia descrita por ITZHAKI e GILL, 1964. A
curva-padréo de proteinas foi obtida com o soro albumina bovina (Sigma), sendo
considerado, para a construg@o da curva-padréo, o coeficiente de extingdo em

280nm = 0,666,
3.4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE PLA,

Neste método foi utilizado um substrato cromogénico derivado do p-
nitroanilida, segundo método descrito por CHO e KEZDY, 1991. Foram utilizadas
amostras com uma concentracéo de 4 mg/mlL., para os testes de fosfolipase A;. As
amostras foram incubadas junto com o substrato, tampao Tris-HC!, pH 8,0, célcio
por 20 min. Ao final deste tempo, as amostras foram lidas em um espectro UV-VIS

a 450nm.
34.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA CROTAMINA

A determinag&o da atividade da crotamina de cada um dos picos foi

avaliada segundo o método descrito por OWNRBY et al., 1988.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padréo. A significancia
das diferencas observadas foi determinada pelo teste ndo pareado {-Student, com

valor p<0,05 considerado como significante.
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Resultados

4.1

Crotalus durissus terrificus (Cdt) Adulta

O veneno total de serpentes adultas foi ensaiado nas doses (ug/ml) de : 0,5, 1,0,
50, 10,0 e 20,0 (Figura 1). A acao do veneno de Cdt na JNM tende a ser dose-
dependente, com biloqueio completo e irreversivel da contrag@o muscular em resposta ao
estimulo elétrico indireto; assim, verifica-se que o efeito do veneno em relacdo ao tempo
de blogueio € inversamente proporcional.

A partir da curva dose-efeito obtida, elegeu-se a dose de 1 ug/mi para os ensaios
posteriores de comparacéo. Na dose escolhida, o tempo necessario para se obter um
bloqueio neuromuscular de 50% (T50%) foi de 35,5 + 4,5 min e 0 tempo necessario para
se obter um blogueio neuromuscular de 90% (T90%) foi de 49,5 + 9,5 min.

Os resultados mostraram uma possivel agdo pré-sinaptica do veneno de Cdt, pois
na vigéncia de bloqueio total, a preparacéo respondeu a adicdo exdogena de ACh e
potassio com contratura (Figura 2). A representacao grafica do efeito de Cdt sobre as

respostas contraturantes aoc KCl e ACh é mostrado na pagina 74 (Figura 17).
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110 = —ia— 0 5 pg/ml n=3
. S 110 ng /ml n=4
(e = 50 pgiml n=4

-10,0 pg/ml n=5
v 20,0 pg/ml n=6

Resposta contratil (%)

Tempo (min)

Figura 1 — Representagdo gréfica do efeito do veneno de Cdt Adulta, nas doses de
05, 1,0 50 , 10,0 e 20,0 ug/ml, sobre a preparacdc m. biventer cervicis de
pintainho sob estimulagdo elétrica indireta. Cada ponto representa a média de

experimentos + erro-padréo.
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A mC o 10 30 50 .0 A min

A
10,0 pg/mi

40

SO TN e 1 S S L L e

A Il 0 10 30 w0 A min

A
20,0 ug/mi

Figura 2 — Registros miograficos correspondentes a acdo do veneno de Cdt Aduita, nas

respectivas doses indicadas, em preparag¢bes m. biventer cervicis de pintainho.

A KC120,0 mM; m ACh 55 uM; T ACh 110 uM; pnAdigdo do veneno;, 0,5 g I tensao
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4.2 Crotalus durissus terrificus (Cdt) 1° més

Foram ensaiadas as doses (ug/mi) de : 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 e 20,0, conforme Figura 3. A
acdo do veneno de Cdt na JNM tende a ser dose-dependente, com o biogueio completo e
irreversivel da contragdo muscular em resposta ao estimulo eletrico indireto; assim, verifica-se
gue o efeito do veneno em relacéo ao tempo de blogueio € inversamente proporcional.

A partir da curva dose-efeito obtida, elegeu-se a dose de 1 pg/ml para os ensaios
posteriores de comparagéo. Na dose escolhida, o tempo necessario para se obter um bloqueio
neuromuscular de 50% (T50%) foi de 25,1 = 0,81 min e o tempo necessaric para se obter um
blogueio neuromuscular de 90% (T90%) foi de 41,0 + 4,0 min.

Os resultados mostraram uma possivel acdo pré-singptica do veneno de Cdt pois na
vigéncia de blogueio neuromuscular total, a preparacac respondeu & adic&o exogena de ACh e
potassio com contratura (Figura 4). A representacéo grafica do efeito de Cdi sobre as respostas

contraturantes ao KCi e ACh e mostrado na pagina 74 (Figura 17).
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Resposta contratil (%)
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go.: e i 510 y.le[ n=3
80 —w10,0 ng/ml n=3
70 - 20,0 ug/ml n=3
60 -
50 -
a0- - J}
30 - \\
] N —1
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Tempo (min)

Figura 3 — Representag&o grafica do efeito do veneno de Cdt 1° més, nas doses de

05, 1,0 ,50 , 10,0 e 20,0 ug/ml, sobre a preparacdo m. biventer cervicis de

pintainho sob estimulacéo indireta. Cada ponto representa a média de experimentos £

errc-padrao.
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A mC 0 10 ‘ 30 0 A

A
10,0 pg/ml

A mC 49 10 30 - (] A
20,0 pg/mi

Figura 4 — Registros miograficos correspondentes a acio do veneno de Cdt 1° més, nas
respectivas doses indicadas, em preparacbes m. biventer cervicis de pintainho

A KCI 20,0 mM; m ACh 55 uM; 00 ACh 110 uM; gnAdig&o do veneno; 0,5 g _I__ tensé&o
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4.3

Crotalus durissus terrificus (Cdt) 2° més

Foram ensaiadas as doses (ug/ml) de : 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 & 20,0, conforme Figura
5. A acéo do veneno de Cdt na JNM tende a ser dose-dependente, com o blogueio
compieto e irreversivel da contragio muscular em resposta ac estimulo elétrico indireto;
assim, verifica-se que o efeito do veneno em relacdo ao tempo de bloqueio €
inversamente proporcionai.

A partir da curva dose-efeito obtida, elegeu-se a dose de 1 pg/ml para os ensaios
posteriores de comparacdo. Na dose escolhida, o tempo necessario para se obter um
bloqueio neuromuscular de 50% (T50%) foi de 25,1 + 2,6 min e o tempo necessario para
se obter um blogueio neuromuscular de 90% (T90%) foi de 33,7 £ 2,7 min.

Os resultados mostraram uma possivel agéo pré-sinaptica do veneno de Cdt, pois
na vigéncia de blogueio neuromuscular total, a preparagéo respondeu a adico exogena
de ACh e potassio com contratura (Figura 6). A representacéo grafica do efeito de Cdt

sobre as respostas contraturantes ao KCl e ACh é mostrado na pagina 74 (Figura 17).
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Figura 5 — Representagao grafica do efeito do veneno de Cdt 2° més, nas doses de
0,5, 1,0,5,0, 10,0 e 20,0 ug/ml, sobre a preparacéo m. biventer cervicis de pintainho
sob estimulagéo indireta. Cada ponto representa a média de experimentos + erro-

padréo.
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Figura 6 - Registros miograficos correspondentes a ag&o do veneno de Cdt 2° més, nas
respectivas doses indicadas, em preparacdes m. biventer cervicis de pintainho.

A KCI20,0 mM; m ACh 55 uM; 0 ACh 110 uM; pAdic&o do veneno;, 0,5 g I tensdo
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4.4

Crotalus durissus terrificus (Cdt) 4° més

Foram ensaiadas as doses (ug/ml) de : 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 e 20,0, conforme Figura
7. A acdo do veneno de Cdt na JNM tende a ser dose-dependente, com o blogueio
completo e irreversivel da contragio muscular em resposta ao estimulo elétrico indireto;
assim, verifica-se que o efeito do veneno em relagdo ao tempo de blogueio &
inversamente proporcional.

A partir da curva dose-efeito obtida, elegeu-se a dose de 1 ug/ml para os ensaios
posteriores de comparac@o. Na dose escolhida, o tempo necessario para se obter um
bloqueio neuromuscular de 50% (T50%) foi de 35,1 = 6,1 min e o tempo necessario para
se obter um bloqueio neuromuscular de 80% (T90%) foi de 48,3 + 4,6 min.

Os resultados mostraram uma possivel acdo pré-sinaptica do veneno de Cdt pois
na vigéncia de bloqueio neuromuscular total, a preparacéo respondeu a adigdo exogena
de ACh e potassio com contratura (Figura 8). A representacéo grafica do efeito de Cdt

sobre as respostas contraturantes ao KCl e ACh & mostrado na pagina 74 (Figura 17).
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Figura 7 — Representagdo grafica do efeito do veneno de Cdt 4° més, nas doses de

0,5,1,0,50, 10,0 e 20,0 ug/ml, sobre a preparagadc m. biventer cervicis de pintainho sob

estimulacéo indireta. Cada ponto representa a média de experimentos + erro-padréo.

58



Resultados

05g |

L

b 'iO ;110 T A min
)
controle

A m 0 10 30 50 X0 A min
|
0,5 ug/mi

—

,0 pg/mi

o

,0 ng/mi

59



Resultados

B A min

Figura 8 — Registros miograficos correspondentes a agao do veneno de Cdt 4° més, nas
respectivas doses indicadas, em preparacdes m. biventer cervicis de pintainho.

A KCI 20,0 mM: m ACh 55 uM: T ACh 110 uM; pAdiggo doveneno;  0,5g | tensdo
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4.5 Crotalus durissus terrificus (Cdt) 5° més

Foi ensaiada a dose de 1,0 pg/mi, conforme Figura 9. A acao do veneno de Cdt na
JNM promoveu o blogueio completo e irreversivel da contragdo muscular em resposta ac
estimulo elétrico indireto

O tempo necessario para se obter um blogueio neuromuscular de 50% (T50%) foi de
30,6 + 0,8 min e o tempo necessario para se obter um bloqueio neuromuscular de 90%
(TS0%) foi de 42,3 £ 1,1 min.

A partir da curva dose-efeito eleita, pode-se observar uma possivel agdo pré-
sinaptica do veneno de Cdt , pois na vigéncia de bloqueio neuromuscular total, a
preparacéo respondeu & adigdo exdgena de ACh e potassio com contratura (Figura 10).

A representacéo gréfica do efeito de Cdt sobre as respostas contraturantes ao KCl e

ACH & mostrado na pagina 74 (Figura 17).
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Figura 9 — Representacéo grafica do efeito do veneno de Cdt 5° més, na dose de

1,0 ng/ml, sobre a preparacdo m. biventer cervicis de pintainho sob estimulagdo indireta.

Cada ponto representa a média de experimentos * erro-padrao.
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Figura 10 — Registros miograficos comrespondentes a agéo do veneno de Cdt 5° més, na
respectiva dose indicada, em preparacdes m. biventer cervicis de pintainho.

A KCI 20,0 mM; m ACh 55 uM; O ACh 110 uM; AnAdic&o do veneno; 0,5 g I tensao
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4.6

Crotalus durissus terrificus (Cdt) 6° més

Foi ensaiada a dose de 1,0 ug/ml, conforme Figura 11. A acéo do veneno de Cdt
na JNM promoveu o blogueio completo e irreversivel da contrag@o muscular em resposta
ao estimulo elétrico indireto.

O tempo necessério para se obter um bloqueio neuromuscular de 50% (T50%) foi
de 28,6 + 1,6 min e o0 tempo necessario para se obter um blogueio neuromuscular de 90%
(T90%) foi de 46,9 + 3,0 min.

A partir da curva dose-efeito eleita, pode-se observar uma possivel agéo pré-
sindptica do veneno de Cdt, pois na vigéncia de blogueio neuromuscular total, a

preparacao respondeu a adicio exogena de ACh e potassio com contratura (Figura 12).

A representacéo gréfica do efeito de Cdt sobre as respostas contraturantes ao KCl

e ACh é mostrado na pagina 74 (Figura 17).
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Figura 12 — Registros miogréficos correspondentes & ac&o do veneno de Cdt 6° més, na
respectiva dose indicada, em preparagdes m. biventer cervicis de pintainho.

A KCI1 20,0 mM; m ACh 55 uM; 0 ACh 110 uM; A Adicdo do veneno; 0,5g I tensao
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4.7

Crotalus durissus terrificus (Cdt) 7° més

Foi ensaiada a dose de 1,0 ug/mi, conforme Figura 13. A ac&o do veneno de
Cdt na JNM promoveu o blogueio completo e irreversivel da contrag&o muscular em
resposta ao estimulo elétrico indireto.

O tempo necessario para se obter um bloqueio neuromuscular de 50% (T50%)
foi de 30,3 + 0,8 min e o tempo necessario para se obter um blogueio neuromuscular
de 90% (T90%) foi de 43,7 £ 2,0 min.

A partir da curva dose-efeito eleita, pode-se observar uma possivel acéo pré-
sinaptica do veneno de Cdt, pois na vigéncia de bloqueio neuromuscular total, a
preparacéo respondeu a adicdo exégena de ACh e potassio com contratura (Figura
14).

O registro do efeito de Cdt sobre as respostas contraturantes ao KCl e ACh é

mostrade na Figura 17.
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Figura 13 — Representagio gréfica do efeito do veneno de Cdt 7° més, na dose de

1,0 ug/ml, sobre a preparacdo m. biventer cervicis de pintainho sob estimulagéo indireta.

Cada ponto representa a média de experimentos + erro-padréo
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Figura 14 — Registros miograficos correspondentes & agéc do veneno de Cdt 7° més, na
respectiva dose indicada.

A KC120,0 mM; m ACh 55 uM; 0 ACh 110 uM; AvAdicso do veneno, 0,5g | tensdo
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4.8 Estudo comparativo dos resultados obtidos

A 37° C, todos os venenos de Crotalus durissus terrificus estudados, provenientes do
Vale do Paraiba/ SP, produziram blogueio neuromuscular irreversivel, em preparagbes m.
biventer cervicis de pintainho.

Na concentracéo de 1 ug/ml, todos os venenos promoveram blogueio neuromuscular
ireversivel da resposta contratil, em tempo inferior a 120 min, e afetaram as respostas
contraturantes @ ACh (55 e 110 uM} e ao KCI (20,0 mM).

A Figura 15 mostra a curva dose-resposta do venenc de Cdt em todos os tempos de
vida, na concentragéo de 1 ug/ml, em que se pode verificar uma maior poténcia bloqueadora
neuromuscular dos venenos de Cdt mais jovens em relagéo ao veneno de Cdt adulta.

A Figura 1_6 mostra os registros de contracdo muscular da preparagéo biventer cervicis
de pintainho sob o efeito do veneno de Cdt em todos os tempos de vida, na concentracéo de 1
pg/ml.

A Figura 17 mostra o registro do efeito de Cdt {(1ug/mi), em todos os tempos de vida,
sobre as respostas contraturantes do KCI (20,0 mM) e ACh (50 e 110 uM).

A Figura 18 mostra o registro do tempo necessario para a obteng@o de 50% de blogueio
neuromuscular (T50%), na concentragéo de 1 pg/ml, de todos os venenos estudados.

A Figura 19 mostra o registro do tempo necessario para a obtengéo de 90% de bloqueio

neuromuscular (T90%), na concentracéo de 1 ug/ml, de todos os venenos estudados.
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Figura 15 — Representacéo gréfica do efeito do veneno de Cdt em todos os tempos de

extracdo, na dose de
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Figura 16 - Registros miogréficos correspondentes & acéo do veneno de Cdt Adulta e do 1°
ao 7° més, respectivamente, na dose de 1 ug/mi.

AKC120,0mM: m ACh 55 uM: 1 ACh 110 uM; pAdicso do veneno; 0,5g | tenséo
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Figura 17- Registro do efeito de Cdt sobre as respostas contraturantes ao KCl e ACh, em todos os

tempos de vida.
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Figura 18- Registro do T50% de todos os venenos estudados. Os histogramas
representam, comparativamente, com o veneno de serpente adulta, o tempo
necessario para a obtencado de 50% de blogueio neuromuscular (T50%), na
concentracéo de 1 pg/mi, dos venenos de serpentes jovens do 1° ao 7° més

de vida.
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Figura 19- Registro do T90% de todos os venenos estudados. Os histogramas representam
comparativamente, com o veneno de serpente adulta, o tempo necessario para a
obtencdo de 90% de bloqueio neuromuscular (T80%), na concentragio de 1 ug/mi,

dos venenos de serpentes jovens do 1° ao 7° més de vida.
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4.9 Cromatografia de Exclusdo Molecular em HPLC

A Figura 20 mostra a variag&o dos principais constituintes do veneno total de Crotalus
durissus terrificus , nos diferentes tempos de extracéo ( 1° més (T1), 2° més (T2), 4° més (13),
5° més (T4), 8° més (T5) e 7° més (T6)).

A Figura mostra um aumento gradativo da concentragéo de crotoxina, em fung&o da

idade, ocorrendo a maxima concentracéo no 7° més (T6).
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Figura 20- Perfil de eluicdo do veneno total de Cdt em HPLC em Excluséao Molecular, nos
diferentes meses de extracdo. Convulxina (Cvx), Giroxina (Gyr), Crotoxina (Crix) e

Crotamina (Croh
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410 Eletroforese em SDS-PAGE

A Figura 21 mostra o padrao eletroforético do veneno de Crofalus durissus terrificus,
do Vale do Paraiba/ SP, do 1° (T1), 2° (T2), 4° (T3), 5° (T4), 6° (T5), 7° (T6) més de vida e da
serpente adulta.

A Figura mostra a ocorréncia de alteragdes significativas dos venenos nos diferentes
tempos de extracdo : convulxina (Cvx), giroxina (Gyr), crotamina (Crot), com o aumento

progressivo da Fosfolipase A; (PLA;) e dos componentes que compdem a crotoxina (Crix).
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Figura 21- Padréo eletroforético do veneno de Cdt do Vale do Paraiba /SP. Nota-se a
ocorréncia de alteracOes significativas dos venenos nos
diferentes meses de extragfo, onde: MK (marcadores), T1(1° més), T2 (2° més), T3 (4°
més), T4 (5° més),T5 (6° més), T6 (7° més) e adult (serpente adulta). Os marcadores
utilizados foram : fosforilase b (94 KDa), BSA (67 KDa), ovoalbumina (43 KDa), anidrase
carbdnica (30 KDa), inibidor de tripsina de soja (20 KDa) e a- lactoalbumina (14 KDa).
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4.11 Atividade fosfolipasica A; e proteolitica do complexo crotoxinico.

A Figura 22 mostra a atividade fosfolipasica Az e proteolitica do complexo crotoxinice,
do veneno de Cdt do Vale do Paraiba/SP, do 1°, 2°, 4°, 5° 6° 7° mes de vida e da serpente

adulia.

Nos primeiros meses de vida, o veneno de Cdt exibe uma maior atividade proteolitica

e menor atividade fosfolipasica, quando comparada com o veneno de Cdt adulta.
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Figura 22- Registro do perfil da atividade fosfolipasica Az e proteolitica do
complexo crotoxinico, nos diferentes meses de extragéo.
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4.12 Tabela de composicao do veneno de Cdt, do Vale do Paraiba/SP.

A Tabela 1 mostra a composicdo do veneno de Cdt nos diferentes de vida. As
concentracdes de convulxina, giroxina e crotamina, presentes no veneno de Cdt do 1° meés,
diminuem temporalmente, até o 7° més, enguanto que a concentragdo de crotoxina aumenta
em funcéo da idade, assemelhando-se & concentragéo de CrTx no veneno adulto, a partir do
5° més de extracio. Observa-se que as concentragbes de PLA; e das isoformas de

crotapotina modificam-se em fungdo da idade da serpente.
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Composigao do Veneno de Cdt
1° 2° 4° L 6° 7° Adulto
Convuixina  § 12 45%| 11,85%] 9,75%| 5,12%| 4,30%| 3,40%| 3,35%
HPLC |[Groxna <D0, <2% <1% >1% >1% >1% >1%
Crotamina <304 <1% <1% >1% >1% >1% >1%
Crotoxina 76,45%] 79,52%] 81,75% 81%| 91,80%; 92,40%] 92 90%
PLA2 58,56%]| 58,12%| 56,75%]| 65,40%} 64,70%! 65,80%; 66,72%
HPLC lggformﬁ 10,30%] 10,96%| 6,45%| 15,30%| 10,60%{12.7% 14,42%
fase -ngmaz 8,85%] 12,32%} 10,23%] 10,30%} 14,40%|12.3% 11,56%
reversa
Crip >2% >2% 512%>2,0% P1.0% P1.0% [>1%
isoforma 3
PLAZ™ 13,63] 14,51 16,05} 17,75 18,8] 1962 2245
p-Nitroanilide 3,75 3,02 3,96 2,82 1,86 1,56 1,45
1Te 0,046/ 0,052 0,055 0,047 0,042 0038 0,033
gsegundos
Tabela 1 — Tabela de composi¢éo do veneno de Cdt.
UNICAMP

BIBLIOTECA CENTRAL
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Resultados

VENENO DL 50 maglkg
Crotalus durissus terrificus Adulta 152,95 (133,89 - 174,72)
Crotalus durissus terrificus 2° més 144,20 (125,9 — 165,00)

Tabela 2~ Valores da DL 50 dos venenos de Cdt adultas e juvenis do 2° mes,
com seus limites de confianca ao nivel de 95%, determinadas em camundongo
pela via endovenosa. Os venenos néo exibiram diferenca significativa, quanto a

sua capacidade de determinar a morte dos animais.
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Discussio

O estudo das variacbes ontogenéticas nos venenos de serpentes possui
importancia tanto do ponto de vista da ciéncia basica como no campo clinico
(LOMONTE et al., 1983).

Estudos comparativos prévios nos quais foram avaliados venenos de
serpentes adultas, juvenis e recém-nascidas da mesma espécie, tém demonstrado
a existéncia de diferencas significativas em algumas de suas propriedades, tais
como: letalidade, atividade enzimatica, padrbes eletroforéticos, efeitos locais, etc
(MINTON, 1967; FIEROQ et al., 1972; BONILLA et al, 1973; REID e THEAKSTON,
1978; GUTIERREZ et al., 1980; MEIER e FREIVOGEL, 1980; GLENN e
STRAIGHT, 1985).

Diferencas clinicas tém sido relatadas em envenenamentos humancs
causados por Bothrops jararaca jovens e adultas (ROSENFELD et al., 1959,
KAMIGUT! et al., 1986; RIBEIRO e JORGE, 1989) e Bothrops moojeni
(KOUYQUMD.JAIN e POLIZELLI, 1989).

FURTADO et al.,, 1991, quando compararam nove venenos de serpentes
botrdpicas fémeas e seus filhotes, encontraram diferencas bem definidas entre os
venenos das serpentes fémeas e de seus filhotes, e que estes achados estéo de
acordo com outros frabalhos sobre venenos viperideos que sugerem que as
mudangas na composicdo dos venenos poderiam ser idade-dependentes
(MINTON, 1967; FIERQ et al, 1972; BONILLA et al., 1973; REID e THEAKSTON,
1978; GUTIERREZ et al., 1980; MEIER e FREIVOGEL, 1980; GLENN e
STRAIGHT, 1985).

Em outro estudo de LOMONTE et al., 1983, sobre cascavéis adultas

(C.d.durissus) provenientes do noroeste da Costa Rica e serpentes recém-
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Discussdo

nascidas de Crofalus durissus durissus com menos de um més de idade, estas
foram comparadas quanto algumas de suas propriedades, tais como letalidade,
atividade proteolitica, padrées eletroforéticos, entre outros. Foi verificado que o
veneno das serpentes recém-nascidas s&o varias vezes mais letais que o das
serpentes adultas. As serpentes adultas exibiram uma maior atividade proteolitica,
utilizando caseina como substrato. Verificaram algumas alteragbes nos padbes
eletroforéticos dos venenos estudados.

Através dos estudos de HARVEY (1994), foi possivel determinar gque a
preparagdo bioldgica adequada para a avaliagdo dos efeitos neurotoxicos dos
venenos de Crotalus durissus terrificus adultas e juvenis, a serem comparados
neste trabalho, seria o m. biventer cervicis de pintainho.

Nesse estudo, obteve-se uma maior atividade bloqueadora neuromuscular
nos venenos de Cdt juvenis, principalimente quando testados os venenos
referentes ao 1° e 2° meses de vida da serpente (p<0,05), em relacdo as demais
extracdes e ao veneno de Cdt adulta, em preparagbes m. biventer cervicis de
pintainho. Pode-se afirmar que ao menos in vitro, 0s venenos de serpentes juvenis
do 1° e 2° meses exibam maior poténcia, quando comparados com serpentes
adultas.

A partir da Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC, em que cada
veneno foi purificado e que ao final de cada corrida, o cromatograma foi analisado
em um integrador de fracbes Waters 470, o que possibilita a quantificacéo dos

picos em porcentagem de amostra, pode-se observar que:
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2)

3)

4)

Qcorre variabilidade de todas as fragbes presentes nos
venenos: Convulxina, Giroxina, Crotamina e Crotoxina, em
funcdo da idade da serpente.

A porcentagem de Convulxina € substancialmente maior
nos dois primeiros meses, principaimente se comparada
com a da serpente adulta.

A porcentagem de Crotoxina é nitidamente menor nos dois
primeiros meses, principalmente se comparada com a da
serpente adulta.

As porcentagens de Giroxina e Crotamina, embora
apresentem variabilidade ao longo dos meses, nao foram
nitidamente quantificadas por esta metodologia. Decorre
desta informacdo que o veneno de Cdt do Vale do
Paraiba/SP, poderia ser classificado como crotamino-

negativo.

A partir da Cromatografia em HPLC de fase reversa, a crotoxina

proveniente de cada més de extragdo foi purificada, utilizando-se de um gradiente

linear com acetonitrila de 66% sendo as fragdes monitoradas a 280nm; foi possivel

observar que:

1) A isoforma de PLA: se apresenta em menores porcentagens nos

primeiros meses de vida das serpentes, aumentando gradualmente até a serpente

adulta.
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2) Existem trés isoformas de crotapotina nestes venenos e, ao menos de
forma aparente, as isoformas 1 e 2 parecem contribuir de forma mais significativa
para a formacgéao do complexo crotoxinico.

3) Como a formagdo do complexo crotoxinico pode ocorrer de forma
inespecifica, ou seja, qualquer isoforma de crotapotina presente pode se associar
a isoforma de PLA; para a formacéo do referido complexo, pode-se afirmar que ao
longo dos meses, poderemos ter diferentes isoformas de crotoxina presentes no
veneno total das serpentes em desenvolvimento.

Sabe-se que a crotoxina, principal componente do veneno de Cdt, € a maior
responsével pela neurotoxicidade do veneno da cascavel (VITAL BRAZIL, 1972a).
E uma B-neurotoxina, que consiste de uma associagdo ndo covalente de duas
subunidades: uma PLA; (CB) e uma subunidade (CA) ndo enzimatica (FAURE, et
al., 1994).

A toxicidade tem sido relatada diminuida de acordo com o desenvolvimento
ontogenético em Crotalinae (MINTON, 1967; FIERO et al., 1872, BONILLA et al,,
1973; THEAKSTON e REID, 1978, GUTIERREZ et al, 1980; MEIER e
FREIVOGEL, 1980; LOMONTE et al., 1983; GLENN e STRAIGHT, 1985).

Diferentes isoformas de crotoxina tém sido identificadas, multiplas variantes
destas subunidades formam diferentes compiexos crotoxinicos que podem ser
subdivididos em duas classes: (1) alta toxicidade com baixa atividade enzimatica e
(2) moderada toxicidade com alta atividade fosfolipase A, . Estas duas classes de
crotoxina, classe 1 e classe 2, diferem na poténcia do bloqueio neuromuscular

(FAURE et al., 1993).
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O fato de que o veneno de uma serpente individual contenha fodas as
isoformas da subunidade (CA) ndo enzimatica, presentes no veneno coletado de
numerosas serpentes indica que diferentes eventos pos translacionais s&o
responsaveis pela micro-heterogenicidade que ocorre nestes animais. A
multiplicidade e a diversidade das isoformas de crotoxina resultam de
modificacdes pds-translacionais ocorridas no precursor e da expressido de
diferentes RNA mensageiros, presentes em cada serpente (FAURE et al.,, 1994).

FAURE et al., 1993, demonstrou gue as isoformas mais toxicas de crotoxina
bloguearam a transmissdo neuromuscuiar em preparagbes musculo biventer
cervicis de pintainho mais eficientemente do que as isoformas menos toxicas.
Fstas diferencas se correlacionam com a estabilidade do complexo crotoxinico:
isoformas menos toxicas sd8o menos estaveis e se dissociam rapidamenie ; ja as
isoformas mais toxicas s&o mais estaveis e se dissociam mais lentamente.

Pode-se aventar duas hipdteses para a explicacdo dos resultados obtidos
neste trabalho:

1A) O veneno de Cdt exibiria nos primeiros meses de vida um veneno
rmais potente, e isto seria devido a presenga de isoformas mais ativas, ao menos,
nos venenos do 1° e 2° meses, a similaridade dos resultados evidenciados por
FAURE et al., 1993, na mesma preparacdo bioldgica utilizada neste trabalho.

1B) As serpentes possuiriam um mecanismo, geneticamente pré-
determinado, idade-dependente, que regularia a produgdo de seu veneno, sendo
caracterizado nos meses iniciais pela produgdo de isoformas de crotoxina da

classe 1 (mais ativas) e, provavelmente, a partir do 4° més de vida, pela producdo
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de isoformas de crotoxina da classe 2 (menos ativas); 0 que seria compensado
pelo aumento de veneno produzido pela serpente.

2) O veneno de Cdt juvenil do 1° e 2° meses teria uma maior atividade
neurotdxica em fungdo de uma acéo sinérgica entre 0s varios componenies gue
compdem o VT (Convulxina, Giroxina, Crotamina e Crotoxina), porém, de posse
das informagbes contidas nos resultados, ndo se saberia sugerir, por qual
mecanismo poderia estar ocorrendo uma acéo sinérgica. A convulxina, presente
em grande porcentagem nos dois primeiros meses, provavelmente n&o atuaria de
forma a potencializar a crotoxina, pois se frata de uma toxina de alta massa
molecular que se comporta como uma proteina homogénea (PRADO-
FRANCESCHI. 1970 : VITAL-BRAZIL, 1972b) e que atua em plaquetas, induzindo
agregacao, liberagio de ATP e formacao de Tromboxanas (Txs) (VARGAFTIG et
al., 1980). Pode-se associar a porcentagem aumentada de convuixina com a
atividade coagulante aumentada nos meses iniciais, e seu decréscimo até atingir a
serpente adulta com respectivo decréscimo da atividade coagulante do veneno
total.

Vérias hipbteses tém sido atribuidas a fim de explicar a variagdo na
poténcia nos venenos de serpentes durante seu crescimento e desenvolvimento:

Serpentes jovens poderiam compensar sua baixa produc&o de veneno
aumentando sua toxicidade; esta variacdo poderia ser devida & sua adaptacéo
para matar e digerir diferentes espécies de presas (GANS, 1961, THOMAS e

POUGH, 1979) ou poderia ser devido a mudancas em sua dieta (MACKESSY,

1988).
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A dieta das cascavéis € conhecida, mas ndo com grande soma de
detalhes (GLOYD, 1933).

Examinando o estdmago de 176 cascavéis adultas e 26 cascaveis jovens,
todas provenientes do Estado de S&o Paulo, SALOMAO et al (1995), verificaram
que apenas roedores fazem parte da sua dieta e Cavia aperea, Ratfus norvegicus
e Mus sp. foram identificadas, concluindo que n&o foram observadas variagbes
ontogenéticas com respeito & dieta de cascavéis aduitas e jovens. De posse
destas informacBes, os autores sugerem ndo haver variacdo ontogenetica no
veneno de cascavéis.

Neste trabalho, pode-se observar que ocorre a variagéo ontogenética do
veneno de Crotalus durissus terrificus, provenientes do Vale do Paralba, ao se
constatar as modificagdes farmacolégicas e bioquimicas no veneno das serpentes

do 1° més ao 7° més de vida,
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» As preparagbes neuromusculares utilizadas comportaram-se de modo convergente,
quanto a sua sensibilidade aos venenos utilizados neste trabalho, permitindo a avaliacéo
comparativa dos efeitos neurotoxicos do veneno de Crotalus durissus terrificus adulta e

juvenil, sobre a jungdo neuromuscular.

« A 37°C todos os venenos de Cdt estudados, provenientes do Vale do Paraiba/SP,
produziram bloqueio neuromuscular irreversivel em preparagbes m. biventer cervicis de
pintainho, em tempo inferior a 120 min, e modificaram significativamente as respostas

contraturantes & ACh (55 e 110 uM) e ac KCI (20,0 mM).

« Os venenos de Cdt juvenis, referentes ao 1° e 2° més de vida, mostraram uma maior
atividade bloqueadora neuromuscular (p < 0,05) quando comparadoes com o veneno de Cdt

adulta, na concentracéo de 1,0 yg/ml.
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Conciusédo

« A variacdo na poténcia dos venenos de Cdt juvenis observada, em comparagao com &
poténcia do veneno de Cdt adulta, nos leva a sugerir que, nos dois primeiros meses de vida,

as serpentes de Cdt produzam isoformas mais toxicas de crotoxina.

« A partir dos dados farmacoldgicos e bioguimicos obtidos, podemos afirmar que ocorre
variacdo ontogenética no veneno de Crotalus durissus terrificus, provenientes do Vale do

Paraiba/SP.
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