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RESUMO




O veneno de Bothrops jararacussu (Bjssu) e sua miotoxina bothropstoxina-I (BthTX-I),
induzem neurotoxicidade e miotoxicidade. Como o tratamento com o antiveneno € pouco
eficaz contra a miotoxicidade, muitos estudos tém sido realizados utilizando substincias
que neutralizem a atividade miot6xica induzida pelo veneno, entre elas, a heparina.
Os objetivos deste trabalho foram: 1) verificar o efeito da heparina sobre a miotoxicidade
induzida pelo veneno e toxina, utilizando-se uma baixa concentracdo de heparina,
porém capaz de impedir o bloqueio neuromuscular e, 2) esclarecer o papel protetor da
heparina contra Bjssu. Controles foram realizados com antiveneno botrépico (AVB)
comercial ou solu¢do nutritiva de Tyrode ou salina. Para avaliar a neurotoxicidade
empregou-se técnica miografica convencional em preparagdes nervo frénico-diafragma de
camundongos (in vitro) e nervo ciatico popliteo externo-tibial anterior de ratos (in vivo);
para avaliar a miotoxicidade in vitro empregou-se a técnica histolégica (microscopia
Optica) e in vivo a dosagem bioquimica da creatinoquinase (CK); para avaliar o papel
protetor da heparina empregou-se a protamina, um antagonista farmacoldgico.
Os resultados obtidos in vitro mostraram que a resposta contrdtil de 12 + 2% (n=6) frente a
incubag¢do com Bjssu (40 ug/mL) por 120 min foi aumentada para 79,6 = 5,9% (n=6)
quando pré-incubado com heparina (5 Ul/mL) e 68,3 + 6,2% (n=6) quando pré-incubado
com AVB (120 uL/mL); na mesma situacdo a BthTX-I (2,9 uM) passou de 5 + 1,3% (n==8)
para 78,8 + 6,8% (n=8) com heparina e 62,3 + 6,1% (n=6) com AVB. A média da
quantificacdo do dano morfolégico (leitura de trés diferentes observadores) mostrou que o
veneno provocou lesdes de 27% e a toxina de 40%, que passaram para niveis de 5% e 9%,
respectivamente, quando tratadas com heparina e 11% e 3% quando com AVB.
Os pré-tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle Tyrode.
Os resultados in vivo (em ratos) mostraram que as mesmas concentracdoes de veneno e
toxina utilizadas nos ensaios in vitro ndo provocaram alteracdes na resposta contratil;
contudo, quando injetados no musculo gastrocnémio de camundongos, apresentaram niveis
plasméticos de CK (U/L) de: 1454 + 185 (Bjssu, n=6) diminuindo (P<0,05) para
236 + 40 (com heparina, n=6) e 47 = 5 (com AVB, n=6); 1531 £ 166 (BthTX-I, n=5)
diminuindo (P<0,05) para 900 = 149 (com heparina, n=5) e 935 +135 (com AVB, n=5).
A adicio de protamina (0,8 Ul/mL) aos 15 minutos de incubacdo da mistura

heparina + veneno causou o bloqueio neuromuscular caracteristico do veneno em
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preparagdes in vitro. Conclui-se que a heparina € mais eficaz (mas pode ser totalmente
bloqueada pela protamina) que o AVB quanto a sua capacidade de impedir a
neurotoxicidade in vitro causada por Bjssu e BthTX-I, e que nas mesmas concentragdes a
heparina demonstrou nenhuma neurotoxicidade in vivo (ratos) e que ela é tdo eficiente
quanto o AVB na miotoxicidade in vitro, mas menos eficaz in vivo em relacdo ao veneno

bruto.

Palavras-chave: veneno de Bothrops jararacussu, bothropstoxina-I, heparina e antiveneno

botrépico comercial.
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ABSTRACT




Bothrops jararacussu venom (Bjssu) and its myotoxin bothropstoxin-I (BthTX-I) induce
neurotoxicity and myotoxicity. Since the treatment with the antivenom is weakly efficient
against the myotoxicity, many reports concentrate on studies utilizing substances that
neutralize the myotixicity activity induced by the venom, including heparin. The objectives
of this work were: 1) to examine the effect of heparin on the myotoxicity induced by venom
and toxin, using a low heparin concentration, capable to prevent the neuromuscular
blockade and, 2) to examine the protective role of heparin against Bjssu. Control
experiments were performed with commercial bothropic antivenom (CBA),
Tyrode solution or saline. To examine the neurotoxicity, a conventional myoghraphic
technique was used in studies with mouse phrenic nerve-diaphragm preparations (in vitro)
and rat popliteal external nerve/muscle anterior tibialis (in vivo). Histological technique
(light microscopy) and biochemical measurement of creatine kinase (CK) were used to
examine the myotoxicity in vitro e in vivo, respectively. Protamine (a pharmaceutical
antagonist) was used to evaluate the protective role of heparin. The results in vitro showed
that the twitch-tension of 12 + 2% in the presence of Bjssu (40 pg/mL; n=6) after 120 min
was increased to 79.6 + 5.9% when preincubated with heparin (5 Ul/ml; n=6) and
68.3 £ 6.2% when preincubated with CBA (120 uL/mL; n=6). Similarly, the BthTX-I
(2.9 uM) - induced responses amounted to 5 + 1.3% (n=8) and 78.8 + 6.8% with heparin
(n=8) and 62.3 + 6.1% with CBA (n=6). The quantification of morphological changes
showed that the venom induced a damage of 27% and the toxin of 40%, which were
reduced to 5% and 9%, when treated with heparin and 11% and 3% with CBA,
respectively. The pre-treatment did not cause significant differences compared to
Tyrode solution. The results in vivo showed that the same concentrations of venom and
toxin utilized in in vitro assays did not induce alteration in twitch-tension.
However, when injected in mouse gastrocnemius muscle, plasma levels of CK (U/l) of
1454 + 185 (in the presence of Bjssu, n=6) were decreased to 236 + 40 (heparin, n=6) and
47 £5 (CBA, n=6). Similarly, a value of 1531 + 166 in the presence of BthTX-I (n=5) was
decreased to 900 = 149 (heparin, n=5) and 935 +135 (CBA, n=5). The addition of
protamine (0.8 Ul/ml) at 15 min incubation of the mixture heparin+venom, induced a
neuromuscular blockade similar to the venom in in vitro preparations. We conclude that

heparin is more efficient (although totally antagonized by protamine) than CBA with
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respect to the in vitro neurotoxicity induced by Bjssu and BthTX-I, which did not cause
myotoxicity in vivo (rats). Heparin is as efficient as CBA in myotoxicity in vitro,

but less efficient in vivo compared to the crude venom.

Keywords: Bothrops jararacussu venom, bothropstoxin-I, heparin and commercial

bothropic antivenom.
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1.1- Bothrops jararacussu

Sdo numerosas as espécies de Bothrops existentes em todo territorio nacional
(Hoge e Romano, 1972), sendo estas espécies responsaveis por 90% dos acidentes ofidicos

ocorridos no Brasil (Sdo Paulo, 2001).

Bothrops jararacussu, que significa ‘jararaca grande’ no idioma nativo
indigena, é uma serpente venenosa que alcanca quase dois metros de comprimento,
encontrada no Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina. Essas serpentes habitam,
preferencialmente, os ambientes Umidos, como mata e d&reas cultivadas; locais de
proliferacdo de roedores, zonas rurais e periferias de grandes cidades (Brasil, 1991).
A picada € seguida de dor e edema local, de intensidade varidvel, que aparecem
precocemente e sdo de cardter progressivo. O edema nos membros, quando intenso,
pode estender-se de modo a atingir varios seguimentos corpOreos, mas raramente atinge o

tronco (Sao Paulo, 2001).
O veneno botrépico possui as seguintes atividades:

¢ Proteolitica: é desencadeada devido a presenga de enzimas proteoliticas que causam

danos no tecido local tais como edema e necrose (Brazil, 1911; Sanches et al., 1992).

e Hemorragica: devido a fatores hemorragicos (hemorraginas) que sido as principais

responsaveis pelas hemorragias ocorridas nos acidentes botrépicos (Vital Brazil, 1982');

e Coagulante: devido a vdrias proteases que agem em diferentes estdgios da cascata de
coagulacdo sangiiinea (Iwanaga e Suzuki, 1979). Grande parte dos venenos botrépicos
age de forma isolada ou simultaneamente sobre o fibrinogénio, protrombina e fator X,
resultando em alteracdes na coagulacdo sanguinea. O tempo de coagulacdo do sangue
total, nesses casos, pode estar prolongado e o sangue parcialmente coaguldvel ou

incoagulédvel (Nahas et al., 1979).

'Vital Brazil apud Corbett, C.E. Farmacodindmica. 6* ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1982;
p-1044-74.
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Os casos de morte por envenenamento botrépicos sdao raros, ocorrendo em
0,3-0,5% dos casos, geralmente poucos dias apds a picada (Ribeiro e Jorge, 1997).
As principais causas de morte t€m sido relacionadas a insuficiéncia renal aguda,
insuficiéncia respiratéria aguda, hemorragia, choque e sepse (Amaral et al., 1986;

Ribeiro et al., 1998).

1.2- Bothropstoxina-I

O veneno bruto de Bothrops jararacussu foi fracionado por Rodrigues-Simioni
et al. (1983), obtendo-se deste procedimento como pico de maior massa, o “pool IV”,
com atividades bloqueadora neuromuscular e miotéxica; este pool era equivalente a 30% do
conteudo protéico do veneno total. Esta subfracdo ativa (“pool IV”), constituida por
dois polipetideos bésicos, com peso molecular aproximadamente de 13.000, apresentava
atividade hemolitica indireta na presenca de fons Ca®*, baixa atividade PLA, sobre lecitina
de ovo e nenhuma atividade proteolitica. O “pool IV mostrou-se ainda responsavel pela
acdo bloqueadora do potencial de acdo composto de nervo e musculo e das respostas
musculares, tanto a estimulos elétricos diretos, como indiretos. Os autores sugeriram,
entdo, que a fragdo possuia uma acdo em membrana semelhante & das cardiotoxinas,

toxinas presentes nos venenos de algumas serpentes da familia Elapidae.

0) veneno de Bjssu foi também purificado por
Homsi-Brandeburgo et al. (1988), combinando filtracdo em gel Sephadex G-75 com
cromatografia de troca idnica em SP-Sephadex C-25. A fracdo isolada SpySPy,
correspondente a fracdo purificada relatada por Rodrigues-Simioni et al. (1983) — “pool IV”
— foi denominada bothropstoxina-I (BthTX-I) (Homsi-Brandeburgo et al. 1988).
Ao contrdrio do veneno bruto, que, além de miotéxico também afetava artérias e veias
intramusculares podendo levar a trombose, a BthTX-I foi considerada especificamente
miotéxica. Com baixa atividade fosfolipasica sobre lecitina de ovo, a fragdo SySPyy,
denominada bothropstoxina-II (BthTX-II) também exibia acdo miotoxica (Gutiérrez et al.,
1991), cuja seqiiéncia de aminoacidos foi posteriormente identificada (Pereira et al., 1998)

e caracterizada como sendo uma Asp-49 PLA,,
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Em preparacdes neuromusculares de camundongos e aves a BthTX-I causava
contratura, bloqueio das contracdes musculares, despolarizagdo e bloqueio do potencial de
acdo composto do musculo (Heluany et al., 1992). Os autores verificaram que a atividade
bloqueadora da junc¢do neuromuscular ndo envolvia a participacdo do receptor nicotinico,
nem a ativacdo do canal de Na" e sugeriram a acdo da toxina sobre os sitios de ligacido de

2
Ca”" na membrana (sarcolema).

Cintra et al. (1993) ao descreverem completamente a seqiiéncia de aminoacidos
da BthTX-I, toxina que representa 15% das proteinas do veneno total, evidenciaram que
esta era uma fosfolipase A; (Lys 49) homodloga as outras PLA,, constituida por uma dnica
cadeia polipeptidica, com 121 residuos de aminoécidos e peso molecular de 13.720 e

7 pontes dissulfeto.

Melo et al. (1993) investigaram o antagonismo dos efeitos miotoxicos do
veneno de Bjssu e da BthTX por polidnions (heparina, dextran sulfato e condroitina
sulfato). A miotoxicidade foi estudada em camundongos in vivo e in Vvitro,
pela determinagcdo enzimadtica de creatinoquinase (CK) liberada, proteina presente nas
linhas M de células musculares intactas. Observaram que polidnions formavam complexos
acido-bdsicos com as miotoxinas bdsicas presentes em venenos botrépicos, neutralizando,

desta forma, sua miotoxicidade.

A habilidade da suramina em antagonizar as atividades miotdxica e paralisante
da BthTX-I foi avaliada na jun¢dao neuromuscular de camundongo in vitro. O antagonismo
observado foi atribuido a formacdo de um complexo dcido-base inativo entre compostos

polidnicos e a BthTX-I (De Oliveira et al., 2003).

Utilizando técnicas eletrofisiolégicas e um bloqueador pré-sindptico, manganés
(Mn?*), Oshima-Franco et al. (2004) observaram o aparecimento de potenciais de placa
terminal em miniaturas gigante sem alteracdo do potencial de membrana, apresentando

aumento do contetddo quantico, sugerindo entdao, uma acao pré-sindptica para a BthTX-I.

Recentemente, Magro et al. (2005) determinaram a estrutura cristal de uma
PLA,; 4cida isolada do veneno de Bjssu (BthA-I) quimicamente modificada com brometo de
p-bromofenacil (BPB). Os autores sugeriram que a abolicdo das atividades farmacolégicas

pelo ligante pode estar relacionada com a mudanga estrutural oligomérica.
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Murakami et al. (2007) demonstraram, através de experimentos in vivo,
que o polietilenoglicol (PEG) inibiu mais de 90% dos efeitos miotoxicos da BthTX-I,
e a suramina inibiu 60% desses efeitos, sendo considerada uma inibicdo parcial.
Com esses resultados, eles sugeriram a aplica¢do clinica de ambos no tratamento por

acidentes viperideos.

1.3- Heparina

A heparina foi descoberta acidentalmente, em 1916, por um estudante de
medicina, Jay McLean que investigava extratos de tecidos do coragdo e figado,
buscando substancias trombopldsticas. Nessas investiga¢des foi encontrado um extrato de
tecido hepdtico, capaz de retardar a coagulacdo do plasma. A substincia responsdvel por

aquele efeito, posteriormente, foi denominada heparina (MacLean, 1959).

O termo heparina (Fig.1) refere-se a uma familia de mucopolissacarideos com
cadeias de tamanho varidvel, tendo o seu peso molecular entre 3.000 a 40.000 daltons.
E uma glicosaminoglicana altamente sulfatada com acdo anticoagulante que é produzida e
armazenada exclusivamente nos granulos secretores dos mastdcitos. E encontrada ao redor
de vasos, em 6rgdos e tecidos ricos nessas células (pulmdes, musculos, figado, sangue).
Ao ser liberada pelos granulos secretores, a heparina € rapidamente fagocitada e destruida

por macrofagos. Sob condi¢des normais, a heparina ndo € detectada no plasma.

_ Heparina
r COS0y H

(o} o]
H/H H H/Co0-
0 1 4 (s
OH H OH HSH

o}
H HN-SO, H 080y

Glicosamina sulfatada Acido ldurénico
sulfatado

Figura 1- Estrutura quimica da heparina. Molécula composta de glicosamina sulfatada e

acido idurodnico sulfatado.
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A heparina ndo é absorvida pelo tratogastrointestinal, logo sua tnica via de
administracdo € a parenteral. Sua farmacocinética é complicada, estando condicionada a
muitas varidveis, sua meia-vida é dose-dependente. O aumento da dose aumenta
desproporcionalmente a duracdo e intensidade da acdo anticoagulante. Isso exige um
manejo cuidadoso desta droga e uma monitorizagdo de sua acdo. O teste mais utilizado para

monitorizagdo € ajuste de tratamento anticoagulante da heparina é o Tempo de

Tromboplastina Parcial Ativado (TTPa).

Resumidamente, o mecanismo de acdo da heparina € potencializar a acdo da
antitrombina III e assim inativar a trombina; prevenir a conversao de fibrinogénio a fibrina
e estimular a liberagdo de lipoproteina lipase, que hidrolisa triglicérides a glicerol e acidos

graxos livres (Leikin e Pauloucek, 1996-97).

Através de uma reacdo de despolimerizacdo quimica, obteve-se a heparina de
baixo peso molecular (HBPM), tendo seu peso molecular entre 5.000 e 15.000. As HBPM,
que t€m um comprimento insuficiente para catalisar a inibi¢ao da trombina, produzem um
efeito anticoagulante, principalmente pela inbicdo do fator X4 pela antitrombina.
Suas vantagens em relacdo as heparinas nao fracionadas sdo varias, produzindo efeitos mais
previsiveis, refletindo sua melhor biodisponibilidade, maior meia vida e seu clearence

dose-independente.

Em casos de hemorragias causadas por heparina, que pode colocar em risco a
vida do paciente, pode ser revertido rapidamente através da infusdo intravenosa de sulfato
de protamina. A protamina € um complexo protéico com cargas elétricas positivas.
Sao proteinas bdésicas, de baixo peso molecular, isoladas do esperma de peixes,
especialmente o salmdo. E preparada sob a forma de sulfato, que combina ionicamente com
heparina para formar um complexo estdvel, desprovido de atividade anticoagulante.
Livre na circulacdo, ndo combinada a heparina, exerce um pequeno efeito anticoagulante,

independente do efeito da heparina (Chargaff e Olson, 1937).

A utilizacdo de heparina como fator terapéutico nos distirbios da coagulacio
provocados por picadas de serpentes € antiga (Ahuya, Veeraraghavan, Menon, 1946) e é

muito utilizada em acidentes causados pela serpente africana Echis carinatus
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(Warrel, Pope, Prentice, 1976; Teng, Ma, Ouyang, 1985; Schaeffer et al., 1986;
Seignot et al., 1992). Recentemente foi demonstrado que a heparina pode ser eficaz contra a
miotoxicidade de alguns venenos botrépicos (Melo e Suarez-Kurtz, 1988a; Melo e
Suarez-Kurtz 1988b; Melo e Ownby, 1999). A heparina e outras glicosaminoglicanas,
devido ao seu cardter 4cido, formam complexos com miotoxinas fosfolipdsicas isoladas de
venenos de B. jararacussu (Melo et al.,, 1993) e B. asper (Lomonte et al., 1994a;
Lomonte et al., 1994b), que possuem cardter basico, neutralizando suas atividades téxicas

quando pré-incubadas in vitro.

Rodrigues et al. (2004) estudaram a habilidade da heparina em prevenir o efeito
neurotoxico da BthTX-I, que foi investigada por meio da técnica miografica convencional
em duas preparacOes isoladas: nervo frénico-diafragma de camundongos e biventer cervicis
de pintainhos. Observaram que o efeito facilitador dessa substincia previamente relatado
por Oshima-Franco et al. (2001), apresentou uma resposta ‘tudo ou nada’ em ambas as
preparagdes. A heparina preveniu de modo significativo o bloqueio neuromuscular

induzido pela BthTX-I em ambas as preparacoes.

Gallacci et al. (2006) investigaram a habilidade de uma toxina recombinante
(rBthTX-I) em Escherichia coli, previamente clonada, e caracterizaram sua atividade
biolégica em preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongo. Observaram que a
toxina clonada induziu ao bloqueio das respostas musculares indiretas e diretas € promoveu
lesdo celular mais potente que a bothropstoxina-I nativa. A heparina foi capaz de prevenir

os efeitos paralisantes e miotoxicos induzidos pelas toxinas, nativa e recombinante.

Boechat et al. (2001) mostraram que a heparina, em determinada dose,
diminui a eficdcia do antisoro botrépico na neutralizagdo das atividades hemorrédgica e
edematogénica do veneno de B. atrox. Contudo, a heparina foi capaz de neutralizar a
atividade edematogénica do veneno de B. erythromelas e aumentar a eficicia do antisoro
botrépico e, quando associados heparina e antisoro, mostraram-se mais eficazes na

neutralizacdo da atividade letal induzida por este veneno.

O efeito da heparina e do antiveneno polivalente foi estudado em camundongos
por Calil-Elias et al. (2002) sobre o dano muscular esquelético produzido pelo veneno de

Bjssu. Eles verificaram que a heparina diminuia a atividade proteolitica do veneno,
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mas ndo afetava a atividade fosfolipdsica. Entretanto, o antiveneno polivalente antagonizou
ambas as atividades. J4 a heparina associada ao antiveneno polivalente demonstrou

atividade antimiotdxica de acordo com os niveis de CK plasmatico observados.

Em trabalho recente, Oshima-Franco et al. (2001) demonstraram que a heparina
foi capaz de impedir a atividade neurotéxica induzida pela BthTX-I in vitro, mas nao foi
suficiente para impedir a miotoxicidade, possivelmente pela concentracio de heparina
utilizada. Com base nesses dados, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito sobre a
miotoxicidade induzida por ambos, Bjssu e BthTX-I, ao se utilizar uma baixa concentragdo

de heparina, porém capaz de impedir o bloqueio neuromuscular de Bjssu e BthTX-I.
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Os objetivos deste trabalho foram:

» 1) verificar se a concentragio minima de heparina capaz de prevenir o bloqueio
neuromuscular induzido por Bjssu e BthTX-I, é possivel de proteger contra a

mionecrose, em preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongo e nervo cidtico

popliteo externo-musculo tibial anterior de rato.

» 2) verificar o papel protetor da heparina contra Bjssu.
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3.1- Material

Bjssu, cedido pelo Instituto Butantan. BthTX-I, gentilmente cedida pela profa.
Dra. Adélia C. O. Cintra, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto (SP). Heparina - Liquemine® (25000 UI/mL), lote B1019, adquirida
do Laboratorio Roche; antiveneno botropico comercial (FUNED — lote 030611-12)
gentilmente cedido pelo ERSA do municipio de Piracicaba; Protamina 1000 ® adquirada
do Laboratério Roche (lote 701811 151) e para medida da atividade enzimatica, kit de CK-
NAC BIOCLIN (Quibasa Quimica Basica Ltda — lote 099).

3.2- Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, pesando de 25 a 30
g, ¢ ratos machos da linhagem Wistar, pesando de 300 a 400 g, fornecidos pelo Centro de
Bioterismo da Unicamp. Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua e
racdo ad libitum, em ambiente com temperatura constante e iluminag¢dao controlada (12
horas com luz e 12 horas sem luz). O projeto foi submetido e aprovado sob o protocolo n®

792-1 pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Unicamp.

3.3- Preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo (NFD)

Camundongos foram anestesiados por via inalatéoria com halotano e
posteriormente exsanguinados. Apds a dissecagdo para a retirada dos hemidiafragmas
esquerdo e direito e isolamento dos nervos frénicos correspondentes (Biilbring, 1946), as
preparagdes foram fixadas em cubas com capacidade de 5 mL e banhadas em solucao
nutritiva de Tyrode com abastecimento de carbogénio (mistura de 95% de O, e 5% de CO»;
pH 7,5) e mantidos a temperatura constante (37°C). O musculo diafragma ¢ mantido, por
sua porcao tendinosa, sob tensdo constante de 5 g. O nervo frénico ficou sobreposto a um
eletrodo de platina que se mantém em contato com a superficie da solu¢ao nutritiva. O

transdutor isométrico (BG-50 gramas) ficou acoplado a um fisiografo (Gould RS 3400). A
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preparagdo, entdao, foi estimulada indiretamente, através do nervo frénico (estimulador
Grass S48), usando-se estimulos supraximais e freqiiéncia de 0,1 Hz com duragdo de 0,2
ms. Ap0s o registro em condigdes-controle e a verificacdo do perfeito estado da preparagdo,
foram realizados os seguintes protocolos: em todos os experimentos foram utilizadas
concentragdes de 40 ug/mL do veneno total de Bjssu e 2,9 uM de BthTX-I, por
apresentarem bloqueio neuromuscular de 50% similar aos resultados obtidos em estudos

anteriores. A escolha destas doses foi através de experimentos realizados anteriormente.

Realizaram-se experimentos-controles com solu¢do nutritiva de Tyrode,

heparina e antiveneno botropico.

3.3.1- Neutralizagdo da atividade bloqueadora neuromuscular induzida pelo veneno de

Bjssu e BthTX-I

Em todos os experimentos, as concentragdes empregadas de Bjssu:heparina,

BthTX-I:heparina foram 40:1, enquanto Bjssu:AVB, BthTX-I:AVB foram 1:3.

Misturas veneno-heparina, veneno-AVB, toxina-heparina e toxina-AVB foram
pré-incubados a 37° C, por 30 minutos e, posteriormente adicionados a preparacgdo, para
determinar a capacidade neutralizante da heparina e do antiveneno botropico. A escolha
desta propor¢do foi baseada em ensaios preliminares com o antiveneno, que se mostrou

efetiva em conter o efeito bloqueador induzido pelo veneno e pela toxina.

3.3.2- Neutralizagdo do efeito protetor de heparina por protamina

Foram utilizadas as mesmas concentragdes da mistura veneno:heparina que
demonstra protecdo por parte da heparina contra a acdo do veneno, que foram pré-
incubados por 30 min a 37° C. Apds 15 min de incubagdo, adicionou-se protamina 4 pL/mL

(0,8 UI/mL), equivalente a uma proporc¢ao heparina:protamina de 1:4.
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3.3.3- Adicao de heparina e antiveneno em diferentes tempos

Foram utilizadas as mesmas concentracdes de Bjssu (40 pg/mL), heparina (5
Ul/mL) e antiveneno (120 puL/mL), que foram adicionados em diferentes tempos durante os
120 minutos do experimento. No primeiro protocolo, foi realizado um pré-tratamento com
heparina ou antiveneno, por 15 minutos e, em seguida adicionado o veneno. No segundo
protocolo, foi a adicdo de heparina apds 50% de bloqueio da resposta contratil induzido
pelo veneno, e, no terceiro e ultimo protocolo, a adi¢do de heparina “plus” (mistura de

heparina e antiveneno), junto com o veneno.

3.4- Atividade miotoxica

Um novo grupo de animais foi utilizado para analisar o CK plasmatico. Foram
injetados as mesmas concentragdes de veneno, toxina, veneno:heparina, toxina:heparina,
veneno:antiveneno € toxina:antiveneno, no musculo gastrocnémio de camundongos. Apos
duas horas da inje¢do, coletaram-se amostras de sangue em capilares heparinizados, que
foram centrifugados. A atividade do CK plasmatico foi analisada através do método
enzimdtico de creatinoquinase, utilizando-se o kit de CK-NAC BIOCLIN (Quibasa
Quimica Basica Ltda - lote 099).

Os resultados de CK foram expressos em U/L. Uma unidade de CK

corresponde a fosforilagdo de 1 nmol de creatina/min a 25°C.

3.5- Preparacao nervo ciatico popliteo externo-misculo tibial anterior de rato (NPE)

Ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg de peso corporal)
e submetidos a cirurgia. Apos a dissecagao e sec¢dao do tendao do musculo tibial anterior e
do nervo ciatico-popliteo externo foi realizada a trepanagdo da tibia para a fixacdo do
membro a uma base de cortiga. O tendao do musculo ficou conectado a um transdutor
isométrico (BF 50 gramas) e este ao fisiografo (Gould 3400). O coto distal do nervo

ciatico-popliteo externo foi estimulado (estimulador Grass 48), utilizando-se estimulos
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supraximais de 0,2 ms de duragdo e freqliéncia de 0,5 Hz. Apds o registro em condic¢oes-
controle e a verificacdo do perfeito estado da preparagdo, foram injetadas, no musculo tibial
da coxa esquerda do animal, as mesmas propor¢des da concentragdo de veneno, toxina e
suas neutralizacdes utilizadas in vitro. Ao final destes periodos, as preparacdes foram

fixadas em solu¢do de Bouin e reservadas para o processamento histologico.

3.6- Analise Morfolégica

Ao final dos experimentos, apds a exposicdo a diversos tratamentos, por 120
minutos, as preparacdes de NFD de camundongo e NPE de rato, foram retiradas e fixadas
em solugdo Bouin, por 24 horas. Para este procedimento foi utilizado n=3 para cada
protocolo e a fixagdo foi seguida pela desidratacdo e inclusdo em historesina. A confec¢do
das laminas histologicas foi seguida pela obtencdo de sec¢des de 2 pum de cada
experimento, através do micrétomo, em seguida, montadas e coradas com
hematoxilina:eosina (H.E.) para observacdo em microscOpio Optico. Apds andlise
quantitativa do material histologico (andlise obtida por trés diferentes leitores), foi
processada a documentag@o dos resultados obtidos, através do microscopio Olympus BX51,
com a utilizagdo do programa Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc.) para a captura

de imagens.

3.7- Analise estatistica

Cada experimento foi repetido de trés a oito vezes e os resultados foram
expressos pela média + erro padrdo. Para andlise estatistica foram usados os testes
ANOVA, para medidas repetidas, e Tukey, para comparacao multipla entre os grupos € o

valor de P<0,05 foi considerado significativo.

Material e Métodos
33



In vitro In vivo

NFD Medida da atividade de CK

- Injegdo i.m. ( gastrocnémio )

ﬂ NPE

Analise Miografica ﬂ
- Bjssu e BthTX -1
- Protocolos de neutralizagido Analise Miografica
- Bjssu e BthTX -1
ﬂ - Protocolos de neutralizacao
Anadlise Histolégica ﬂ
ﬂ Analise Histolégica
ANALISE ESTATISTICA ANALISE ESTATISTICA

Figura 2- Delineamento dos protocolos experimentais.
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Figura 6- Fotos representativas de cortes de musculo diafragma de camundongo sob estimulacdo elétrica do nervo frénico durante
120min. (A) Controle Tyrode, (B) Heparina SUI/mL, (C) Antiveneno botrépico comercial 120uL/mL, (D) Bjssu 40ug/mL e
(G) BthTX-I 2,9uM. Protocolos de neutralizacdo (E) Bjssu:heparina, (F) Bjssu:antiveneno, (H) BthTX-I:heparina e (I)
BthTX-I:antiveneno. Note a protecdo da heparina e antiveneno contra a miotoxicidade induzida pelo veneno de Bjssu e pela

BthTX-I



4.1- Atividade neuromuscular de preparacoes nervo frénico diafragma de

camundongos (NFD) submetidas aos controles

A Fig. 3 mostra o controle Tyrode, bem como as preparagdes tratadas com a
heparina e antiveneno. Note que as preparagdes tratadas com antiveneno comercial
120pL/mL, exibiram efeito facilitador (aumento da amplitude da resposta contratil),

significativamente diferente do controle Tyrode (P<0,05).

—m— Controle Tyrode (n=4)
—e— Controle Heparina 5 Ul/mL (n=6)
| —A— Controle AVB 120 uL/mL (1:3) (n=6)
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Figura 3- Curvas da resposta contratil de controles em preparacdes NFD de camundongos
(estimulo indireto). As preparacdes foram expostas a solugdo de Tyrode,
heparina e antiveneno botropico. *P<0,05, comparado com o controle Tyrode.
Os pontos representam a média = o erro-padrdo do niimero de experimentos

indicado nos parénteses.
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4.1.2- Neutralizacdo do efeito bloqueador neuromuscular de Bjssu pela heparina e

antiveneno botropico

O veneno de Bjssu (40ug/mL) produziu 50% de bloqueio neuromuscular em
um intervalo de tempo de 41,5 + 2,6min (n=6), ideal para se estudar a capacidade

neutralizante da heparina e do antiveneno.

Os ensaios de neutralizagdo mostraram que o efeito neurotdxico induzido pelo
veneno foi claro e significativamente antagonizado pelo tratamento com a heparina
(5UI/mL) e pelo antiveneno botropico (120uL/mL-1:3) (Fig. 4). A mistura veneno:heparina
e veneno:antiveneno produziu uma prote¢do ao final de 120 min de experimento em:

79,6 = 5,9 min (n=6) e 68,3 £ 6.2min (n=6), respectivamente.

—m— Bjssu 40 pg/mL (n=6)
—— Bjssu 40 pg/mL + Heparina 1 ul/mL  (n=6)
—A— Bjssu 40 ug/mL + AVB 120 uL/mL  (n=6)
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g ] —i 1 7
O 60
8
1) T *
8 404
2 | *\i
oc e
20 + ?\?\i‘i\i .
0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 4- Curvas da resposta contratii em preparagdbes NFD de camundongo
(estimulo indireto) a 37° C (0,1Hz; 2ms). As preparacdes foram expostas a
misturas de veneno com heparina e antiveneno botrépico. Note a neutralizagdo
da acdo neuromuscular observado apds o tratamento com a heparina e
antiveneno. Os pontos representam a média = o erro-padrdo do niimero de
experimentos indicados nos parénteses, sendo *P<0,05, em relacdo aos

controles Tyrode, heparina e antiveneno.
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4.1.3- Neutralizagdao dos efeitos neurotoxicos induzidos pela BthTX-I por heparina e

antiveneno botropico

A BthTX-I (2,9 uM) produziu 50% de bloqueio neuromuscular em um intervalo
de tempo de 21,4 £ 2,1min (n=8), um nivel de bloqueio ideal para se estudar a capacidade

neutralizante da heparina e do antiveneno.

Os ensaios de neutralizagdo mostraram que o efeito neurotoxico induzido pela
toxina foi clara e significativamente antagonizado pelo tratamento com a heparina
(5UI/mL) ou antiveneno botropico (120puL/mL - 1:3) (Fig. 5). A mistura toxina:heparina e
toxina:antiveneno produziu uma prote¢do ao final de 120min de experimento de:

78,8 = 6,8min (n=8) e 62,3 £ 6,1min (n=6), respectivamente.

—&— BthTX-12,9 uM (n=8)
—o— BthTX-12,9 uM + Heparina 5 Ul/mL (n=8)

- —A— BthTX-12,9 uM + AVB 120 u/mL  (n=6)
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Figura 5- Curvas da resposta contratil em preparagdes NFD de camundongo sob estimulo
indireto (0,1Hz; 2 ms). As preparacdes foram expostas a misturas da BthTX-I
com heparina e antiveneno botropico. Note a neutralizacdo da acdo
neuromuscular da toxina obtida apds com a heparina e o antiveneno.
Os pontos representam a média + o erro-padrdo do nimero de experimentos
indicados nos parénteses, sendo *P<0,05, em relagdo aos controles Tyrode,

heparina e antiveneno.
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4.1.4- Anélise morfolégica de musculos diafragma de camundongo incubados com

veneno de Bjssu e BthTX-I e suas neutralizagdes

A Fig. 6 mostra seccdes transversais da preparacdo NFD apo6s 120min de
incubacdo sob estimulacdo elétrica indireta. A preparacdo controle incubada somente com a
solucao de Tyrode mostrou poucas fibras alteradas, enquanto a maioria manteve aparéncia
normal (Fig. 6A). Seguindo o tratamento com heparina e antiveneno, algumas fibras
musculares mantiveram aparéncia normal, como o controle com solucdo de Tyrode,
apenas com a presenca de algumas células edemaciadas (Fig. 6B e C). Nao houve diferenca
significativa dos tratamentos em relagdo ao controle Tyrode. O veneno de Bjssu ¢ a
BthTX-I produziram lesdes nas fibras musculares com mionecrose, escurecimento e
desintegracdo parcial (Fig. 6D e G), apresentando diferenca significativa em relacdo aos
controles (*P<0,05). Para os ensaios de neutralizacdo, utilizando heparina e AVB,
ambos mostraram protecdo contra a miotoxicidade induzida pelo veneno e toxina.
Neste caso, a porcentagem de fibras com lesdes ndo tiveram diferenca significativa em
relagdo aos controles Tyrode, heparina e AVB. Os indices das alteragdes morfologicas
estdo representados na Tabela 1. Nao houve diferenca significativa entre a protecao

oferecida pela heparina e antiveneno (P<0,05).
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Tabela 1- indice de alteragdes morfolégicas na preparagio NFD

Protocolos Alteracoes (%)
Tyrode 8
Heparina 7
AVB 7
Bjssu 27*
BthTX-I 40%
Bjssu:Hep Sxx
Bjssu:AVB 11%*
BthTX-I:Hep O
BthTX-1:AVB JE*

(*Apresentam diferengca significativa em relacdo ao controle Tyrode);

(** Apresentam diferenca significativa em relagdo ao veneno ou toxina)

4.2- Neutralizacao do efeito protetor de heparina por protamina

A Fig. 7 mostra a neutralizacdo do complexo veneno:heparina pela protamina.
Quando se adicionou protamina 4pul/mL (0,8UI) ao banho, ela mostrou-se eficiente em
anular a formac¢do do complexo veneno:heparina e de exibir ao bloqueio da resposta
contratil provocado pelo veneno de Bjssu, tendo exibido 50% de bloqueio em
49,5 + 2,8min, o que representou um valor préximo ao do bloqueio observado pelo veneno

na auséncia de heparina (41,5 + 2,6min).
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—Mm— Protamina 0,8 Ul/mL (n=5)
—e— Bjssu 40 pg/mL (n=6)
—A— Bjssu 40 pg/mL + Heparina 5 Ul/mL + Protamina 0,8 Ul/mL  (n=6)
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Figura 7- Curva da resposta contratil em preparacdo NFD sob estimulacdo indireta,
tratada com protamina e sua agdo neutralizante sobre o complexo
veneno:heparina. Note que o veneno de Bjssu, supostamente livre no banho,
induziu o seu caracteristico bloqueio da resposta contratil, resultado similar ao
veneno sozinho. Os pontos representam a média + erro-padrao do niimero de

experimentos indicados nos parénteses.

4.3- Resposta contratil de preparacio NFD de camundongo tratado com veneno de

Bjssu e adicao de heparina e/ou antiveneno em diferentes tempos

O pré-tratamento com heparina ou antiveneno, por 15 minutos antes da adi¢ao
do veneno, como mostra a Fig. 8A e B, resultou ao final de 120 minutos de experimento,
numa resposta contratil de 92 + 1,9% (n=3) e 81 = 6% (n=3), respectivamente.
No segundo modelo, a adi¢do de heparina apds 50% de bloqueio induzido pelo veneno
(Fig. 8C), obteve-se uma resposta neuromuscular de 40 + 6% (n=4). Para heparina “plus”

(Fig. 8D), manteve-se uma resposta contratil de 84 + 10 (n=3), contra a a¢do do veneno.
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1
Bjssu + HEP +AVB

Figura 8- Registro da resposta contratil da preparagdo NFD de camundongo com a adi¢ao
de heparina em diferentes tempos. (A) Pré-tratamento com heparina (S5UI/mL)
por 15’ antes da adi¢do do veneno (40ug/mL) (B) Pré-tratamento com
AVB (120uL/mL) por 15° e adicdo do veneno (C) Adi¢do do veneno e apos
50% de bloqueio foi adicionado heparina (D) Adi¢do da mistura
Bjssu:HEP:AVB incubados por 120min. Note que em A, B e D a heparina
mostrou efeito protetor contra a acdo de Bjssu similar ao antiveneno.
Contudo, em D, quando a agdo toxica de Bjssu ¢ deflagrada e heparina ¢

adicionada tardiamente, sua eficacia ¢ diminuida.
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4.4- Atividade miotoxica

A Fig. 9 representa os resultados da atividade miotoxica medida através da
dosagem de creatinoquinase (CK) apds duas horas da inje¢do intramuscular.
Houve liberagdo do CK plasmatico (U/L) em resposta a injecao de Bjssu e de BthTX-I em
1454 + 185 (n=6) e 1531 + 166 (n=5), respectivamente. Os animais que receberam as
misturas veneno:heparina e veneno:AVB, apresentaram uma diminui¢do significativa da
liberagdo de CK plasmatico, sendo 236 = 40 (n=6) e 47 + 5 (n=6), respectivamente.
Nos protocolos de neutralizagdo com a toxina, tanto a heparina como o antiveneno
mostraram prote¢do parcial significativa, sendo 900 + 149 (n=5) e 935 £ 135 (n=5),

respectivamente.
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Salina  Hep AVB  Bjssu Bjssu Bjssu BthTX-I BthTX-l BthTX-I
+ + + +
Hep  AVB Hep AVB

Figura 9- Efeitos do tratamento de neutralizacdo da atividade enzimdtica de
creatinoquinase (CK) com heparina e AVB. A atividade da enzima
creatinoquinase foi medida apds duas horas da injecdo do veneno e da toxina.
(*apresentam diferenga significativa em relagdo ao controle salina;
**apresentam diferenca significativa em relagdo ao veneno e toxina).
Os valores estdo representados pela média + erro padrdo dos experimentos

(n=5) (*P<0,05).
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4.5- Resposta da atividade neuromuscular de preparacoes NPE submetida ao

tratamento com veneno, toxina e suas neutralizacoes

A Fig. 10A mostra os controles salina e heparina, que mantém uma estabilidade
nas respostas contrateis na preparagdo NPE de rato. Foram utilizados os mesmos protocolos
do estudo in vitro. A Fig. 10B mostra as preparagdes que receberam tratamento de Bjssu
(40pg/mL) e BthTX-I (2,9uM) e os protocolos de neutralizagdo com heparina (40:1).
Os animais que receberam a inje¢do de Bjssu e BthTX-I apresentaram uma diminui¢do
significativa da resposta contratil a partir de 80min e 10min, respectivamente,
permanecendo até o final do experimento, 120min. Quanto a BthTX-I, mostrou-se
significativa devido a uma contratura induzida pela toxina, retornando a uma resposta
contratil similar ao controle salina. Nos protocolos de neutralizacdo, a heparina foi
suficiente para neutralizar a diminuicdo da resposta contratil do veneno apds os 30min,
o qual permaneceu até o final do experimento. Nos protocolos com BthTX-I,
a heparina induziu protecao nos primeiros 30min, e apos esse periodo houve um retorno da

resposta contratil similar ao controle-salina.
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Figura 10- Representacdo grafica da resposta contratil da preparacdo nervo citico popliteo
externo-musculo tibial anterior de rato (NPE)
(A) Resposta contratil dos controles-salina e heparina, em preparagdes NPE sob
estimulo indireto. (B) A¢do neuromuscular do veneno de Bjssu, BthTX-I e seus
respectivos tratamentos com heparina. Os pontos representam a média
+ erro padrdo do numero de experimentos indicado nos parénteses (*P<0,05

comparado com o controle salina, **diferenca significativa com o veneno,
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***diferenca significativa com a toxina).
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4.6- Analise morfolégica do musculo tibial de rato tratado com veneno de Bjssu,

BthTX-I e os tratamentos com heparina

A Fig. 11 mostra o histograma de sec¢des transversais da preparagdo NPE de
rato apds 120 min de incubagdo sob estimulagdo elétrica indireta. A concentragdo de 40ug
de Bjssu e 2,9uM de BthTX-I, induziram uma lesao no musculo tibial em 12,5 % e 8 %,
respectivamente. Nos protocolos de neutralizagdo, a mistura de Bjssu:heparina nao
apresentou alteracdes caracteristicas induzidas pelo veneno, e a mistura de
BthTX-I:heparina apresentou 3 % de alteragdes no musculo tibial, sendo diferente

significativamente quando comparado a toxina (P<0,05).
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Figura 11- Aspecto morfologico da preparacdo NPE de rato, sob estimulagdo elétrica
indireta e apos 120min de incubagdo com os controles-salina e heparina
(1uL), Bjssu 40ug e sua neutralizagcao Bjssu:heparina (40:1), BthTX-I 2,9uM
e sua neutralizagdo BthTX-I:heparina. Note que a heparina ofereceu prote¢ao
ao musculo quando pré-incubado juntamente com o veneno e toxina
(*P<0,05 comparado com o controle-salina, **diferenga significativa com o

veneno e toxina).
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Envenenamentos causados por B. jararacussu freqiientemente produzem efeitos
local e sistémico (Milani Junior et al., 1997). Estes efeitos sdo induzidos por uma variedade
de componentes do veneno, tais como fosfolipases A, miotdxicas e metaloproteinases,
entre outros (Gutiérrez ¢ Rucavado, 2000). O veneno de B. jararacussu ndo € um potente
bloqueador neuromuscular in vivo, ¢ menos ativo in vitro que as pegonhas verdadeiramente
neurotdxicas, contendo o e  neurotoxinas classicas, que provocam bloqueio neuromuscular
com concentragdes menores que Sug/mL (Rodrigues et al., 2004). No entanto,
causa importante bloqueio neuromuscular em preparacdes isoladas de camundongo
(Heluany et al.,, 1992). Estes efeitos s3o reproduzidos pela BthTX-I, que compde
aproximadamente 15% do veneno total (Homsi-Brandeburgo et al., 1988). A BthTX-I
reproduz os efeitos neurotdoxicos e miotdxicos do veneno em preparagdes NFD de
camundongo, indicando que esta toxina contribui substancialmente para estes efeitos do
veneno (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Homsi-Brandeburgo et al., 1988§;

Oshima-Franco et al., 2000).

Neste estudo, investigou-se a habilidade da heparina em baixa concentracao
(1uL/mL) e do antiveneno botropico comercial (propor¢cdo veneno:antiveneno de 1:3),
contra os efeitos neurotdxicos e miotoxicos do veneno de Bjssu e da sua principal

miotoxina, a BthTX-I, em preparagdes neuromusculares.

O antiveneno botropico € produzido a partir de uma mistura de sete espécies de
venenos do género Bothrops: B. alternatus, B. cotiara, B. jararaca, B. jararacussu,
B. moojeni, B. neuwiedi e B. pradoi (Dos-Santos et al., 1992). O antiveneno neutralizou
tanto o bloqueio neuromuscular, como a mionecrose causados pelo veneno e toxina,
evidenciando a ligagdo de anticorpo ao mesmo sitio responsdvel pelas atividades
neurotdxicas e miotoxicas. Neste trabalho, a adi¢do de antiveneno (120uL/mL) produziu
um efeito facilitatorio corroborando com os achados de Oshima-Franco et al. (2001).
Tal efeito ndo foi afetado por incubagdes e misturas veneno:antiveneno ou
toxina:antiveneno, a 37° C por 30min, demonstrando ser um fendémeno exclusivo do
antiveneno que envolve a sua produgdo, pela presenca de substancias termoestaveis ou

excesso de proteina ndo especifica (Oshima-Franco et al., 2001).
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Quanto ao efeito protetor da heparina, uma glicosaminoglicana sulfatada,
o complexo que se forma ¢ do tipo 4cido-basico, pela natureza 4cida da heparina com a
basica de miotoxinas de venenos botropicos (Melo e Suarez-Kurtz, 1988a;
Melo e Suarez-Kurtz, 1988b; Melo et al., 1993; Lomonte et al., 1994a;
Lomonte et al., 1994b). Devido a sua natureza polianionica, a heparina pode se ligar a sitios
cationicos de muitas moléculas, por exemplo, as proteinas da matriz extracelular
(fibronectina, laminina, vitronectina) (Lane ¢ Adams, 1993; Lomonte et al., 1994a;
Lomonte et al., 1994b; Melo e Suarez-Kurtz, 1988a; Melo e¢ Suarez-Kurtz, 1988b).
A heparina pode interagir com PLA, presente em muitos venenos de serpentes,
afetando (Diccianni et al., 1990) ou ndo (Condreas e De Vries, 1964), a atividade

enzimadtica dessas proteinas.

Resultados obtidos por Bugs, Bortoleto-Bugs e Cornélio (2005) mostraram que
a heparina se liga a algum residuo basico na superficie da proteina. A atracdo eletrostatica
entre cargas positivas das proteinas e cargas negativas da heparina levaria a formagao de

um complexo heparina-proteina.

Lomonte et al. (1994b; Lomonte et al., 2003), mostraram que a heparina se liga
a regido C-terminal de diversas PLA, Lys 49 e Gallacci et al. (2006), sugeriram que a
regido C-terminal estivesse envolvida em ambas atividades, miotdxicas e paralisante de

BthTX-I.

Uma associagdo de heparina com antiveneno polivalente foi estudada no
tratamento do envenenamento por venenos botropicos (Boechat et al, 2001)
especificamente contra a atividade edematogénica do veneno de B. erythromelas.
Além da associacdo de heparina com antiveneno polivalente, Melo et al. (1993),
descreveram a necessidade da pré-incubacgdo da heparina com o veneno para a formacao do
complexo dacido-bésico, no entanto, resultados opostos demonstraram ndo haver tal
necessidade. Nos diferentes protocolos a seguir, foi realizado pré-tratamento por
15 minutos com heparina ou antiveneno e em seguida adicionado o veneno.
Em outro protocolo, foi testada a adicdo de heparina apds 50% de bloqueio induzido pelo
veneno sozinho, e quando foi realizada uma associacdo de heparina com o antiveneno
botrdpico, os resultados mostraram que a adicdo de heparina foi eficiente na formagao do

complexo veneno:heparina, mesmo quando foram usadas diferentes tempos de incubagao.
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Da analise histologica, estes resultados mostraram que a heparina, mesmo em
baixa concentracdo, e o antiveneno, foram eficazes em proteger a preparagcdo contra a
miotoxicidade induzida por Bjssu e BthTX-I, evidenciando mais uma vez a capacidade

antimiotoxica da baixa concentragdo de heparina.

Baseado nesses dados, as atividades neurotdxicas e miotoxicas induzidas pelo
veneno ¢ toxina, resultam das suas capacidades de alterar a integridade da membrana
celular. Um influxo de célcio seguido da desestabilizagio da membrana poderia ser
responsavel por uma variedade de mecanismos degenerativos das células tais como
hipercontracdo dos miofilamentos, alteragdo mitocondrial, e a ativagdo de proteases
calcio-dependentes e fosfolipases, que amplificam o processo de dano muscular
(Gutiérrez e Ownby, 2003). Gallacci et al. (2006) sugerem que a despolarizagdo da célula
muscular, uma conseqiliéncia do rompimento da membrana, poderia conduzir a paralisia do

musculo.

Como descrito em literatura, a heparina forma complexo acido-basico com as
proteinas do veneno, inibindo a sua atividade neurotoxica. Desse modo, foi testado o efeito
da adicao de protamina no banho contendo a mistura Bjssu:heparina ap6s 15 minutos da
adicdo da mesma. A protamina ¢ o antidoto especifico para a neutralizacdo do efeito
anticoagulante da heparina. Possui natureza policationica e ¢ fortemente alcalina
(Ando, Yamasaki e Suzuki, 1973), capaz de formar complexo inativo com a heparina,
inibindo entdo, a sua atividade anticoagulante (Majerus et al., 1991). Com base nesses
dados, pode-se sugerir que a formagdao do complexo entre as proteinas do veneno de Bjssu e

heparina ¢ reversivel, uma vez que a protamina antagonizou a sua atividade.

As medidas da atividade enzimdtica de creatinoquinase mostraram que o
veneno ¢ a toxina induziram uma lesdo com aumento da atividade de CK plasmatico.
Sabe-se que o aumento da atividade de CK no plasma induzido pelo veneno de Bjssu tem
seus valores maximos em duas horas apds a injecdo do veneno e uma diminuicio
progressiva nas 22 horas seguintes, quando retorna aos niveis basais (Melo ¢ Suarez-Kurtz,
1988b). A creatinoquinase ¢ a enzima que apresenta maior concentragdo no tecido
muscular, e apresenta alta freqiiéncia de alteragdes (Plebani, 2001) em diversas disfuncdes

musculares. Os dados mostram que a heparina e o antiveneno foram mais eficazes em
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oferecer protecdo contra Bjssu, e uma protecao parcial contra a BthTX-I. O modo de agao
das PLA; Lys-49 e Asp-49 no musculo ocorrem por vias diferentes, mas no geral podem
causar lise rapido do sarcolema (membrana plasmatica) e um rapido estado de mionecrose

(Fletcher et al., 1996), portanto, outros constituintes no veneno podem agir indiretamente.

Nos resultados obtidos no estudo da agdo do veneno de Bjssu (40ug), utilizando
a preparacdo neuromuscular de nervo ciatico popliteo-externo e musculo tibial anterior de
rato (in vivo), pequenas alteragdes foram observadas e mostraram-se significativas em
determinados tempos, diferentemente das preparagdes in vitro, que induzem bloqueio total
da resposta neuromuscular ao final de 120min quando essas concentragdes de veneno e
toxina sao utilizadas. Essas diferencas sao consideradas como decorrentes de modelos
experimentais diferentes. Na preparagdo in vivo, pode haver uma rea¢do do organismo do
animal que tem condi¢des de usar mecanismos de defesa para neutralizar agressdes ao seu
organismo, enquanto no modelo in vitro, a interacdo se da apenas entre o veneno € o

musculo 1solado.

A andlise morfologica deste estudo (in vivo), o veneno de Bjssu (40pg) e a
BthTX-I (2,9uM) causaram alteragdes morfologicas que ndo afetaram a funcdo
neuromuscular. Quando o veneno e toxina foram incubadas com heparina (5UI) essas
alteragdes histoldgicas ndo foram observadas, mostrando a sua eficiéncia da heparina em
formar o complexo 4cido-basico e neutralizar as ag¢des do veneno e da toxina.
Sugere-se que neutralizagcdo por heparina utilizando concentra¢cdes maiores do que 40pug

devam ser testadas.

Venenos botropicos contém numerosos componentes que poderiam afetar
potencialmente as respostas neuromusculares, incluindo (metalo) proteinases
(Gutiérrez e Rucavado, 2000) e miotoxina (Gutiérrez e Lomonte, 1995).
Proteinases formam uma grande e diversa familia de enzimas. Estas e também as
glicosaminoglicanas pertencem a dois grupos de macromoléculas, que incluem lipidios e
acidos nucléicos. Metaloproteinases degradam os componentes da matriz extracelular e
prejudicam a regeneragdo do musculo esquelético afetado. Grande niimero de proteinas no
tecido animal ocorre imobilizado no espaco extracelular, na superficie celular ou na matriz

extracelular. Algumas s3o ancoradas através de interagdes com outras proteinas.
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Portanto, pesquisa recente implica aumento de proteoglicanas com estruturas de andaime,
designado para acomodar proteinas por ligacdes ndo covalentes na superficie da cadeia de

glicosaminoglicanas (Tersariol et al., 2002).

Heparan sulfato e heparina s3o particularmente importantes entre as
glicosaminoglicanas em suas habilidades de se ligar a um grande nimero de proteinas
diferentes. Heparina participa de um papel complexo na matriz extracelular, regulando uma
ampla variedade de processos bioldgicos, incluindo hemostasia, inflamag¢do, angiogénese,
adesdo celular, entre outros (Conrad, 1998). Portanto, nos modelos experimentais
estudados, a heparina juntamente com a matriz extracelular mostram-se capazes de proteger
as cé¢lulas de danos provenientes de Bjssu e BthTX-I, oferecendo uma protecao similar a do

antiveneno.

Oshima-Franco et al. (2001) mostraram que a heparina foi ineficiente em
neutralizar a atividade miotoxica da BthTX-I, questionando se tal divergéncia ndo seria
devido a alta concentracdo de heparina utilizada, até porque ela foi eficiente quanto a
resposta neuromuscular. Nossos achados corroboram com tal citacdo, uma vez que a
minima concentracdo de heparina testada foi suficiente para atingir a neutralizacio contra a

miotoxicidade, oferecendo ainda prote¢@o na resposta contratil.

Em resumo, este trabalho mostra que a heparina, uma glicosaminoglicana,
quando utilizada em baixa concentragcdo, mostra-se de neutralizar os efeitos neurotoxicos e

miotdxicos induzidos pelo veneno total de Bothrops jararacussu e bothropstoxina-I.
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6- CONCLUSAO
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» As preparagdes neuromusculares in vitro e in vivo comportam-se de modo divergente,

apresentando respostas bioldgicas diferentes uma da outra.

» A heparina, em baixa concentragdo, ¢ eficaz em proteger ndo somente contra a
neurotoxicidade, mas também contra a miotoxicidade induzida pelo veneno bruto de

Bjssu e de sua principal miotoxina.

» A protamina é eficaz em antagonizar a acdo da heparina, impedindo a formagdo do

complexo veneno:heparina.

Em relacdo a eficiéncia de heparina e AVB, conclui-se que:

» A heparina é mais eficaz que o AVB quanto a neurotoxicidade in vitro causada por
Bjssu e BthTX-I, e que nas mesmas concentragdes demonstraram nenhuma

neurotoxicidade in vivo (ratos).

» O AVB ¢ tao eficiente quanto a heparina na miotoxicidade in vitro, mas menos eficaz

in vivo em relacdo ao veneno bruto.
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Protocolo 792-1 - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa Animal
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CEEA-IB-UNICAMP

Comissao de Etica na Experimentacdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 792-1, sobre "A INFLUENCIA DA HEPARINA NOS
EFEITOS IN VIVO E IN VITRO DO VENENO DE BOTHROPS JARARACUSSU E
BOTHROPSTOXINA-L" sob a responsabilidade de Profa. Dra. Léa Rodrigues
Simioni / Sandro Rostelato Ferreira estad de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentagao Animal
(CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de 09 de marco de 2005.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 792-1, entitled "THE INFLUENCE OF HEPARIN ON
THE IN VIVO AND IN VITRO EFFECTS OF BOTHROPS JARARACUSSU VENOM
AND BOTHROPSTOXIN-L ", 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 March 9, 2005.

mpinas, 09 de margo de 2005.

Profa. Dra. Liana Verinaud Fatim lonso

Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ
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