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RESUMO
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Bothrops alcatraz é uma serpente do Arquipélago de Alcatrazes no litoral norte do
estado de S&o Paulo, Brasil, recentemente descrita. Neste trabalho foram
analisados os efeitos neuromusculares do veneno de B. alcatraz em preparagdes
isoladas de biventer cervicis de pintainho (BC) e nervo frénico-diafragma de
camundongo (NFD), sob estimulagdo elétrica indireta (0.1 Hz; 0.2 ms). Em
preparacdes BC, o veneno causou bloqueio neuromuscular completo e irreversivel
nas concentragdes de 10, 50 e 100 pg/ml em 90 = 2, 80 £ 1 e 50 + 1 min,
respectivamente (n = 6-9). Nestas mesmas concentracées, as respostas
contraturantes evocadas pela adicao exégena de ACh (110 mM) foram 27x10,
814 e 0%, respectivamente, e do KCI (20 mM) em 45+11, 2416 e 39+7%,
respectivamente. O veneno de B. alcatraz mostrou-se pouco ativo na preparacao
NFD de camundongo, pois mesmo ensaiado na concentracdo de 100 ug/ml (n=4)
causou apenas 30+4% de bloqueio neuromuscular apés 120 min de incubagao.
Em preparacbées BC previamente curarizadas (o-Tc, 10 ug/ml), seguida pela
adicao do veneno (10 ug/ml), por 120 min de incubacgao, observou-se o retorno da
resposta contratil em 81+7% (n= 4), apds sucessivas lavagens. O veneno de B.
alcatraz exibiu baixa atividade fosfolipasica quando comparado ao veneno de
Crotalus durissus terrificus (A42snm 0,06 = 0,02 vs 0,2 + 0,03; n = 4). A analise
morfolégica in vitro da preparacdo BC, mostrou, em ambas as concentracdes de
veneno analisadas (10 e 100 upg/ml), dano musculares, sendo 18,1£1,5% e
24,7+6,6% (n= 5), respectivamente, quando comparadas ao controle (7,9+2,4%).

Paralelamente também foi observado um aumento significativo na medida da
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liberacédo de CK, de 1441 £ 173 (10 pg/ml) e 1797 + 343 (100 pg/ml) vs 282 + 27
U/L da preparacdo controle, aos 120 min. O estudo sobre a neutralizacao do
veneno pelo antiveneno botrépico comercial, mostrou que foram necessarias altas
concentracdes do antiveneno (15 vezes mais que o recomendado pelo fabricante)
para neutralizar a acdo do veneno de B. alcatraz (10 pug/ml). Conclui-se que o
veneno de B. alcatraz promove bloqueio neuromuscular total e irreversivel em
preparacées de ave, por atuar inicialmente nos receptores colinérgicos e por
causar efeito miotéxico tardio; todos estes efeitos foram neutralizados pelo

antiveneno botrépico comercial dependendo da concentracdo de veneno utilizada.
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ABSTRACT




Bothrops alcatraz is a recently described pitviper from the Alcatrazes Archipelago
off the northern coast of S&o Paulo state, Brazil. The neuromuscular effects of B.
alcatraz venom were examined in chick isolated biventer cervicis preparations. In
indirectly stimulated preparations, venom (10, 50 and 100 pg/ml, n=6-9) caused
progressive, irreversible neuromuscular blockade that was complete in 90+2, 80+1
and 501 min (mean+SEM), respectively. Venom (10 and 100 pg/ml) also inhibited
contractures to exogenous ACh (110 uM) (by 73% and 100%, respectively), but
only partially inhibited contractures to KCI (20 mM) (by 55% and 61%,
respectively). These same venom concentrations increased the proportion of
damaged fibers from 7.9+2.4% (saline control) to 18.1£1.5% and 24.7+6.6%,
respectively (p<0.05) and increase in the activity of CK release (1441 + 173 and
1797 + 343 vs 282 + 27 U/L respectively). Bothrops alcatraz venom had low PLA2
activity compared to South American rattlesnake (Crotalus durissus terrificus)
venom (Asgzsnm 0.06+0.02 vs 0.2+0.03; n=4). Pretreating the preparations with d-
tubucurarine (10 pg/ml) prevented the neuromuscular blockade. Commercial
bothropic antiserum effectively neutralized the neuromuscular action of B. alcatraz
venom. In conclusion, B. alcatraz venom causes neuromuscular blockade by
interfering with cholinergic receptors but is only mildly myotoxic. Commercial

antivenom neutralizes the neuromuscular blockade.
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1.1. Aspectos Epidemioldgicos

O género Bothrops possui algumas das espécies mais importantes para
a Saude Pdblica. As notificagbes de 2010 indicam a ocorréncia de
aproximadamente 25.190 casos de acidentes por envenenamento botrépico
(Figura 1) num total de 29.635 envolvendo outros géneros, em todas as regides do

pais (Brasil, 2011).

21,4% I Norte
[ Sudeste
9,1 9% M Nordeste
[ I Centro-Oeste
N Sul

10,6%

31,01%

Figura 1. Porcentagem de acidentes botrépicos por regidées no Brasil

em 2010

1.2. Género Bothrops

As serpentes do género Bothrops, compreendem cerca de 30 espécies,
distribuidas em todo territério nacional. As espécies mais conhecidas sao: B. atrox

(norte); B. erythromelas (nordeste); B. neuwiedi (todo territério nacional, exceto
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norte); B. jararaca (sul e sudeste); B. jararacussu (cerrado da regido central e
florestas tropicais do sudeste) e B. alternatus (sul) de acordo com a Fundacao

Nacional de Saude (1998).

As caracteristicas das serpentes variam dependendo da espécie e da

regido onde vivem, porém de forma geral, possuem cauda lisa, sem chocalho.

Sao conhecidas popularmente como jararaca, ouricana, jararacugu,
urutu-cruzeira, jararaca do rabo branco, malha de sapo, patrona, surucucurana,
comboia e caicaca. S&0 encontradas em zonas rurais e periferias de grandes
cidades, preferindo ambientes Umidos como matas e areas cultivadas, além de
locais onde sdo encontrados facilmente roedores, como paidis e celeiros.
Possuem predominantemente habitos noturnos ou crepusculares (Cupo et al,

1990 e Brasil, 1998).

Os acidentes bothrépicos caracterizam-se por apresentarem dor
intensa, edema acentuado e progressivo no local da picada, hemorragia
(Mandelbaum, Assakura e Reichl, 1984), necrose (Gutiérrez et al.,1989) e
alteracoes do sistema de coagulacdo (Rosenfeld, 1971; Hofmann e Bom, 1987).
As principais causas de Obito estdo relacionadas a insuficiéncia renal aguda,
sangramento em Orgaos vitais e choque (Amaral et al., 1986; Kouyoumdjian et al.,
1991). Estes efeitos resultam da acdo de enzimas e toxinas (Gutiérrez e Lomonte,

1995) presentes neste veneno exercendo diferentes atividades, como:
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- Acao proteolitica devido a presenca de proteases, fosfolipases e
hialuronidases que promovem edema e necrose no tecido local (Fan e Franga,

1992).

- Acao hemorragica pela atuagcédo das hemorraginas promovendo lesdes

no endotélio vascular provocando hemorragias (Vital Brazil, 1982)

- Acédo coagulante pela ativagdo do fator X e da protrombina,
estimulando a formacéo de trombina e, consequentemente, a formagéao de fibrina,

ou atuando diretamente sobre o fibrinogénio (Nahas et al., 1979).

- Acéo neurotoxica devido a presenca de neurotoxinas que agem sobre
a juncao neuromuscular promovendo, de acordo com relatos clinicos, hipotonia
muscular, paralisia flacida dos musculos da face, pescocgo, tronco, laringe, faringe,
respiratérios e musculos dos membros. Essas neurotoxinas sédo divididas em preé-

sinapticas (B) e pds-sinapticas (a):

As neurotoxinas pré-singpticas atuam nas terminagées nervosas
motoras, inibindo ou facilitando a liberacdo do neurotransmissor (acetilcolina)

pelos impulsos nervosos.

As neurotoxinas pos-sindpticas ligam-se aos receptores colinérgicos da

placa terminal impedindo a fixacao da acetilcolina (Vital Brasil, 1982).

Embora neurotoxicidade ndao seja uma caracteristica do
envenenamento botrépico, estudos em preparacoes de aves e mamiferos

mostraram que os venenos de B. jararacussu (Rodrigues-Simioni et al., 1983;
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Heluany et al., 1992), B. moojeni (Rodrigues-Simioni et al., 1990), B. leucurus
(Prianti et al., 2003), B. pirajai (Costa et al., 1999), B. erythromelas e B. jararaca
(Zamunér, et al., 2004), B. lanceolatus (Lébo-Araujo et al., 2002), B. neuwiedi
pauloensis (Borja-Oliveira et al., 2003) e B. insularis (Cogo et al.,1993,1998)

podem também exibir acdo bloqueadora da jungé&o neuromuscular.
1.3. Bothrops alcatraz

Dentre todas as espécies deste género, algumas sdo pouco comuns,
restritas a uma area geografica bem limitada, por isso sdo raras. A jararaca ilhoa,
Bothrops alcatraz, € uma destas espécies, muito abundante em seu ambiente,
porém, se restringe apenas a llha de Alcatraz, situada no litoral norte de Séo

Paulo a 35 km da costa (Angelo, 1989 e Mercadante e Moura, 2005).

Esta ilha faz parte de um Arquipélago, conhecido como Arquipélago de
Alcatrazes (Figura 2), constituido por ilhas e ilhotas, sendo a principal a llha de
Alcatraz por possuir a maior formacao, chegando sua elevacédo a 266 metros de

altitude (Luederwaldt e Fonseca, 1923).
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Figura 2. Arquipélago de Alcatrazes (www.panoramio.com/user/78212)

Na porcéo inferior sua vegetacdo predominante € a arbdérea e nas
partes mais altas encontram-se capoeiras e herbacea. A ilha de costa (Figura 3) é

formada por costdes rochosos e ndo ha praia (Luederwaldt e Fonseca, 1923).

O Arquipélago abriga o maior ninhal de aves marinhas do sudeste
brasileiro, sendo também o local onde mamiferos marinhos encontram refagio e se
alimentam. Foram identificadas 150 espécies de peixes e estao presentes as cinco
espécies de tartarugas marinhas ocorrentes no Brasil (Mercadante e Moura,
2005). Nesta ilha ndo ha mamiferos, com exceg¢do de morcegos (Luederwaldt e

Fonseca, 1923; Marques et al., 2002).
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Figura 3. llha de Alcatraz, pertencente ao Arquipélago de Alcatrazes

Fonte: (http://www.flickr.com/photos/22714886@N03/2692986257/)

A espécie insular B. alcatraz (Figura 4) € uma serpente pequena,
comparada ao tamanho médio da Bothrops jararaca, Referéncia Nacional
(Furtado, et al.,, 1991), seu tamanho varia de 36-46 cm nos machos e 36-50 cm
nas fémeas. Difere-se ainda, por apresentar coloracdo mais escura, menor
tamanho dos adultos, cauda mais curta, cabeca mais longa, escamas cefalicas
anteriores arredondadas sem ou com fracas quilhas, menor numero de escamas
infralabiais (geralmente 10/10), menor numero de escamas ventrais e subcaudais

(Marques et al., 2002).
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Também o veneno do exemplar adulto apresenta caracteristicas
proprias, com predominancia de acao sobre o sistema hemostatico (Furtado,
2005), semelhante ao veneno de serpentes juvenis do género Bothrops (Furtado,

et al., 1991).

Figura 4. Bothrops alcatraz (Foto: Otavio Marques)

A dieta da serpente Bothrops alcatraz esta baseada em animais
ectotérmicos como lacraias e anfibios (Marques et al., 2002), similar a dieta de
serpentes juvenis de Bothrops, pois nesta ilha ndo ocorre pequenos roedores,
principal fonte de alimentacdo deste género (Amaral, 1925; Duarte et al., 1995;

Marques et al., 2002) .
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Também devido ao seu pequeno porte, nao é possivel alimentar-se das
aves que ocupam a ilha, devido ao tamanho avantajado dos filhotes de aves que

ali nidificam (Martins et al., 2001).

O tamanho reduzido dos individuos adultos de B. alcatraz, pode ser
devido ao baixo valor nutritivo e pequeno porte de suas presas, e provavelmente
também sua fecundidade seja menor (Marques et al, 2002). O periodo de
nascimento ocorre entre janeiro e maio (Almeida-Santos e Saloméao, 2001). Os
filhotes criados em cativeiro apresentaram na idade adulta, o dobro do tamanho

dos pais.

Em 2006, o World Health Organization (WHO) publicou as doencas
negligenciadas (NTDs — Neglected Tropical Diseases) que afligem 1 bilhdo de
pessoas, principalmente a populagdo pobre que vive em regides tropicais e
subtropicais. Em nosso pais sao citadas as doencas de Chagas, leishmaniose e
acidentes causados por envenenamento com animais. Em abril de 2009,
acidentes com serpentes foram incluidas na lista das NTDs (Caramori e

Barraviera, 2011).

O género Bothrops possui importancia clinica e epidemiolégica em todo
0 pais. A serpente B. alcatraz é uma nova espécie deste género, e por ser uma
serpente insular, apresentou dieta adaptativa ao ambiente, caracteristicas
morfoldgicas e composi¢cdo do veneno diferentes da B. jararaca usada como

referéncia. Este trabalho abordara conhecer o modo de acao deste veneno.
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2 — OBJETIVOS
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2.1, Objetivo geral

Avaliar os efeitos do veneno total da serpente Bothrops alcatraz na

transmissao neuromuscular.

2.2, Objetivos especificos

Estudar:

¢ Atividade neurotdxica in vitro em preparagdes neuromusculares de
ave (biventer cervicis de pintainho) e de mamifero (nervo frénico musculo

diafragma do camundongo) a 37°C.

¢ Atividade miotoxica através de analise histolégica e da determinacao
da liberagdo da enzima creatinoquinase (CK) em prepara¢cées neuromusculares

de ave (biventer cervicis de pintainho).

e Atividade fosfolipdsica em preparagdes neuromusculares de ave

(biventer cervicis de pintainho).

e A acdo neutralizante do antiveneno botrépico em preparacoes

neuromusculares de ave (biventer cervicis de pintainho).
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3 — MATERIAL E METODOS
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3.1. Veneno

O veneno da serpente Bothrops alcatraz, foi cedido pelo Instituto

Butantan, Sao Paulo, SP, Brasil.
3.2. Antiveneno comercial

O antiveneno comercial (lotes 9806053 e 0212143) também foi obtido
no Instituto Butantan (Sdo Paulo, SP, Brasil). O antiveneno botrépico é produzido
a partir de uma mistura de venenos do género Bothrops: B. alternatus, B. jararaca,

B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi (Raw et al., 1991).
3.3. Animais

Foram utilizados pintainhos da linhagem HY LINE W36, com peso entre
40 e 50 g (4-10 dias de idade), adquiridos da Granja Globo Aves Agricolas Ltda.
Camundongos machos da linhagem SWISS, com peso entre 18-22 g,

CEMIB/UNICAMP.

Os animais foram mantidos em gaiolas, no biotério do Departamento de
Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas (UNICAMP), ambos mantidos em
ambiente com temperatura constante e iluminacéo controlada (12 horas com luz e

12 horas sem luz), recebendo agua e racao ad libitum.
3.4. Reagentes

Foi usado o kit de CK-NAC (Bioclin/Quibasa, Brasil) e Historesina (Leika

NuBloch/Heidelberg, Alemanha). O cloridrato de acetilcolina foi adquirido de
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Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA), d-tubocurarina e o isoflurano da Abbott

(Ingeniero Allan, Provincia de Buenos Aires, Argentina).
3.5. Técnica miografica
3.5.1.  Preparacao musculo biventer cervicis (BC) de pintainho.

A preparacao foi isolada e montada de acordo com o método de
Ginsborg e Warriner (1960). Os pintainhos foram anestesiados por via inalatéria
com isoflurano e, apds o isolamento, o musculo foi suspenso em uma cuba de 5
ml, contendo solugéo nutritiva de Krebs com a seguinte composi¢do (mM/L): NaCl
118,7; KCI 4,7; CaCl, 1,8; NaHCO;3; 25; MgSO4 1,17; KH2PO4 1,17 e glicose 11,65.
A solugéo foi areada de modo constante com carbogénio (mistura 95% de O; e

5% de CO») e mantida a 37°C.

A preparagdo foi submetida a uma tensdo constante de 1 g e
estimulada por meio de eletrodos bipolares na altura entre o tenddo e o musculo
(estimulagdo de campo). Foram aplicados pulsos supramaximales de até 9 V de
0,1 Hz de freqiéncia e 0,2 ms, e em preparagdes previamente curarizadas (dTc
10 pg/mL) com pulsos supramaximais (20 V; 0,1 Hz; 2 ms) provenientes de

estimulador (Grass S48).

As contracdes musculares resultantes de estimulos elétricos maximais
e as contraturas em resposta a adicdo de ACh (110 uM) e KCI (20 mM) foram
registradas em fisiografo (Gould RS 3400), por meio de transdutores isométricos

Load Cell BG-10 GM. Os registro das contraturas para KCl e ACh foram realizados
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na auséncia de estimulacao elétrica, no inicio, (antes da adicao do veneno) e no
final do experimento (apés 120 min de incubagdo com a toxina). Trés a cinco

lavagens foram efetuadas sempre ap6és a adigao de KCl e de ACh.

Ap6s 15 min de estabilizagdo, foram realizados o0s seguintes
tratamentos: solugdo nutritiva Krebs e adicdo do veneno de B. alcatraz nas

concentragdes de 5, 10, 50 e 100 pg/mL.

Os experimentos controle foram realizados com solugdo nutritiva de

Krebs a 37 °C durante 120 minutos.
3.5.2.  Preparacao nervo frénico-diafragma (NFD) de camundongo

Os camundongos foram anestesiados por via inalatéria com isoflurano e
posteriormente sacrificados por secgdo e sangria dos vasos cervicais. O musculo
diafragma foi removido cirurgicamente juntamente com seu nervo motor, 0 nervo
frénico, como descrito por Bulbring (1946); as preparagdes foram colocadas em
cubas contendo 5 mL de solugéo nutritiva de Tyrode com a seguinte composigcéao
(mM/L): NaCl 118,7; KCI 4,7; CaCl, 1,88; MgCl, 0,49; NaH,PO4 0,42; NaHCO; 25

e glicose 11,65.

A temperatura foi mantida a 37 °C e com aeragcdo de carbogénio
(mistura de 95% de O, e 5% de COy; pH 7,5). O musculo diafragma foi mantido,
por sua por¢cao tendinosa, sob tensdo constante de 5 g. O nervo frénico ficou

sobreposto a um eletrodo de platina. A preparacdo, entdo, foi estimulada
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indiretamente, através do nervo frénico, (estimulador Grass S 48 S48; 3 V; 0,1 Hz;

0,2 ms).

O registro da for¢a de contragdo muscular, em resposta a estimulos, foi
realizado através de transdutor isométrico (BG-10 GM) acoplado a um fisiégrafo
(Gould RS 3400). Apos a estabilizacdo da preparacao foram adicionados 100

pug/mL do veneno de B. alcatraz.

Os experimentos controle foram realizados com solugdo nutritiva de

Tyrode a 37 °C durante 120 minutos.
3.6. Analise morfoldgica

Ao final dos experimentos, apds a exposicado aos diversos tratamentos,
por 120 minutos, as preparagdes do biventer cervicis de pintainho, foram retiradas
e fixadas em solucao Bouin, por 24 horas. Apés esse periodo os musculos foram
lavados com agua e amoénia e colocados em alcool a 70%. A fixagdo seguiu o
procedimento de desidratacdo (80, 90 e 100%) e inclusdo em historesina Leika

(Nubloch/Heidelberg, Alemanha).

A confeccado das laminas histolégicas foi seguida pela obtencédo de
seccgOes de 2 e 3 um de cada experimento, através do micrétomo Leika RM 2035,
em seguida, montadas em laminas e coradas com uma mistura de azul de
toluidina 0,5% (Vetec, Sao Paulo) e bdérax 5% (Quimesp, Sao Paulo), para

observagdao em microscopio éptico.
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Apé6s analise quantitativa do material histolégico (analise obtida por 2
diferentes leitores), foi processada a documentacdo dos resultados obtidos,
através do microscépio Olympus BX51, com a utilizacdo do programa Image Pro

Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc.) para a captura de imagens.
3.7. Ensaios bioquimicos
3.7.1. Determinagao da enzima creatinoquinase (CK)

O procedimento foi realizado em preparagédo de biventer cervicis de
pintainho incubados com o veneno de B. alcatraz (10 e 100 pg/mL) ou solucao
nutritiva de krebs (controle), para posterior determinacao da atividade enzimatica.
Aliquotas de 50 pL foram retiradas do banho nos tempos de 0, 30, 60 e 120
minutos, com reposicdo de igual volume de solugdo nutritiva de Krebs. As
aliuotas foram mantidas a 4 °C até o momento da dosagem da atividade
enzimatica entdo analisadas utilizando-se um Kit comercial CK-NAC Bioclin
(Quibasa Quimica Basica Ltda — lote 0107), conforme orientacdo do fabricante. Os
resultados sobre a liberacdo de CK foram expressos em U/L. Uma unidade de CK

corresponde a fosforilagdo de 1 nmol de creatina/mina 37 °C.
3.7.2. Determinacao da atividade fosfolipésica

A determinacdo da atividade fosfolipasica foi realizada segundo o
método descrito por Cho e Kézdy (1991) e Holzer e Mackessy (1996), modificado
por Ponce-Soto et al. (2002). A mistura padrao continha 200 pL de tampéao (Tris-

HCI 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100mM, pH 8,0), 20 yL de substrato (acido 4-
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nitro-3 (octanoiloxi) benzdico), 20 pL de agua deionizada e 20 pyL de amostra, em
um volume final de 260 pL. A reacdo enzimatica foi monitorada a 425 nm a
temperatura de 37°C, de dois em dois minutos, durante 30 minutos, em um leitor
de 96 pocos (Spectramax 340, Molecular Devices Sunnyvale, CA, USA) com

amostras em triplicata.
3.8. Neutralizacao do veneno in vitro

A neutralizag&o in vitro foi testada em preparacgdes isoladas de biventer
cervicis de pintainho com o veneno (10 e 100 pg/mL) pré-incubado por 30 minutos

com varias concentragdes do antiveneno ou do anti-soro (n=4-6).

A razado veneno:antiveneno ou anti-soro usada nos ensaios foram 1:3,
1:10 e 1:20. Baseando-se que 1 mL do antiveneno neutraliza 5 mg do veneno

botrépico, como descrito na embalagem do antiveneno comercial utilizado.
3.9. Analise estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos + erro
padrdo. A significancia foi obtida através do teste t-Student, ANOVA e Tukey

estabelecendo-se o nivel de significancia em p<0,05.
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4 - RESULTADOS
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4.1- Atividade do veneno na juncao neuromuscular

4.1.2. — Efeito do veneno da serpente B. alcatraz sobre a juncao
neuromuscular em preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo (NFD) sob

estimulacao elétrica indireta.

O veneno de B. alcatraz mostrou atividade nao significativa em
preparacdo neuromuscular isolada de camundongo. Assim, o veneno na
concentragdo de 100 pg/mL produziu somente 30+5% de bloqueio sobre a
resposta contratil em preparacao NFD aos 120 minutos de experimento quando
comparado ao controle (Fig. 5). Note que somente préximo dos 80 min, o nivel de

blogueio torna-se diferente do controle.
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Figura 5- Grafico da resposta contratil na preparacao nervo frénico
diafragma de camundongo (estimulo elétrico indireto), incubada com o veneno de
B. alcatraz (100 pg/mL). Os pontos representam a média + erro padrdo da média

(n= 6) *p<0,05.

4.1.3- Efeito do veneno de B. alcatraz sobre a jungdo neuromuscular a

37°C em preparagao biventer cervicis de pintainho.

O veneno de B. alcatraz (10, 50 e 100 pg/mL) produziu bloqueio
neuromuscular completo e irreversivel em preparacdo biventer cervicis de
pintainho, apds estimulo elétrico indireto. Causou 50% de bloqueio em 41+4, 38+4
e 203 min, respectivamente e 100% de bloqueio aos 90+2, 80+1 e 501 min,

respectivamente.

As concentracbes de 10 e 50 pg/mL mostraram similar poténcia entre
0s tempos necessarios para causar 50% de bloqueio (41+4 e 3814 min,
respectivamente). Com 5 ug/mL nao foi observado o bloqueio neuromuscular

(Fig.6).
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Figura 6— Grafico da resposta contratil em biventer cervicis de pintainho
(BC), a 37°C, incubada com veneno de B. alcatraz (5, 10, 50 e 100 pg/mL), sob
estimulo elétrico indireto, comparado ao controle (Krebs). Os pontos representam

a média * erro padrao da média, *p<0,05 (n= 6-10).

Em seguida podem ser visualizados os registros miograficos da forca
de contragdo muscular em biventer cervicis de pintainho (BC) com o veneno de B.
alcatraz nas concentragcdées de 10 e 100 pg/mL comparados ao controle (Krebs),

além de mostrar a resposta contraturante da ACh e do KCI (Fig.7).
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Figura 7- Registro miografico da forca de contragcdo muscular em
biventer cervicis de pintainho, sob estimulo indireto, a 37°C, com o veneno de B.
alcatraz (10 e 100 ug/mL). (A) Krebs (controle); (B) Bloqueio total e irreversivel da
resposta contratil com o veneno de B. alcatraz (10 ug/mL) e reducédo da resposta
contraturante apés adigédo da ACh (m, 110 uM) para 27+10% e ap6s adigao do KCI
(A, 20 mM) 45+11%. (C) Com 100 pg/mL do veneno, ha o bloqueio total e
irreversivel da resposta contratil (60 min), sendo também observada a inibicao
total da resposta contraturante apdés a adigdo exdégena de ACh (m, 110 uM), e
reducao da resposta contraturante para 39+7% apds a adigdo do KCI (A, 20 mM).

V-veneno; L=lavagem; Barra vertical=1g de tenséo (n=6-10).
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4.1.4. Resposta da preparacao biventer cervicis de pintainho a ACh e

ao KClI, a temperatura de 37°C.

A incubacdo com o veneno (10, 50 e 100 pg/ml) reduziu
significativamente a resposta contraturante apo6s adicao da ACh (110 uM), de
modo concentragdo-dependente, sendo observado apenas 27+10, 814 e 0% de

resposta, respectivamente.

Enquanto para o KCI (20 mM), houve 45%11, 2416 e 39+7%,
respectivamente, de retorno da resposta contraturante ao final dos experimentos
(Fig. 8). A contratura produzida pelo KCI (20 mM), apesar de mostrar-se alterada,
nao foi dependente da concentracdo. Nao foi observada diferenca significativa
entre as concentragdes de 10 e 100 pg/mL (45t11 e 39+7%, respectivamente)

(Fig.8).
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Figura 8- Contratura da ACh (110 uM) e do KCI (20 mM) em biventer
cervicis de pintainho (BC) com o veneno de B. alcatraz, nas concentracoes de 5,
10, 50 e 100 pg/mL, a 37°C. O simbolo = indica o bloqueio total da resposta a
ACh. Cada ponto representa a média + erro padrdao da média (n=6), *p<0,05,

comparado ao controle Krebs.

4.1.5. Efeito do veneno de B. alcatraz sobre preparacao curarizada de

biventer cervicis de pintainho sob estimulacao elétrica indireta.

Em preparacoes pré-tratadas com d-Tc (10 pg/ml) seguido pela
incubacdo com o veneno (10 pg/ml) durante 120 min, estimulada indiretamente,

observou-se apds subsequentes lavagens o retorno da resposta contratil em
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81+7% (Fig. 9B), 0 que nao é visto quando a preparagao ndo esta curarizada (Fig.

7B).

Mas a restauragao da resposta contraturante apds adicao da ACh foi
apenas de 714% dos valores pré d-Tc (Fig. 9B). Em preparagdes quando
somente a d-Tc esta presente, as lavagens restauram completamente a resposta

contraturante a ACh exdgena (Fig. 9A).

0 120
Tempo (min)

Figura 9- Resposta contratil apés adicdo do veneno bruto da serpente
B. alcatraz (10 ug/mL) em preparacao biventer cervicis de pintainho pré-exposta a
d-tubocurarina (d-Tc; 10 pg/mL). A preparagao foi incubada somente com d-Tc (A)
e com o veneno de B. alcatraz, apds o bloqueio neuromuscular induzido pela d-Tc
(B). Observe as contraturas apo6s adigao exdgena de ACh (110 uM) e KCI (20 mM)

obtidas antes e apds a incubacdo com d-Tc ou d-Tc e o veneno de B.alcatraz.
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Importante notar ainda, o retorno da resposta contratil. Os registros mostrados sao

representativos de 4 experimentos. L=lavagens. Barra=1g

4.2. - Andlise morfoléogica de musculos biventer cervicis de

pintainho incubados com veneno de B. alcatraz

O controle foi feito através da incubacao do musculo com a solucéo de
Krebs, apresentando morfologia com diametro regular das fibras musculares (Fig.
10A). Ambas as concentragdes analisadas (10 e 100 pg/ml) causaram danos as
fibras musculares, envolvendo células hipercontraidas e lesées delta (10 pg/mL;
Fig. 10B) e formacao de edema, visto como aumento da célula (100 pg/mL; Fig.

10C).

A porcentagem de danos nas fibras musculares nas preparagdes
tratadas com veneno foram 18.1£1.5% (10 pg/ml) e 24.746.6% (100 pg/ml)

comparado a 7.9+2.4% em preparacao controle (Tabela 1).

As alteracbes morfoldégicas ndo foram muito diferentes entre as

concentragdes (Fig. 10B e 10C).
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes transversais (2 um) de
preparacoes BC de pintainho apds 120 min de estimulacdo elétrica indireta. As
preparacoes foram mantidas em solucao nutritiva Krebs (A), ou tratadas com 10
ug/mL (B) e 100 pg/mL (C) de veneno bruto de B. alcatraz. Alteragdes
morfoldgicas, tais como: hipercontragédo de miofibrilas (h), fibras edemaciadas (e)

e células delta (d), foram evidenciadas nas preparacoes tratadas. Barra 10 um.
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indices das alteragdes morfolégicas apés incubagdo com o veneno,

comparado ao controle Krebs.

Veneno de B. alcatraz Alteragées morfolégicas

(ng/mL) (%)

Controle Krebs 79+24
10 18,1 +1,5*
100 247 +6,6*

Tabela 1- Comparacdo das alteracbes morfolégicas observadas em
preparagao biventer cervicis de pintainho, apés 120 min de exposi¢do ao veneno
de B. alcatraz (10 e 100 pg/mL). Os resultados foram expressos pela média terro

padrao da média de 5 experimentos, * p<0,05 comparado ao controle Krebs.
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4.3 - Determinacao da atividade da enzima creatinoquinase.

4.3.1- In vitro — PreparagOes de biventer cervicis de pintainho sob
estimulacao elétrica e incubadas com veneno bruto nas concentracées de 10 e

100 pg/mL.

A Figura 11 mostra um grafico representativo da atividade da enzima
creatinoquinase (CK) medida através das amostras coletadas do banho em

diferentes intervalos de tempo (0, 30, 60, 120 minutos).

A adicdo do veneno da B. alcatraz nas concentragdes de 10 e 100

ug/mL causou um aumento significativo na liberacdo de CK.

No entanto ndo houve diferenca significativa entre os valores de
liberacdo de CK medidos quando comparados entre as concentragdes de 10 e 100
Hg/mL, ou seja, a razdo usada entre as doses néo foi suficiente para determinar

uma proporcionalidade entre a concentragdo utilizada e o efeito observado.
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Figura 11- Medida da liberacao de creatinoquinase (CK) na preparacao
biventer cervicis de pintainho apés 0, 30, 60 e 120 minutos de incubagdo com o
veneno da B. alcatraz (10 e 100 pg/mL). Cada ponto representa a média * erro

padréo da média, *p<0,05 de 8 experimentos.

4.4- Atividade Fosfolipasica do veneno da serpente B. alcatraz.

Os resultados obtidos expressam o maximo de atividade fosfolipasica
em 30 minutos de experimento a temperatura de 37°C. O veneno de Cdt foi

utilizado apenas como controle positivo.

O veneno da B. alcatraz apresentou nos mesmos parametros

experimentais, baixa atividade fosfolipasica em comparagdo com o veneno de
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Crotalus durissus terrificus, utilizado como controle positivo: absorbancias (A42snm)

0,19+0,083 e 0,06+0,02; respectivamente, (Figura 12).
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C. d. terrificus B. alcatraz

Figura 12- Medida da atividade fosfolipasica (PLA2) do veneno da
serpente B. alcatraz comparado aos valores de absorbancia da atividade
fosfolipasica do veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt) — controle positivo; *

p<0,05, a 37°C.
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4.5- Neutralizacao do efeito bloqueador neuromuscular do veneno

da B. alcatraz pelo antiveneno botrépico comercial

A pre-incubacado do veneno de B. alcatraz (10 and 100 pg/ml) com o
antiveneno botropico commercial (AVB) na propor¢cao do antiveneno-veneno foi de
1:5 (1 ml do antiveneno:5 mg do veneno) seguindo a recomendacgao do fabricante,
no entanto, ndo houve neutralizagdo do bloqueio neuromuscular. Porém, quando o
veneno (10 pg/mL) foi pré-incubado com 30 pl de antiveneno, o bloqueio foi

atenuado em 81+4%.

Em contraste, quando 100 pg/mL foi pré incubado com 300 pul de
antiveneno (mesma propor¢cdo antiveneno:veneno usado para 10 pg/mL de
veneno) houve somente protecdo parcial, com o tempo de 50% e 100% de
bloqueio, aumentou de 20+3 para 453 min e de 50+1 para 803 min,

respectivamente (Fig. 13).

Maiores quantidades de antiveneno (=1 ml) foram testadas, porém

observou-se efeito deletério sobre a preparacéo (dados nao mostrados).
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Figura 13- Curvas da resposta contratii em preparacdao de biventer
cervicis de pintainho (estimulo indireto) a 37°C. As preparacdes foram expostas a
mistura do veneno (10 e 100 pg/mL) com o antiveneno botrépico (30 uL de soro) e
somente com o veneno. Note a inibi¢do do bloqueio neuromuscular com 10 pg/mL
do veneno de B. alcatraz ap6s o tratamento com o antiveneno. Com 100 pg/mL foi
parcialmente neutralizado. Os pontos representam a média + erro padrao da

média de 4-6 experimentos.
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5 — DISCUSSAO
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O veneno de serpentes do género Bothrops € conhecido por produzir
hemorragia, edema e mionecrose no local da inoculagdo do veneno (Gutiérrez e
Lomonte, 2003), além de mostrar atividade neuromuscular in vitro em varias
espécies de serpentes deste género: B. jararacussu (Rodrigues-Simioni et al.,
1983, Heluany et al., 1992), B. moojeni (Rodrigues-Simioni et al., 1990), B.
insularis (Cogo et al., 1993, 1998; Rodrigues-Simioni et al., 2004), B. pirajai (Costa
et al.,, 1999), B. lanceolatus (L6bo-Araujo et al., 2002), B. leucurus (Prianti et al.,
2003), B. neuwiedi pauloensis (Borja-Oliveira et al., 2003, Rodrigues-Simioni et al.,
2004, Durigon, et al., 2005), B. erythromelas (Zamunér, et al., 2004), B. neuwiedi

goyazensis, B. neuwiedi paranaensis e B. neuwiedi diporus (Abreu et al., 2007).

Como mostrado neste trabalho, o veneno de B. alcatraz causou
bloqueio neuromuscular total e irreversivel em preparagdes biventer cervicis de
pintainho, semelhante a outros venenos botropicos (Rodrigues-Simioni et al.,
1983; Cogo et al.,, 1993; Lbébo-Araujo et al., 2002; Borja-Oliveira et al., 2003;

Prianti et al., 2003; Durigon et al., 2005; Abreu et al., 2007).

A preparagéo de ave, geralmente € mais sensivel a acdo dos venenos
botrépicos do que a preparacdo de mamifero (Cogo et al., 1993; Ldébo-Araujo et
al., 2002; Borja-Oliveira et al., 2003; Prianti et al., 2003). Harvey et al., (1994)
consideram a preparagdao de biventer cervicis de pintainho um importante
instrumento para estimar a neurotoxicidade de venenos de serpentes, pois as
fibras musculares de pintainho apresentam inervagao multipla. O muasculo biventer
possui areas quimiossensiveis ao longo de toda a fibra muscular e, por esse

54



motivo, respondem com contratura a agonistas colinérgicos, como a ACh, e a

substancias despolarizantes, como o KClI, adicionados ao banho.

As fibras musculares do hemidiafragma de camundongo sao
predominantemente de inervagao focal, isto €, cada ramificacdo do ax6nio motor
inerva uma unica fibra. Assim, a area quimiossensivel se restringe a regido da
placa motora. Como cada fibra muscular apresenta uma unica regiao de placa, a
adicdo de ACh ao banho ndo provoca nenhuma resposta contraturante, como
ocorre com a preparacao biventer cervicis de pintainho (Hodgson e

Wickramaratna, 2002).

Sendo assim, a preparacdo isolada biventer cervicis de pintainho
mostrou-se mais sensivel a acao do veneno da serpente B. alcatraz, pois causou
bloqueio neuromuscular total, além de ser possivel observar as contraturas apds
adicdo do KCI e da ACh, que ndo sédo possiveis de serem observadas usando
preparagédo nervo frénico-diafragma. Porém, a preparacéo isolada nervo frénico-
diafragma de camundongo, ndo foi significativamente sensivel a agdo deste
veneno, como observado por Furtado et al (2005) que observaram baixa

toxicidade em ratos.

Em relacdo a esta baixa poténcia do veneno em preparacdo de
mamiferos, pode ser devido a auséncia de roedores na llha de Alcatraz (Marques
et al, 2002). Como ocorre com a serpente ilhoa B. insularis, que devido a auséncia
de mamiferos, tornou-se fortemente dependente para sua alimentacao, das aves

migratérias que frequentavam a ilha, fato também ao qual se atribui sua
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predominancia arboricola e o desenvolvimento de um veneno mais potente capaz

de paralisar a presa (Amaral, 1925; Marques et al, 2002).

Um dos principais alvos de venenos de serpente é o sistema nervoso
somatico, e em particular a jungdo neuromuscular, uma vez que a inibicdo da
neurotransmissao neste sitio resulta em paralisia dos musculos respiratérios, e

frequentemente causa a morte (Hodgson e Wickramaratna, 2002).

Neurotoxinas de venenos de serpentes podem causar paralisia
muscular, atuando pré-juncionalmente ao impedir a liberagcdo de ACh ou pos-
juncionalmente ao bloquear os receptores nicotinicos (Vital Brasil, 1982).
Neurotoxinas pré-sinapticas inibem a resposta contratil, sem afetar a resposta aos
agonistas colinérgicos (Cogo et al., 1998; Rodrigues-Simioni et al, 2004; Borja-
Oliviera et al., 2007; Ponce-Soto et al., 2009; Rodrigues-Simioni et al., 2011). Por
outro lado, as neurotoxinas pos-sindpticas bloqueiam a resposta a esses

agonistas (Vital Brasil, 1982).

Bothrops alcatraz é uma das trés espécies de Bothrops ilhoas que a
atividade neuromuscular tem sido estudada, as outras sao B. insularis (Cogo et al.,
1983, 1998; Rodrigues-Simioni et al., 2004) e B. lanceolatus (Lébo de Araujo et al.,
2002). Com todos esses venenos, a preparagao biventer cervicis de pintainho foi
mais sensivel do que a preparacdo de mamifero, em presenca dos venenos
dessas espécies ilhoas. Dentre estas espécies, o veneno de B. insularis foi o mais
potente, produzindo 50% de bloqueio em 30+2 min com 10 pg/mL de veneno,

comparado a 41+4 min nesta mesma concentracdo do veneno de B. alcatraz
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(Cogo et al., 1983, 1998). Ja para a serpente B. lanceolatus, este bloqueio ocorreu
em ~48 min, porém foi necessario uma concentracdo 10 dez vezes maior (100

ug/ml) de veneno (Lébo de Araujo et al., 2002).

Em termos de resposta a agonistas exégenos, o veneno de B. insularis
potencializou a resposta contraturante a adicdo de ACh sem afetar a resposta ao
KCI, atribuindo ao veneno de B. insularis provavelmente uma acao pré-sinaptica
(Cogo et al., 1998; Rodrigues-Simioni et al., 2004). O veneno de B. lanceolatus
bloqueou a resposta a ACh (Lébo de Araujo et al., 2002), similar a agao do veneno
de B. alcatraz que também inibiu totalmente a resposta contraturante apés a
adicdo do neurotransmissor colinérgico. Porém, o veneno de B. lanceolatus nao
afetou a resposta contraturante apos adicdo do KCI, enquanto houve bloqueio

parcial desta resposta apds tratamento com o veneno de B. alcatraz.

Levando-se em conta as diferentes respostas neuromusculares a
atividade do veneno destas trés espécies ilhoas, torna-se imprevisivel a influéncia

do isolamento geografico sobre esta atividade do veneno.

Claude Bernard (1850) descreveu a localizagcédo da acao paralitica da d-
tubocurarine na juncédo entre o nervo € o musculo. A d-tubocurarine liga-se de
modo reversivel aos receptores colinérgicos nicotinicos na membrana pés
juncional, bloqueando competitivamente a acdo do neurotransmissor, acetilcolina

(Goodman et al.,1990).

Como observado nos resultados (fig. 9), apés a curarizagdo da

preparacao BC, o veneno foi adicionado e subseqiientes lavagens, restaurou a
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resposta contratil que é irreversivel quando apenas o veneno € utilizado na
incubagéo (fig. 7), demonstrando a agéo protetora da d-tubocurarina sobre os
receptores nicotinicos ao impedir a interagdo com o veneno, sugerindo uma acao

pds-sinaptica do veneno de B. alcatraz.

Ao mesmo tempo, observa-se ainda o bloqueio da resposta
contraturante ao neurotransmissor ACh, adicionado ao banho. Esse bloqueio pode
ser explicado pela existéncia de duas populagdes de receptores nicotinicos em
preparacado BC (Chang et al., 1977, Hodgson e Wickramaratna, 2002), sendo uma
populagdo extrajuncional que responde bem a ACh exdgena, mas que é
rapidamente bloqueada pelas neurotoxinas dos venenos e outra populagdo de
receptores nicotinicos localizados na placa motora, que responde a estimulacao
nervosa, porém sdo menos sensiveis ao rapido bloqueio por essas neurotoxinas,
possivelmente devido a dificuldade para a toxina se difundir na fenda sinaptica.
Existem relatos com a acdo de outras neurotoxinas que discriminam entre estas

duas populagdes de receptores (Chang et al., 1973, Chang and Su, 1975).

A miotoxicidade pode ser avaliada pela inibicdo parcial ou total da
resposta contraturante do musculo esquelético a adicdo do KCI (Barfaraz e
Harvey, 1994), pela elevacéo da linha de base nos registros miograficos (Heluany
et al., 1992), pela liberagdo da enzima creatinoquinase (Ownby et al., 1982) e

também, pela anélise morfolégica (Mebs e Ownby, 1990).

A reducao observada em aproximadamente 60% nas respostas ao KCl,

associada a significativa liberacdo da creatinoquinase (CK), enzima encontrada
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nos filamentos de miosina (Suarez-Kurt, 1983) e a analise morfolégica indicam
que o veneno de B.alcatraz também € miotdxico. Ainda que tardiamente, essa
lesdo muscular poderia ter contribuido para o bloqueio neuromuscular geral,
mesmo que os danos as fibras musculares, nao tenham sido expressivos, quando
comparados as alteragdes provocadas por outros venenos ou toxinas botropicas
(Oshima-Franco et al., 2000, 2001; Gutiérrez et al., 1989; Moura-Da-Silva et al.,

1991).

As fosfolipases Az (PLA2) sdo proteinases de baixo peso molecular, que
hidrolisam fosfolipidios de membrana e liberam o acido araquiddnico, originando
importantes segundos mensageiros fisiolégicos e mediadores de processos
inflamatorios (Kini, 2003; Kini e Evans, 1989), e estdo frequentemente presentes

como componentes téxicos no veneno de serpentes (Kini, 1997).

Nos venenos botrdpicos sdo encontrados diferentes niveis de atividade
fosfolipasica (Lomonte et al., 2003), desde edema e inflamagéo (Teixeira et al.,
2003), necrose muscular (Gutiérrez and Ownby, 2003) até letalidade e bloqueio
neuromuscular in vitro (Gallaci and Cavalcante, 2010). Em contraste com outros
venenos botrdpicos, tais como B. jararacussu e B. moojeni (Moura-Da-Silva et al.,
1991), o veneno de B. alcatraz apresentou baixa atividade fosfolipasica.
Entretanto, miotoxinas PLA; ainda ndo foram isoladas a partir deste veneno, nao
ficando claro até que ponto a atividade PLA, contribui para o blogueio
neuromuscular observado neste trabalho.

A soroterapia € o tratamento mais eficaz no acidente botropico. O soro
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antibotropico produzido pelo Instituto Butantan € obtido através da imunizacao de
cavalos com um pool de venenos de algumas serpentes do género Bothrops: B.
alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi (Raw et al., 1991),
eficiente em neutralizar a agdo do veneno de varias espécies do género (Bogarin

et al., 2000).

O soro antibotropico neutralizou o bloqueio neuromuscular causado
pelo veneno de B. alcatraz (10 pg/mL) somente quando usado uma proporgcao 3
vezes maior do que o recomendado pelo fabricante. Este resultado foi corroborado
com os achados de Furtado (2005) que relatou que o antiveneno foi ineficiente
em neutralizar a atividade hemorragica e letal do veneno de B. alcatraz em relagéao
a sua eficacia contra veneno de B. jararaca (incluido no conjunto

de veneno utilizado no protocolo de imunizag&o).

A neutralizacdo limitada (somente com a concentracdo de 10 pg/mL)
observada em preparacdes isoladas BC incubadas com 100 pg/mL de veneno de
B. alcatraz, provavelmente reflete um inadequado titulo de anticorpos

especificos no soro, que se liguem aos componentes encontrados neste veneno.
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6 — CONCLUSAO
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O veneno da serpente B. alcatraz causou bloqueio neuromuscular total
e irreversivel em preparacoes isoladas de ave, provavelmente através de uma
acao pos-singptica ao interagir com os receptores nicotinicos juntamente com os
danos as fibras musculares. Este bloqueio neuromuscular foi neutralizado pelo
antiveneno botrépico comercial em graus variados, dependendo da concentragéao

do veneno.
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2214-1, sobre "Estudo dos efeitos do veneno

da serpente Bothrops alcatraz em preparacdes neuromusculares in vitro",

sob a responsabilidade de Profa. Dra. Léa Rodrigues Simioni / Delkia Seabra
de Moraes, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 09 de

agosto de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 2214-1, entitled "
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on August 9, 2010.

Campinas, 09 de agosto de 2010.

2

..\j;%’\\f\%\‘

. A !
‘\'{ s — [ LL‘&{_; w
/Profa. Dra. AnaMaria A. Guaraldo Fatima Alcrés?%/
Presidente Secretaria cutiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/

/5



