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RESUMO



Neste trabalho, foi estudada a acdo do veneno de Micrurus altirostris (cobra coral
Uruguaiana) nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 ug/mL sobre a juncdo neuromuscular
em preparacdes isoladas de ave (biventer cervicis de pintainho) e de mamifero (nervo
frénico-diafragma de camundongo) e também a habilidade do antiveneno comercial
produzido pelo Instituto Butantan e do anti-soro especifico, produzido em coelhos em
neutralizar a neurotoxicidade e a letalidade em pintainhos e camundongos (DLsy 0,042 e
0,255 mg/kg), injetados i.m. e 1i.p., respectivamente, com misturas de veneno
(5 DLsp):antiveneno ou anti-soro especifico (n=6), na razao de 1:1; 1:2,5; 1:5; 1:10 e 1:20.
Somente a razdo de 1:20 do veneno:antiveneno ou anti-soro neutralizou o bloqueio
neuromuscular in vitro e protegeu pintainhos e camundongos contra 5 DLsy do veneno.
O veneno causou um completo bloqueio neuromuscular em ambas as preparagdes, ligando-
se aos receptores colinérgicos sub-sindpticos, de maneira irreversivel. Inibiu as contraturas
causadas por acdo da acetilcolina e do carbacol, sem interferir nas respostas ao KCI.
O bloqueio neuromuscular causado pelo veneno ndo apresentou qualquer alteracdo na
auséncia de fons Ca®* ou com a diminuicdo da temperatura, tampouco foi revertido por
acdo da neostigmina. A resposta ao estimulo direto ndo foi afetada na vigéncia do bloqueio
neuromuscular completo, indicando pela perfeita resposta muscular, que a membrana
manteve-se integra, o que sugere a auséncia de uma atividade miotéxica. Os resultados
indicaram que o veneno de Micrurus altirostris interfere com a neurotransmissao
pOs-sindptica e que o antiveneno comercial, bem como o anti-soro especifico, produzido em
coelhos, possuem baixa eficicia em neutralizar a neurotoxicidade e a letalidade deste
veneno. A neutralizacdo da acio neurotdxica e também da letalidade do veneno foi obtida

apenas quando a proporcao de 1:20 (veneno:antiveneno) foi utilizada.

Resumo
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ABSTRACT




In this work, we studied the neuromuscular blockade caused by Micrurus altirostris venom
(0.1-10 pg/mL) in indirect stimulated chick biventer cervicis and mouse phrenic
nerve-diaphragm preparations and the ability of commercial antivenom (Instituto Butantan)
and antiserum raised in rabbits to neutralize neurotoxicity and lethality in chicks and mice
(LDsp 0.042 and 0.255 mg/kg), injected i.m. and i.p., respectively, with venom
(5 LDsp):antivenom or antiserum mixtures (n=6) of 1:1, 1:2.5, 1:5, 1:10 and 1:20.
The venom caused a complete and irreversible neuromuscular blockade in both
preparations, binding in the subsynaptics colynergic receptors; inhibited the acetylcholine
and carbachol contractures, without interfering on KCIl response. The neuromuscular
blockade was not Ca** or temperature-dependent and did not affect the response to direct
stimulation. Only a venom:antivenom or antiserum ratio of 1:20 neutralized the
neuromuscular blockade in vitro and protected chicks and mice against 5 LDsy of venom.
Our results indicated that Micrurus altirostris venom interferes with postsynaptic
neurotransmission and that commercial antivenom and rabbit antiserum have low efficacy

in neutralizing the neurotoxicity and lethality of this venom.

Abstract
XX



1- INTRODUCAO

21



1.1- Venenos ofidicos - caracterizacio geral

Os venenos ofidicos sdo constituidos por uma mistura heterogénea de
substancias complexas, como as proteinas ¢ de substancias simples, como o calcio,

0 magnésio € o zinco.

As proteinas constituem 90% a 95% do peso seco do veneno, principalmente as
enzimas e neurotoxinas (NTXs), que em conjunto sdo responsaveis pela atividade toxica

dos venenos.

O célcio atua como cofator de algumas enzimas proteoliticas e fosfolipases A,,
enquanto o magnésio € o zinco s3ao importantes para a acdo das principais

metaloproteinases dos venenos (Tu, 1977, 1982; Jia et al., 1996).

Cinco classes de enzimas podem ser encontradas basicamente nos venenos de
serpentes: as oxidoredutases, as hidrolases, as glicosidases, as proteases e as lipases,
fazendo parte desta ultima classe as fosfolipases e as acetilcolinesterases, sendo as
fosfolipases A, as mais estudadas (Mayer et al., 1960; Mebs, 1970, Iwanaga et al., 1976 ¢
Kini, 1997).

As fosfolipases A, (PLA;) sdo enzimas digestivas produzidas pela glandula de
veneno das serpentes e constituem o componente mais letal do veneno. Além da digestao
de lipidios, elas também produzem agdes farmacoldgicas, tais como: neurotoxicidade,
miotoxicidade, cardiotoxicidade, efeito anticoagulante, além de atividades - hemolitica,

convulsionante, edematogénica e hipotensiva (Kaiser et al., 1990; Kini, 1997).

As neurotoxinas (NTXs) presentes no veneno das serpentes podem interferir na
conducao axdnica do neurénio ou podem agir como inibidoras da transmissao sinaptica na

regido da placa motora da jun¢do neuromuscular.

Na conducgdo axdnica, as NTXs podem bloquear canais, alterando o movimento
de ions, principalmente ions Na™ e ions K. Na transmissdo sindptica, as NTXs podem
também agir, impedindo a liberacdo do neurotransmissor ou ligando-se aos receptores
nicotinicos e, dessa forma, impedindo a agdo da acetilcolina (ACh), sobre os receptores

nicotinicos da placa motora.
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As toxinas que atuam na regido terminal do neurdnio, impedindo a liberagdo da
acetilcolina na fenda sinaptica, sdo chamadas de toxinas pré-sinapticas. Por outro lado, as
toxinas que se ligam aos receptores nicotinicos da regido subsindptica da placa motora,
semelhantemente ao curare, sdo chamadas de toxinas pds-sinapticas. Assim,
as neurotoxinas podem ser divididas em dois grandes grupos: NTXs pré-sinapticas

(B-neurotoxinas) e NTXs pos-sinapticas (a-neurotoxinas) (Tu, 1977; Vital Brazil, 1980).

As NTXs pés-sinapticas sao proteinas basicas (pH acima de 9), de baixa massa
molecular (7 a 8 kDa) e, ainda, desprovidas de atividade enzimdtica, sendo também
denominadas toxinas curaremiméticas (Karlsson, 1979). Ligam-se com grande seletividade
aos receptores nicotinicos da placa terminal, impedindo a sua interagdo com o
neurotransmissor € demais agonistas (Lee, 1970). Os venenos elapidicos contém tanto as 3,

quanto as a-neurotoxinas.

1.2- Serpentes elapidicas

A familia Elapidae encontra-se amplamente distribuida ao redor do mundo,
com aproximadamente 250 espécies (Uetz, 2003), tendo como componentes as najas
asiaticas e africanas e as mambas do Continente Africano. Nas Américas, a familia
Elapidae estd representada pelas chamadas cobras corais, a maioria representada pelo
género Micrurus, e pelos géneros Micruroides e Leptomicrurus (Campbell e Lamar, 1989).
No Brasil, as serpentes corais (género Micrurus) estdo distribuidas por todo o territorio

nacional.

A familia Elapidae ¢ composta por serpentes dotadas de um aparelho
inoculador do tipo proteroglifo. Neste tipo de denti¢do, as presas anteriores estdo
localizadas no maxilar e conectadas com a glandula venenosa, geralmente com canal de

veneno nao completamente fechado (Figura 1).
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Figura 1- Presa de elapideo (Micrurus corallinus) - fotomicrografia eletronica de varredura

(Instituto de Biofisica - UFRIJ).

As peconhas elapidicas caracterizam-se por apresentar elevada toxicidade,
em geral bastante superior a das serpentes da familia Viperidae. Causam paralisia flacida,
podendo levar a 6bito por paralisia respiratéria (Russel, 1983; Bolanos, 1984). Os venenos
de serpentes do género Micrurus exercem pequena atividade proteolitica, ndo provocam
hemorragias, tampouco coagulam o plasma sangiiineo, como muitas das pegonhas

viperidicas (Vital Brazil, 1980).

As paralisias motora e respiratoria sdo decorrentes da agdo inibitéria das
peconhas elapidicas sobre a transmissdo neuromuscular. A alta toxicidade e o efeito
bloqueador neuromuscular dessas peconhas sdo devidos as neurotoxinas que se combinam
com os receptores colinérgicos da placa terminal, semelhantemente ao curare, sem
promover a despolarizacdo da membrana sub-sinaptica da fibra muscular. Quando grande
numero de receptores se acha ocupado pela NTX, a combinagao da acetilcolina (ACh) com
aqueles ainda livres nao ¢ suficiente para provocar uma despolarizacdo localizada
(potencial de placa terminal) de intensidade capaz de deflagrar o potencial de agdo — a

transmissao neuromuscular é entdo inibida.
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A funcao bioldgica das NTXs do veneno de serpentes ¢ a de imobilizar a presa
em potencial ou possiveis predadores. Elas bloqueiam a neurotransmissdo nicotinica no
musculo esquelético, causando a paralisagdo dos mesmos. As NTXs pos-sindpticas estdo

presentes na pegonha de todas as serpentes elapidicas estudadas até o presente.

As a-neurotoxinas sdo constituidas por uma Unica cadeia peptidica interligada
por pontes dissulfidicas, formando dois grupos: o primeiro com 61 ou 62 residuos de 15-16
aminoacidos e 4 pontes dissulfidicas (cobrotoxina de Naja naja atra e toxina de
Naja nigricolis, por exemplo) e o segundo, com 71 a 74 residuos de 17-18 aminoacidos e
5 pontes dissulfidicas (a-bungarotoxina da pegonha de Bungarus multicinctus e toxinas
T; e T4 da peconha de Naja naja naja, por exemplo). Em preparagdes isoladas, a acdo das
do primeiro grupo (cobrotoxina) ¢ reversivel e a acdo das do segundo grupo

(a-bungarotoxina) ¢ irreversivel (Lee et al., 1972).

As drogas anticolinesterasicas, como a neostigmina podem antagonizar o
bloqueio neuromuscular causado pelas NTXs pos-sindpticas reversiveis. A peconha de
Micrurus frontalis encerra NTXs pos-sindpticas reversiveis, cujo bloqueio pode ser

plenamente antagonizado pela neostigmina (Vital Brazil e Vieira, 1996).

1.3- Serpentes do género Micrurus

As serpentes corais sdo os principais representantes da familia Elapidae nas
Américas, sendo Micrurus o género de maior importancia do ponto de vista médico
(Warrel et al., 2004). A cauda curta e rolica d& nome ao género Micrurus (do grego,

pequena cauda).

As serpentes desse género apresentam a cabeca oval recoberta por grandes
placas simétricas e ndo apresentam fossetas loreais, como os viperideos. Os olhos sdo
pequenos e pretos, quase sempre localizados em uma faixa preta da cabega, com pupila
eliptica vertical (Figura 2). O corpo ¢ cilindrico, recoberto de escamas lisas € com anéis de

cores vivas e contrastantes — vermelho, amarelo (ou branco) e preto, dispostos em triades.
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Figura 2- Cabeca da serpente Micrurus altirostris (Melgarejo, Niter6i, RJ).

Os ossos cranianos sdo muito fortes, em virtude do habito de escavagao.
As serpentes corais possuem habitos fossoriais ou semifossoriais, vindo eventualmente a

superficie para alimentar-se ou para acasalar (Melgarejo, 2003).

Embora o envenenamento por serpentes do género Micrurus no Brasil seja
relativamente raro (0,6%), com um coeficiente de letalidade de 0,36% (Ministério da

Saude, 1998) ¢ geralmente considerado grave, em virtude da alta toxicidade dos venenos.

A baixa incidéncia de acidentes humanos por serpentes corais pode ser
explicada pela pequena abertura da boca (em torno de 30°) e pelo pequeno tamanho das
presas inoculadoras (2,5 mm em uma coral de 90 cm). A injecdo superficial do veneno
pode ser compensada pelo habito de morder sem soltar, o que aumenta a probabilidade e o
tempo de inoculacao do veneno. As manifestagdes clinicas locais costumam ser discretas

(Jorge da Silva Jr. e Bucaretchi, 2003).

Embora sejam animais de héabitos noturnos e relativamente doceis, a quase
totalidade dos acidentes é provocada pela manipulagdo das serpentes sem as devidas
precaucdes e técnica, por individuos que as tomam pelas falsas corais (serpentes
ndo-peconhentas) de natureza ndo agressiva e inofensiva, aliada a sua coloragdo atrativa
(anéis alternados em vermelho, amarelo ou branco e preto) podem induzir ao seu manuseio

inadequado (Campbell ¢ Lamar, 2004).
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Os venenos das serpentes do género Micrurus induzem predominantemente
efeitos neurologicos, mediados por neurotoxinas pré e pos-sindpticas. O sintoma mais
caracteristico ¢ a paralisia de musculos, como os intercostais e o diafragma, que resulta em
insuficiéncia respiratoria. O progressivo bloqueio neuromuscular, provocado pelo veneno,

provoca dor e parestesia. A auséncia de tratamento clinico adequado pode levar a morte.

O inicio das manifestagdes de paralisagdo ¢ muito variavel, podendo surgir de
minutos a horas apds o acidente. Apds a mordida, a paralisia tende a progredir e a se
agravar na auséncia do tratamento adequado. Os musculos extrinsecos dos olhos e os das
palpebras parecem ser os mais sensiveis a agdo do veneno, enquanto o diafragma exibe uma

maior resisténcia a acdo dos venenos elapidicos.

Manifestagdes clinicas sdo relatadas, desde ptose palpebral, oftalmoplegia,
dificuldades de acomoda¢do visual, de degluticdo e de se manter em posi¢do ereta,

até dispnéia, evoluindo por paralisia diafragmatica (Fan e Franga, 1992).

A gravidade dos acidentes provocados por serpentes desse género, no entanto,
varia dependendo do tamanho do animal, da quantidade do veneno injetado e da idade da

vitima (Amuy et al., 1997).

Além dos sintomas neurologicos relevantes, foi demonstrado que os venenos de
serpentes do género Micrurus induzem miotoxicidade em ratos (Gutiérrez et al., 1980) e em

camundongos (Gutiérrez et al., 1992; Goularte et al., 1995).

Estudos, utilizando nervo frénico-diafragma isolado de camundongo,
demonstraram a indugdo de modificagdes eletrofisiologicas e ultraestruturais, que sugerem
a presenca de fosfolipases A, de agdo pré-sinaptica e de componentes com agao

pos-sinapticas (Cruz-Hoffling et al., 1983/1984; Goularte et al., 1996).

Apesar do grande nimero de representantes do género Micrurus, de sua ampla
distribuicdo geografica no Continente Americano e da gravidade dos acidentes provocados
pelas serpentes corais, poucas espécies t€ém sido investigadas quanto ao modo de agdo de

seus venenos (Bolafios e Cerdas, 1980).
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Estudos farmacologicos e bioquimicos sdo escassos, em razao da dificuldade de
coleta das serpentes, de sua manutencdo em cativeiro e da pequena quantidade de veneno

obtida por extracao.

Ensaios cromatograficos, mionecroticos € imunoquimicos, entre outros,
tém sido realizados na tentativa de esclarecer algumas das agdes dos venenos de serpentes
do género Micrurus, bem como determinar possiveis variabilidades intra e interespecificas
(Aird e da Silva, 1991; Jorge da Silva et al., 1991; Alape-Giron et al., 1994; Jorge da Silva
et al., 2003).

1.4- A serpente Micrurus altirostris

A serpente Micrurus altirostris (Figura 3), popularmente conhecida como cobra
coral uruguaiana, ¢ a responsavel pela grande incidéncia dos acidentes elapidicos no

Rio Grande do Sul.

A revisao taxondmica do complexo Micrurus frontalis, elevou Micrurus
altirostris ao status de espécie plena (antiga subespécie Micrurus frontalis altirostris).
Essa espécie distribui-se pelo Sul do Brasil, desde o Estado do Parana até ao Rio Grande do
Sul, estendendo-se ao Uruguai e algumas provincias do Norte da Argentina (Jorge da Silva

e Sites, 1999).
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Figura 3- Micrurus altirostris (www.serpentes.ch/bilder/otherpict).

Estudos experimentais com o veneno de Micrurus altirostris sugerem que ele
também apresenta atividade miotdxica, além de atividades edematogénica, hemolitica e
letal, evidenciando sua alta toxicidade. E, ainda, que o antiveneno comercial produzido pelo
Instituto Butantan - Sdo Paulo, SP, Brasil, ndo pode neutralizar a atividade letal (Moraes

etal., 2003).

A literatura apresenta poucos estudos sobre a atividade ou o fracionamento do
veneno de Micrurus altirostris. Tampouco hé relatos sobre sua acdo na transmissao

neuromuscular.

A acdo de varios tipos de neurotoxinas ¢ muito especifica e, por essa razio,
algumas toxinas purificadas sdo muito uteis para estudos quimicos e fisiologicos dos

receptores, na jungao neuromuscular (Chang, 1979).

O estudo do mecanismo de acdao dos venenos torna-se cada vez mais
importante, uma vez que muitas neurotoxinas isoladas de venenos de serpentes possuem

atividades altamente especificas. Fragdes neurotdxicas e hemorragicas ja foram isoladas do
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veneno de Micrurus dumerilii carinicauda, Micrurus frontalis € Micrurus surinamensis
(Francis et al., 1997; Aird et al., 2003; Dal Belo et al., 2005). O isolamento de novas
neurotoxinas, bem como a elucida¢do de seu mecanismo de acdo podem trazer grande

contribui¢do sob o ponto de vista farmacoldgico.

Tem-se demonstrado, pelo método de cromatografia de fase reversa de alta
definicdo (HPLC), que muitos venenos de serpente do género Micrurus contém proteinas
com mobilidade similar a o-cobrotoxina, enquanto poucos tém constituintes com
mobilidade similar a erabutoxina B e a o-bungarotoxina. Micrurus frontalis altirostris
(agora Micrurus altirostris), Micrurus spixii spixii € Micrurus surinamensis Surinamensis
contém proteinas similares a todas as trés toxinas pds-sinapticas referidas anteriormente

(Jorge da Silva et al., 1991).

1.5- Neutralizacio do veneno de Micrurus altirostris

O tratamento especifico preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil (1998)
¢ a soroterapia que, no caso de acidente causado por veneno de serpentes do género
Micrurus, requer a administragdo do antiveneno antielapidico, por via endovenosa, o mais

precocemente possivel.

A utilizagdo de antivenenos tem sido o modo mais eficaz no tratamento de
envenenamentos por serpentes corais. O antiveneno antielapidico comercial produzido pelo
Instituto Butantan — S3o Paulo (SP) ¢ elaborado em cavalos com os venenos de
Micrurus corallinus e Micrurus frontalis, porém ¢ utilizado para o tratamento de picadas de

serpentes do género Micrurus spp. em geral, no Brasil.

A maioria dos antivenenos comerciais existentes ¢ de origem eqiiina e a
imunizacdo ¢ realizada com venenos de um niimero limitado de espécies do mesmo género
ou de género diferente para aumentar o espectro de neutralizacdo do antiveneno (Russell,

1988).

A neutralizacdo de venenos de espécies diferentes daquelas utilizadas na
producdo do antiveneno pode ocorrer em razdo da reatividade antigénica cruzada. Alguns
venenos podem estar relacionados farmacologica e/ou estruturalmente e por essa razio

podem ser neutralizados por antiveneno heterélogo (Ménez, 1985).
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O antiveneno elapidico produzido no Brasil ¢ apresentado sob a forma de
ampolas, contendo 10 mL de solugdo injetavel de um concentrado de imunoglobulinas
especificas purificadas do tipo F(ab’),. De acordo com os produtores, cada 10 mL de

antiveneno ¢ capaz de neutralizar 15 mg do veneno.

O uso do antiveneno elapidico esta indicado a todos os pacientes picados por
corais verdadeiras com manifestagdes clinicas de envenenamento, independentemente da
intensidade. A dose recomendada, empiricamente, ¢ de 10 ampolas, por via IV, gota a gota,
diluido ou nado, e, infusdo lenta, em 20 a 60 minutos, sob rigorosa supervisao médica e de

enfermagem, além de manter o paciente ventilado (Jorge da Silva Jr. e Bucaretchi, 2003).

O uso generalizado desse antiveneno comercial baseia-se em estudos que t€ém
demonstrado consideravel reatividade imunoldgica cruzada entre os venenos de serpentes
corais sul-americanas. No entanto, ha sugestdes na literatura, de que a capacidade de
neutralizagdo deste antiveneno pode ser aprimorada pela inclusdo de um largo espectro de
espécies de Micrurus no pool de venenos usados no protocolo de imunizagdo (Higashi,

1995).

O antiveneno produzido em cavalos contra o veneno de Micrurus nigrocinctus,
uma serpente coral encontrada na América Central, apresenta reatividade cruzada com
a-neurotoxinas e fosfolipases neurotoxicas de outros venenos elapidicos (Gutiérrez, et al.,

1990).

Pesquisas sobre a neutralizacdo dos venenos ofidicos adquiriram alto grau de
importancia, tanto no que se refere a avaliacdo da eficacia de antivenenos em estudos
clinicos (Dos-Santos et al., 1992; Jorge et al., 1995), como em estudos experimentais

(Goularte et al., 1995; Oshima-Franco et al., 1999; 2000 e 2001).

A serpente elapidica Micrurus altirostris € a responsavel pela maioria das
picadas de serpentes corais no Rio Grande do Sul e sua composicdo difere de outros
venenos de Micrurus. Embora o antiveneno antielapidico produzido pelo Instituto Butantan
apresente reatividade cruzada com os componentes do veneno de Micrurus altirostris,
esse antiveneno foi ineficaz em neutralizar sua letalidade em camundongos (Moraes et al.,

2003).
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Em razao da escassez de informag¢ao encontrada na literatura sobre o veneno de
Micrurus altirostris, foi estudada neste trabalho a neurotoxicidade do veneno, visando
contribuir para a terapéutica dos acidentes humanos causados por esta serpente, bem como
contribuir para a compreensdo de fendmenos fisiopatolégicos que ocorrem nos

envenenamentos por serpentes.

Efetuou-se também o fracionamento do veneno, com vistas a identificacao da
fragdo neurotoxica e verificou-se a capacidade de neutralizacdo do antiveneno comercial de
origem eqiiina e do anti-soro produzido em coelhos, no intuito de investigar a possibilidade
de incluir o veneno de Micrurus altirostris no pool de venenos utilizados para a producao

do antiveneno comercial.
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2.1- Objetivo geral

Estudar a acdo do veneno bruto de Micrurus altirostris sobre a juncdo
neuromuscular, bem como a capacidade de neutralizacio do antiveneno comercial e

também do anti-soro especifico, produzido em coelhos.

2.2- Objetivos especificos

Estudar a acdo do veneno bruto de Micrurus altirostris na transmissao
neuromuscular em preparacdes isoladas de ave (biventer cervicis de pintainho) e de

mamifero (nervo frénico-musculo diafragma de camundongo).

Avaliar a capacidade de neutralizacdo do veneno, pelo antiveneno comercial
produzido pelo Instituto Butantan, S3o Paulo (SP), em preparagdes isoladas e também

“In vivo”.

Produzir, utilizando coelhos, um anti-soro especifico e testar tanto “in vitro”,

quanto “in vivo”.

Estabelecer a dose-letal 50% (DLsp) em pintainhos, compara-la com a DLsy de
camundongos e utiliza-la no estudo da neutraliza¢do do veneno pelo antiveneno comercial e

pelo anti-soro especifico produzido em coelhos.

Efetuar o fracionamento do veneno e a identificacdo da fracao neurotdxica.
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3.1- Reagentes

A acetilcolina foi adquirida de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA),
a neostigmina do Laboratério Roche (Sao Paulo, SP, Brasil) e o halotano comprado de
Cristdlia (Itapira, SP, Brasil). Os sais para as solugdes fisiologicas foram obtidos de

fornecedores locais.

3.2- Veneno e antiveneno comercial

O veneno de Micrurus altirostris foi obtido de espécies adultas de ambos os
sexos, por extragdo manual, coletadas no Sul do Brasil (Estado do Rio Grande do Sul) e
cedido pelo Instituto Butantan (Sao Paulo, SP, Brasil) ou adquirido do Museu de Ciéncias
Naturais da Fundacdo Zoobotanica (Porto Alegre, RS, Brasil). O veneno dessecado foi

armazenado a -20°C até sua utilizacdo.

O antiveneno comercial (lotes 0302184 e 0307112) também foi obtido no
Instituto Butantan e produzido com a imunizacao de cavalos. A producdo do antiveneno foi

efetuada utilizando um pool de venenos de Micrurus frontalis € Micrurus corallinus.

3.3- Anti-soro especifico

O anti-soro especifico para o veneno de M. altirostris foi produzido em coelhos
apos sucessivas inoculagdes quinzenais subcutaneas com 250 pg de veneno/kg, por um
periodo de trés meses. As injecdes incluiram o adjuvante completo de Freund (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) e solu¢do salina. Imediatamente antes de cada inje¢do do
veneno, uma amostra de sangue foi coletada da veia marginal da orelha e deixada a
temperatura ambiente para coagular. A seguir, o sangue foi separado por centrifugacdo e
usado para monitorar a formagdo de anticorpos por gel de imunodifusdo (Ouchterlony,
1949). Apés a formagdo de anticorpos, os coelhos foram anestesiados com halotano,
o sangue foi coletado e os coelhos foram sacrificados. O soro foi obtido e armazenado

como descrito anteriormente.
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3.4- Animais

Foram utilizados pintainhos da linhagem HY-LINE W 36 com peso
aproximado de 40g e idade de 4 a 8 dias, fornecidos pela Globo Aves Agricola Ltda
(Campinas, SP), camundongos machos SWISS com peso entre 20 e 35g e idade de
8 semanas, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica (CEMIB) da
UNICAMP e coelhos machos adquiridos da Granja de Coelhos Grota Azul
(Silvio Bertinatto Cunha ME, Mogi Mirim, SP, Brasil).

Todos os animais foram mantidos em gaiolas, com cama de maravalha,
em ambiente com temperatura controlada e ciclos de claro e escuro de aproximadamente

12h, com fornecimento de dgua clorada e racao industrial ad libitum.

Os protocolos experimentais descritos aqui foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA/IB/UNICAMP, protocolo n° 809-2) e foram
efetuados de acordo com as normas do Colégio Brasileiro para Experimentacio Animal

(COBEA).

3.5- Ensaios biolégicos
3.5.1- Preparacao isolada misculo biventer cervicis de pintainho

Os animais foram sacrificados sob anestesia, utilizando-se halotano.
A preparacdo foi isolada e montada de acordo com o método descrito por Ginsborg e
Warriner (1960). Os musculos foram montados em uma cuba com capacidade para 5 ml,
contendo solucdo de Krebs, com a seguinte composicdo em mM: NaCl 118,6; KCl 4,69;
CaCl, 1,88; KH,PO, 1,17; MgSO4 1,17; NaHCOs3 25,0 e Cs Hi» Og 11,65, em égua
millique. A solu¢do foi submetida a aeragc@o constante com carbogénio (mistura 95% de O,

e 5% de CO,) e os ensaios foram realizados as temperaturas de 22°C e 37°C.

Os misculos foram submetidos a uma tensdo de 1,0 g/cm e estimulados por
meio de eletrodos bipolares posicionados na regido entre o tendao e o miusculo, com o
objetivo de estabelecer uma estimulacao de campo. Estimulos supramaximais (de 0,1 Hz de
freqiiéncia e 0,2 ms de duragdo), provenientes de estimulador GRASS S48 foram aplicados

ao musculo.
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As contracdes musculares e as contraturas em resposta a adicao de cloreto de
potassio (KCl 20 mM), de acetilcolina (ACh 110 uM) e de carbacol (CCh 8 uM) foram
registradas em fisiografo GOULD RS 3400, por meio de um transdutor isométrico LOAD
CELL BG-10 GM, durante 120 minutos ou até a ocorréncia de bloqueio total da resposta
contratil. O registro das contraturas para KCl e ACh foi realizado com auséncia de
estimulacdo elétrica, ao inicio (antes da adicio do veneno) e ao final do ensaio
(ap6s 120 min de incubagdo com o veneno ou apds o bloqueio total da resposta contratil).
Em alguns dos experimentos, doses cumulativas de ACh foram utilizadas. Trés a
cinco banhos foram efetuados sempre apds a adi¢do de KClI e de cada dose de ACh ou CCh

a cuba.

Ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos, foram adicionadas a cuba
concentracoes individuais de 0,1; 0,5; 1; 5; e 10 pg/mL do veneno bruto, para determinagao

dos efeitos sobre a contragao muscular.

3.5.2- Preparagdo isolada nervo frénico-diafragma de camundongo

Os animais foram anestesiados com halotano e sacrificados posteriormente,
por sec¢do e exsangiiinagdo dos vasos cervicais. A retirada do nervo frénico-musculo

diafragma foi feita pelo método Biilbring (1946), modificado para camundongos.

Apo6s a retirada do diafragma juntamente com o nervo frénico correspondente,
o mesmo foi fixado, através dos musculos das costelas, em uma cuba com capacidade para
5 mL, contendo solu¢do nutritiva Tyrode, com a seguinte composicao em mM: NaCl 137;
KCl1 2,7; CaCl, 1,8; MgCl, 0,49; NaH,PO4 0,42; NaHCOs3 11,9; e C¢H 1206 11,1, em 4gua

millique.

A solucdo foi submetida a aeragdo constante com carbogénio (mistura 95% de

0, e 5% de CO,), e os ensaios foram realizados as temperaturas de 22 °C e 37°C.

O musculo foi submetido a uma tensdo constante de 5 g/cm. A preparagdo foi
exposta a estimulacdo elétrica indireta (estimulador GRASS S48), com pulsos
supramaximais de 0,2 ms de duracdo e 0,1 Hz de freqiiéncia. Alguns experimentos foram

realizados, utilizando preparacdes curarizadas, sob estimulacao elétrica direta.
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Ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos, foram adicionadas a cuba
concentracoes individuais de 0,1; 0,5; 1; 5; e 10 pg/mL do veneno bruto, para determinagao

dos efeitos sobre a contragao muscular.

As contragdes musculares foram registradas em fisiografo GOULD RS 3400,
por meio de um transdutor isométrico LOAD CELL BG-10 GM, durante 120 minutos ou

até ao bloqueio total da resposta contratil.

e Substituicio do Ca** pelo Sr**

Alguns dos experimentos (concentracdo do veneno 1 pg/ml) foram realizados,
submetendo a preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo a estimulagdo elétrica
indireta, a 37°C, em meio nutritivo Tyrode (descrito em 3.5.2) e substituindo o Ca*

(1,8 mM) pelo Sr** (4 mM) na solugo.

3.5.3- Dose letal média (DLs) do veneno de M. altirostris em pintainhos

A letalidade do veneno de M. altirostris foi determinada em pintainhos
HY-LINE W36. Foram utilizados grupos com seis pintainhos cada. Diferentes
concentracdes do veneno (34, 40, 48, 58 e 70 ug/kg) foram injetadas no musculo peitoral
com 50 puL de 0,85% NaCl. A dose que matou 50% dos pintainhos em 72 h foi determinada
por analise “probit” (Finney, 1971). A DLsy do veneno de M. altirostris em camundongos
(0,255 mg/kg, i.p.) foi determinada por Moraes et al., (2003) e este valor foi utilizado nos

experimentos de imunizacao, descritos a seguir.

3.5.4- Neutraliza¢do do veneno
® invivo

A poténcia do antiveneno elaborado em cavalos (antiveneno comercial) e do
anti-soro produzido em coelhos foi baseada em sua habilidade para neutralizar a letalidade
do veneno (Gutiérrez et al., 1990). A neutralizacdo in vivo foi testada em camundongos

machos SWISS, DLsj 0,255 mg/kg, (Moraes et al., 2003) e pintainhos machos HY-LINE
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W36 (DLsp 0,042 mg/kg), injetados i.p. and i.m., respectivamente, com 5 DLsy do veneno
pré-incubado com vdrias concentragdes do antiveneno ou do anti-soro
(n=6 animais/grupo). As razdes veneno:antiveneno ou anti-soro usadas em todos os ensaios
foram 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10 e 1:20 (p/v), e inicialmente baseadas, assumindo-se que 1 mL do
antiveneno neutraliza 1,5 mg do veneno de Micrurus spp., como descrito na embalagem do
antiveneno comercial. A letalidade foi determinada pelo nimero de animais mortos até

72h da inje¢do do veneno, pré-incubado com o antiveneno ou com o anti-Soro.

e in vitro

A neutralizacdo in vitro foi testada em preparacdes isoladas nervo
frénico-diafragma de camundongo e biventer cervicis de pintainho com o veneno (1pg/mL)
pré-incubado por 30 minutos com vdrias concentragdes do antiveneno ou do anti-soro
(n=6). A razdo veneno:antiveneno ou anti-soro usada em todos os ensaios foram 1:1, 1:2,5,
1:5, 1:10 e 1:20 e inicialmente baseadas, assumindo-se que 1 mL do antiveneno neutraliza

1,5 mg do veneno de Micrurus spp., como descrito na embalagem do antiveneno comercial.

3.6- Ensaios bioquimicos
3.6.1- Determinacao da atividade fosfolipasica

A determinacdo da atividade fosfolipdsica foi realizada segundo o método
descrito por Cho e Kédzy (1991) e Holzer e Mackessy (1996). O substrato foi dcido
4-nitro-3 (octanoiloxi) benzodico. Foram utilizadas amostras do veneno total de
Micrurus altirostris com uma concentracdo de 1 pg/mL. As amostras foram incubadas
junto com o substrato, tampao de reagao (Tris-HCI 0,1 M, Ca** 0,1 M, pH 8). Uma amostra
do veneno total de Crotalus durrissus terrificus foi também utilizada como controle
positivo. A reagcdo enzimdtica foi lida a 425 nm a temperatura de 37° C, de dois em
dois minutos, durante 30 minutos, em um leitor de placas de 96 pocos (Spectramax 340,

Molecular Devices Sunnyvale, CA, USA) com amostras em triplicata.
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3.6.2- Cromatografia em HPLC de coluna fase reversa Source 15 RPC

Foi utilizada uma coluna do tipo Source 15 RPC (0,5 x 5 cm, GE/Amersham
Pharmacia Biotech). O veneno de Micrurus altirostris (10 pg/mL) foi aplicado a coluna
pré-equilibrada com &cido trifluoracético (ATF, 0,1%). O material foi eluido com um
gradiente nao-linear (0-100%) de acetonitrila (ACT) 90% em ATF 0,1%. Em todos os
ensaios, o perfil de eluicdo foi monitorado a 214 e 280 nm. As frag¢des resultantes foram

liofilizadas e testadas em sua atividade bioldgica.

3.6.3- Cromatografia em HPLC de coluna fase reversa de alta eficiéncia

Para verificar a pureza dos picos de interesse, eluidos na cromatografia do
veneno total em coluna do tipo Sephasil Peptide C8 5 um St 4.6/250, bem como o grau de
hidrofobicidade destas proteinas, utilizou-se o equipamento Akta Purifier (GE/Amersham
Pharmacia Biotech). Para esta cromatografia (etapa 2), foi aplicada a fragdo com maior
atividade na junc@o neuromuscular, resultante da etapa 1 acima, na coluna pré-equilibrada
com ATF 0,1%. Utilizou-se um gradiente nao-linear de 0 a 100% de solu¢do de acetonitrila
90% em 0,1% de ATF. As amostras monitoradas a 214 e 280 nm e em seguida liofilizadas
e testadas em sua atividade bioldgica. Uma nova cromatografia (etapa 3) da fracdo mais

ativa, obtida na etapa 2, foi efetuada, seguindo-se o mesmo procedimento da etapa 2.

3.6.4- Concentracao protéica

As concentragdes protéicas, tanto das solucdes de veneno total quanto das
fracdes cromatogréficas foram determinadas, baseando-se na absorbancia a 280 nm em
espectrofotometro Uvikon 810 (Kotron Instruments). Neste caso, uma absorbancia de
Assonm de 1,0 (em cubeta de 1 cm) corresponde a concentracido de 1,0 mg/mL. A dosagem
de proteinas também foi feita utilizando-se o método descrito por Lowry et al. (1951).
A amostra com solucdo de proteina foi diluida oito vezes em volume final de 200 pL e

incubada a temperatura ambiente por 10 minutos com 1 mL de reagente cuproalcalino,
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constituido de solucdo A (carbonato de sédio 2% em NaOH 0,1 N, p/v), solu¢do Bl
(sulfato de cobre 1% em H20, p/v) e da solugdao B2 (tartarato de sodio e potassio 2% em
H,0, p/v) na proporcao de 100:1:1 v/v, respectivamente. Em seguida foram adicionados
50 uL de reagente de Folin (Merck), deixando-se por 30 minutos em temperatura ambiente
na auséncia de luz. Posteriormente, foi lida absorbancia a 660 nm. A concentracdo de

proteina foi determinada usando curva padrio de soro albumina bovina, com concentragdes

de 0 a 400 pg/mL.

3.7- Analise estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos + erro padrao.
A significancia foi examinada através do teste ANOVA/MANOVA para medidas repetidas

e considerada como sendo p < 0,05.
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4.1- Atividade neuromuscular do veneno de Micrurus altirostris

O veneno de Micrurus altirostris produziu bloqueio neuromuscular irreversivel,
tanto em preparacdes isoladas de ave, musculo biventer cervicis de pintainho (Figura 4A),
quanto em preparagdes isoladas de mamifero, nervo frénico-diafragma de camundongo
(Figura 4B), sob estimulagdo elétrica indireta, em todas as concentragdes testadas em ave e

na maioria das concentragdes testadas em mamifero, a 37°C.

A potente acdo bloqueadora do veneno foi completa e irreversivel a partir de
baixas concentracoes (0,1 pg/mL em pintainhos e 1,0 pg/mL em camundongos).
Os registros miograficos demonstraram o bloqueio tempo e concentracdo-dependente em
ambas as preparacdes (Figuras 5 e 6). Todas as respostas foram significativamente
diferentes, comparadas ao controle (p<0,05), no entanto, com relacdo as maiores
concentracdes ensaiadas, comparadas entre si (5 e 10 pg/mL), ndo foram observadas

diferencas significativas (p<0,05).
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Figura 4- Representacdo grafica do efeito bloqueador neuromuscular, induzido pelo
veneno de Micrurus altirostris em preparagcdes isoladas biventer cervicis de
pintainho (A) e nervo frénico-diafragma de camundongo (B), sob estimulagao
elétrica indireta, a 37°C. Note o bloqueio tempo e concentracao-dependente,
produzido pelo veneno, comparado aos controles Krebs (A) e Tyrode (B).

Os pontos representam a média = E.P.M. de 3 a 6 experimentos (p<0,05).
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Figura 5- Registro miogrifico da resposta contritil em preparacdes biventer cervicis de
pintainho sob estimulacdo indireta, a 37°C, mostrando a agdo tempo e
concentragdo-dependente, do veneno de Micrurus altirostris; a auséncia de
resposta a acdo da ACh exdgena e a manutengdo da resposta ao KCI.
Em (A), concentracdo de 0,1 pg/mL. Em (B), 0,5 pg/mL. Em (C), 1,0 pg/mL.
Em (D), 5,0 pg/mL. Em (E), 10,0 pg/mL; neste ensaio foram utilizadas doses
cumulativas de ACh (5, 10, 20, 40 e 80 pg/mL). As respostas a ACh
(O, 110 uM) e ao KCI (A, 20 mM) foram obtidas antes e apds a adi¢do do
veneno. Os registros mostrados aqui sdo representativos de 6 experimentos.

V - veneno. Barra vertical = 1g de tensao.
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Figura 6- Registro miogrifico da resposta contrdtii em preparacdes nervo frénico-
diafragma de camundongo, sob estimulacdo indireta, a 37°C, mostrando a acdo
do veneno de Micrurus altirostris, tempo e concentragdo-dependente. Em (A),
0,5 pg/mL. Em (B), 1,0 pg/mL; note que ndo hid reversio do bloqueio
neuromuscular, mesmo apds sucessivas lavagens. Em (C), 5,0 ug/mL; notar a
auséncia de reversdao do bloqueio, apds a adi¢do da neostigmina (2,5 pg/mL).
Em (D), 10,0 pg/mL. Os registros miogrificos sdo representativos de
3-6 experimentos. V - veneno. L - lavagem. NEO - neostigmina. Barra

vertical = 5g de tensao.

Comparadas ambas as preparacgdes isoladas, de ave e de mamifero, a preparacao
biventer cervicis de pintainho mostrou-se mais sensivel a acdo do veneno do que a
preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo. O tempo para que ocorresse 50% de
bloqueio da resposta contrétil, com a concentracdo de 1 pg de veneno/mL, foi de 162 min

(n=6) em pintainhos e 44+6 min (n=6) em camundongos, p < 0.05 (Figura 7).
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Por outro lado, ndo houve diferenca significativa da sensibilidade, entre as

preparacgdes testadas, quando utilizadas as maiores concentracoes (5 e 10 pg/mL, Figura 7).
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Figura 7- Comparacdo gréfica da sensibilidade das preparacdes isoladas biventer cervicis
de pintainho e nervo frénico-diafragma de camundongo (37°C), por acdo do
veneno de Micrurus altirostris. A preparacao de pintainho foi significativamente
mais sensivel ao efeito bloqueador, do que a preparacio de camundongo
(at¢ 1 pg/mL, p<0,05). Os pontos representam a média + E.P.M. de

3-6 experimentos.

Nos ensaios, utilizando preparacdes isoladas biventer cervicis de pintainho,
o veneno de Micrurus altirostris bloqueou completamente as contraturas provocadas pela
adicdo da acetilcolina (ACh) exd6gena (mesmo em doses cumulativas: 5, 10, 20, 40 e
80 pg/mL) ou do carbacol (CCh) em todas a concentragdes de veneno testadas,
sem contudo afetar as contraturas provocadas pela adicao do KCl ao banho (Figuras 5, 8 e

Tabela 1).

Resultados

47



A ogo o OO o o0 A
v

0 10 (min)

Figura 8- Registro miografico da resposta contratil em preparacdo isolada biventer cervicis
de pintainho sob estimulacdo indireta, a 37°C, mostrando a a¢cdo bloqueadora do
veneno de Micrurus altirostris (10ug/mL), a auséncia de respostas a acdo da
ACh exdgena e do CCh e a manutencao da resposta ao KCI. As respostas a ACh
(O - 110 uM), ao CCh (O - 8 uM) e ao KCI (A - 20 mM) foram obtidas antes e
ap6s a adicdo do veneno. Os registros mostrados aqui sdo representativos de

6 experimentos. V — veneno. Barra vertical = 1g de tensao.

Tabela 1- Respostas por acdo da ACh exdgena (110 uM), do CCh (8 pM) e do KCI
(20 mM), porcentagem de contratura, em musculo biventer cervicis de
pintainho, ap6s 120 minutos de incubag¢do com o veneno de Micrurus altirostris
(0,1 pg/mL). Os resultados (média = E.P.M., n=6) foram expressos como uma

porcentagem do valor antes da adi¢do do veneno.

Agonistas Antes da adicao do veneno (%) Apos a adiciao do veneno (%)
ACh 100 0
CCh 100 0
KCl 100 94 +10
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Nos experimentos realizados para a determinagdo da cinética do veneno de
Micrurus altirostris (0,1 pg/mL) em preparagdes biventer cervicis de pintainho, o bloqueio
das contraturas, provocadas pela acetilcolina exdgena, mostrou-se tempo-dependente,
ocorrendo de maneira rapida e completa em 15 minutos ap0s a adi¢dao do veneno. (Figura 9

e Figura 5A).
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Figura 9- Cinética da ac@o do veneno de Micrurus altirostris (0,1 pg/mL) em preparacdes
isoladas biventer cervicis de pintainho, sobre as contraturas provocadas pela
adicao da ACh. A extensdo do bloqueio dos receptores nicotinicos foi avaliada
pela quantificacdo das contraturas de uma concentragdo fixa de ACh (110 puM)
até a ocorréncia do bloqueio total, observada em 15 minutos (*). Os resultados

foram expressos como uma porcentagem do controle, anterior a adi¢do do

veneno como (100%). As colunas representam a média + E.P.M. de

3-6 experimentos.
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A d-tubocurarina bloqueia a resposta contritil em preparacdes isoladas de
mamifero, nervo frénico-diafragma de camundongo. Esse bloqueio, no entanto, pode ser
revertido por acdao da neostigmina (Figura 10). O bloqueio neuromuscular, causado pelo
veneno de Micrurus altirostris, nao pdde ser revertido, apds sucessivas lavagens
(Figura 6B), tampouco pela adi¢ao da neostigmina (2,5 pg/mL) ao banho de incubagdo, em
preparacOes isoladas de mamifero (Figura 6C). Resultado semelhante foi observado em

preparacdes de ave, biventer cervicis de pintainho.

0 10 20 30 min

Figura 10- Registro miografico da resposta contrdtil em preparacdo isolada nervo
frénico-diafragma de camundongo, sob estimuacdo indireta (37°C) e
curarizada. Note a reversdo do bloqueio, apdés a adicdo de neostigmina
(2,5 pg/mL). dTc — d-tubocurarina. NEO — neostigmina. Barra vertical = 5g de

tensao.

Em preparagdes isoladas nervo frénico-diafragma de camundongo, submetidas,
simultaneamente, a estimulo elétrico indireto e direto e em seguida incubadas com dTc
(1ug/mL), observa-se o bloqueio completo da resposta contrétil aos estimulos indiretos.
No entanto, obtém-se a reversdo total das respostas musculares, apds a lavagem da

preparacdo (Figura 11).
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Em preparacdio curarizada nervo frénico-diafragma de camundongo,
sob estimulacao direta (37°C) e incubada com o veneno de Micrurus altirostris (10 pg/mL),
nao se observa qualquer alteracao visivel no registro miografico das contracdes musculares

(Figura 12A).

A substitui¢do do fon Ca** (1.8 mM) pelo fon Sr** (4 mM) na solucdo nutritiva
de Tyrode (Figura 12B), ndo determinou qualquer alteracdo na atividade bloqueadora
neuromuscular do veneno (10 pg/mL). Além disso, quando as preparagdes nervo
frénico-diafragma de camundongo e biventer cervicis de pintainho (Figura 13) foram
incubadas a temperatura de 22°C, ao invés de 37°C, observou-se a manutengdo do efeito

bloqueador neuromuscular do veneno.

I+D dTc L

0 10 min

Figura 11- Registro miogréfico da resposta contritil em preparacdo isolada nervo frénico-
diafragma de camundongo, submetida simultaneamente a estimulos indiretos e
diretos (37°C) e curarizada. Note a reversdo do bloqueio, obtida apds a
lavagem da preparacdo. I - estimulos indiretos. D — estimulos diretos. dTc — d-

tubocurarina. L — lavagem. Barra vertical = 5g de tensao.
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Figura 12- (A) Registro miografico da preparacdo nervo frénico-diafragma de
camundongo, curarizada sob estimulacdo elétrica direta, mostrando que o

veneno de Micrurus altirostris (10 pg/mL) ndo interfere na resposta

contratil. Em (B) registro representativo da resposta contrétil e bloqueio
neuromuscular ndo-dependente de {ons Ca®™, em preparacdo isolada
nervo-frénico diafragma de camundongo, incubada com o veneno de

Micrurus altirostris (10 pg/mL) a 37°C. Neste experimento, o ion Ca®*

(1.8 mM) na solugdo de Tyrode foi substituido pelo ion Sr** (4 mM),

20 minutos antes da adicdo do veneno. Notar a persisténcia do bloqueio
neuromuscular. D- estimulagdo direta, indicando a integridade da membrana

do musculo; I- estimulacido indireta; dTc - d-tubocurarina, V - veneno,

W - lavagens. Barra vertical = 5 g de tensdo.
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Figura 13- Representagdo grifica do efeito bloqueador neuromuscular, induzido pelo
veneno de Micrurus altirostris (1pg/mL) em preparagdes isoladas biventer
cervicis de pintainho, sob estimulacdo indireta, a 22°C. Note o bloqueio
neuromuscular nao-dependente da temperatura, produzido pelo veneno,
comparado ao controle Krebs. Os pontos representam a média + E.P.M. de

3 experimentos (p<0,05).

4.2- Neutralizacao da neurotoxicidade pelo antiveneno comercial

Quando o antiveneno foi pré-incubado com o veneno (1 pg/mL; 30 minutos;
37°C), na propor¢do indicada pelo fabricante (1 mL do antiveneno neutraliza 1,5 mg do
veneno de Micrurus spp.), observou-se um bloqueio semelhante ao causado por acdo do

veneno, sem incubacio prévia, mostrado na Figura 14A.

O antiveneno comercial foi incapaz de prevenir o bloqueio neuromuscular
induzido pelo veneno em ambas as preparacdes e, igualmente, de impedir a inibicdo da

contratura causada pela ACh nas preparagdes biventer cervicis de pintainho.
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Aumentando-se em dez vezes a proporcdo do antiveneno, foi possivel
neutralizar o efeito bloqueador neuromuscular, caracteristico deste veneno. No entanto,
esta propor¢ao (10:1) foi ainda insuficiente para inibir a agdo do veneno sobre a contratura

pela ACh (Figura 14B).

Um aumento de vinte vezes na propor¢do do antiveneno (20:1), no entanto,
determinou 109+2% e 88+3% de protegdo contra o bloqueio neuromuscular em
preparagdes de mamifero e de ave, respectivamente (Figura 15) e, também, impediu a acdo
do veneno sobre a resposta contraturante da ACh (Fig. 14C e Tabela 2), independentemente
da pré-incubagdo da mistura do veneno:antiveneno 30 minutos antes do teste, ou da adi¢ao

simultinea do veneno:antiveneno ao banho.
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Figura 14- Registro miografico representativo da resposta contratil ao estimulo indireto em
preparagdes biventer cervicis de pintainho. A- bloqueio tempo-dependente
produzido pelo veneno de Micrurus altirostris (1 pg/mL). B e C- neutralizacgao,
pelo antiveneno comercial, do bloqueio induzido pelo veneno. Em B, foi
efetuado um aumento de 10 vezes na propor¢do do antiveneno, indicada pelo
fabricante (1 mL de antiveneno neutraliza 1,5 mg do veneno de Micrurus spp.).
Em C, uma elevada concentracdo do antiveneno (aumento de 20 vezes na
proporcao indicada na ampola pelo fabricante) foi requerida para neutralizar a
acdo neuromuscular do veneno. As respostas a ACh exdgena (L], 110 uM) e ao
KClI (A, 20 mM) foram obtidas antes e apds a adicdo do veneno ou da mistura
veneno:antiveneno. Os registros mostrados aqui sdo representativos de

6 experimentos. V - veneno. Barra vertical = 1 g.
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Figura 15- Representacdo gréifica do bloqueio neuromuscular produzido pelo veneno de
Micrurus altirostris (1 pg/mL) em preparagdes isoladas, sob estimulagdo
indireta. Em (A) preparagdo biventer cervicis de pintainho e em (B) preparacdo
nervo frénico-diafragma de camundongo e da protecio pelo antiveneno
comercial (CAV) e pelo anti-soro especifico produzido em coelhos (SAS).

Os pontos representam a média = E.P.M.de 6 experimentos.
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Tabela 2- Contraturas produzidas por acdo da ACh (110 uM) e do KCl (20 mM) em
preparacgdes isoladas musculo biventer cervicis de pintainho ap6s 120 min de
incubacdo com o veneno de Micrurus altirostris, veneno + antiveneno
comercial (CAV) ou veneno + anti-soro especifico (SAS). Os resultados
(média = E.P.M., n=6) foram expressos como uma porcentagem dos valores

medidos antes da adicao do veneno.

Agonistas Antes da adicAo  Apos a adicao Apos Apos
do veneno (%) do veneno (%) veneno + CAV (1:20) veneno + SAS (1:20)
(%) (%)
ACh 100 0 108 £ 6 52+3
KCl 100 94 +10 90 +10 100 £5

4.3- Neutralizacao da neurotoxicidade pelo anti-soro especifico produzido em coelhos

Embora os acidentes causados por serpentes do género Micrurus sejam raros, o
efeito neurotdxico, caracteristico dos venenos de serpentes desse gé€nero, constitui o
principal fator responsédvel pela morte, por parada respiratéria, dos individuos picados.

Levando-se em conta que o antiveneno comercial produzido pelo Instituto
Butantan, Sdo Paulo, SP, ndo foi completamente eficiente em neutralizar a neurotoxicidade
do veneno de Micrurus altirostris, um anti-soro especifico contra o veneno de M. altirostris
foi produzido em coelhos.

A imunizag¢do em coelhos resultou na producao de um anti-soro especifico que,
no entanto, quando pré-incubado com o veneno de Micrurus altirostris (1 pg/mL),
na mesma propor¢do indicada para o antiveneno comercial (1:1,5), foi incapaz de
neutralizar o bloqueio neuromuscular, em ambas as preparacdes e, igualmente, ndo impediu
a inibicdo da contratura pela ACh nas preparagdes biventer cervicis de pintainho.

Com um aumento de dez vezes na propor¢do anti-soro: veneno, foi possivel
neutralizar parcialmente o efeito bloqueador neuromuscular em preparacdoes de ave
(52+6%) e de mamifero (92+3%). Esta proporcao (10:1) foi ainda insuficiente para inibir a

acao do veneno sobre a contratura pela ACh.
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Um aumento de vinte vezes na propor¢do do antiveneno (20:1), no entanto,
determinou 109+2% e 88+3% de protegdo contra o bloqueio neuromuscular em
preparacdes de mamifero e de ave, respectivamente (Figura 15), reduzindo a agdo do
veneno sobre a contratura provocada por acdo da ACh exdgena (53+2%, Tabela 2),
independentemente da pré-incubagdo da mistura do veneno:anti-soro 30 minutos antes do

teste, ou da adi¢do simultanea do veneno:anti-soro ao banho.

4.4- Neutralizacao da letalidade pelo antiveneno comercial e pelo anti-soro produzido

em coelhos

A dose letal intramuscular (DLsoe) do veneno de Micrurus altirostris, calculada
neste trabalho para pintainhos foi de 0,042 mg/kg. Esse resultado demonstrou ser
consideravelmente menor que o resultado da DLsyg intraperitonial para camundongos
(0,255 mg/kg). Ambas as doses letais foram utilizadas como pardmetros nos ensaios
realizados para avaliagdo da capacidade neutralizante sobre 5 DLsgq, tanto do antiveneno,

quanto do anti-soro especifico.

Com relacdo a letalidade (nimero de animais mortos até 72h da inje¢do do
veneno, pré-incubado com o antiveneno ou com o anti-soro especifico), os ensaios
demonstraram que o antiveneno comercial, de maneira geral, proveu maior prote¢iao do que

o anti-soro especifico, produzido em coelhos (Tabela 3).

Entretanto, a propor¢do do antiveneno:veneno ou anti-soro:veneno que proveu a
protecdo completa contra 5 DLsys, do veneno, nas duas espécies testadas, foi a de

20:1 (Tabela 3), reafirmando os resultados obtidos para a protecao in vitro (Figura 15).
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Tabela 3- Neutralizacdo da letalidade causada pelo veneno de Micrurus altirostris (5 DLsg)

em pintainhos (DLsp 0,042 mg/kg) e camundongos (DLsy 0,255 mg/kg) apos

pré-incubacdo com varias concentracdes do antiveneno comercial ou anti-soro

especifico (n=6 animais/grupo).

Pintainhos Camundongos
Proporcao mortes apos 72 h Mortes apos 72 h

veneno:antiveneno Antiveneno  antiveneno Antiveneno antiveneno
comercial especifico Commercial especifico

1:1 5/6 6/6 5/6 6/6

1:2,5 6/6 6/6 5/6 6/6

1:5 6/6 6/6 3/6 6/6

1:10 5/6 6/6 2/6 6/6

1:20 0/6 0/6 0/6 0/6

4.5- Atividade fosfolipasica do veneno

O veneno de Micrurus altirostris apresentou aproximadamente a metade da

atividade fosfolipasica do veneno de Crotalus durissus terrificus, utilizada como controle

positivo: absorbancias (Aszspm) 0,22767£0,0318 e 0,4745+0,0055,

(Figura 16).

respectivamente
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Figura 16- Atividade fosfolipasica (PLA,) do veneno de Micrurus altirostris. O veneno de
Crotalus durissus terrificus foi também utilizado para comparagdo
(controle positivo). O veneno de M. altirostris apresentou atividade

significativamente menor (p<0,05) que o veneno controle.

4.6- Ensaios cromatograficos

O veneno de Micrurus altirostris foi fracionado em trés etapas. Na primeira
etapa, utilizando a coluna Source 15 RPC, foram obtidos 12 picos, sendo que a atividade
farmacoldgica (bloqueio da resposta contrdtil) sobre a jungdo neuromuscular, em
preparagdes biventer cervicis de pintainho, foi evidenciada nos picos 1V, V, VI (Figura 17).

O pico IV, no entanto, foi o que apresentou a maior poténcia bloqueadora neuromuscular.
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Figura 17- Perfil cromatogréifico obtido na primeira etapa de fracionamento do veneno de
Micrurus altirostris em coluna Source 15 RPC (*Pico 1V, utilizado para
refracionamento) e registro miografico (preparacdo biventer cervicis de

pintainho), mostrando a acio bloqueadora da fragdo.

Na segunda etapa, foi efetuada uma nova cromatografia, utilizando a coluna
Sephasil Peptide C8 5 um St 4.6/250, do pico IV e foram obtidos cinco novos picos,

que foram igualmente testados em preparacdes biventer cervicis de pintainho. A atividade
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bioldgica foi observada nos picos IV.1, IV.2, IV.3 e IV.4 (Figura 18), tendo o pico IV.3,

apresentado o menor tempo de bloqueio e, portanto, refracionado na terceira etapa.
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Figura 18- Perfil cromatografico obtido na segunda etapa de fracionamento do veneno de

Micrurus altirostris, em coluna Sephasil Peptide C8 5 um St 4.6/250,
pelo refracionamento do pico IV. (*Pico IV-3) e registro miogréfico
(preparacdo biventer cervicis de pintainho), mostrando a acdo bloqueadora da

fracao.
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Na terceira etapa, utilizando a mesma coluna Sephasil C-8, o pico IV.3 foi
entdo refracionado, evidenciando cinco picos mais evidentes € um aglomerado de picos no
final do espectro. O pico IV.3.2 representa a fracdo ativa na juncdo neuromuscular

(Figura 19).
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Figura 19- Perfil cromatografico obtido na terceira etapa de fracionamento do veneno de
Micrurus altirostris, em coluna Sephasil Peptide C8 5 um St 4.6/250,
pelo refracionameno do pico IV-3 e registro miografico (preparagdo biventer

cervicis de pintainho), mostrando a a¢do bloqueadora da fracao.
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5- DISCUSSAO
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Os venenos de serpentes do género Micrurus sao muito conhecidos em razao de
sua potente neurotoxicidade, que pode ser mediada por neurotoxinas pré e pds-sindpticas

(Vital Brazil, 1965; Goularte et al., 1995 e Serafim et al., 2002).

A inibicdo neuromuscular, causada pelo veneno de serpentes corais, pode
também envolver uma acdo miotdxica tardia, como sugerido para o veneno de Micrurus
nigrocinctus (Goularte et al., 1995). No entanto, esse mecanismo ndo € o principal agente
responsavel pelo bloqueio da juncdo neuromuscular, causado pelo acidente por serpentes
corais Sul Americanas como, por exemplo, M. corallinus (Vital Brazil e Fontana, 1983;
Cruz-Hofling et al., 1983/1984), M. dumerilii carinicauda (Serafim et al., 2002),
M. frontalis (Vital Brazil et al, 1976/1977), M. lemniscatus (Vital Brazil, 1965; Cecchini
et al., 2005) e M. spixii (Vital Brazil et al., 1995).

Nossos resultados indicaram que o veneno de Micrurus altirostris, assim como
o de outras serpentes corais sul americanas, causou bloqueio neuromuscular irreversivel,
tempo e concentracdo-dependente in vitro, mesmo apds sucessivas lavagens das
preparagdes. Indicaram também que as preparagdes isoladas de ave (biventer cervicis de
pintainho) mostraram-se bem mais sensiveis a acdo do veneno, aproximadamente trés vezes
mais, do que as preparacdes isoladas de mamifero (nervo frénico-diafragma de

camundongo).

O veneno exibiu potente neurotoxicidade, com bloqueio total da transmissao
neuromuscular ocorrendo em presenga de muito baixas concentracdes do veneno de
Micrurus altirostris (0,1 pg/mL em preparagdes de pintainho e 1 pg/mL em preparacdes de

camundongo).

A grande poténcia neurotoxica do veneno, observada em preparacdes de ave,
ficou bastante evidenciada pela alta letalidade em pintainhos (DLsy 0,042 mg/kg, i.m.),
quando comparada a letalidade provocada pelo veneno em camundongos (DLsg
0,255 mg/kg, i.p., Moraes et al., 2003). Esse resultado reafirma os dados ja referidos,
de que as preparacdes de ave foram mais sensiveis do que as de preparacdes de mamifero.
Este fato tem sido observado também no estudo de venenos de serpentes de outros géneros

(Cogo et al., 1993; Serafim et al., 2002; Damico et al., 2005; Cavalcante et al., 2007).
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O veneno de Micrurus altirostris apresentou maior poténcia de letalidade em
camundongos, em comparacao com a letalidade provocada pelo veneno de outras serpentes
do género Micrurus, com dose letal (DLsp) de 0,255 mg/kg, i.p. Os venenos de M. frontalis
(DLsp 0,965 mg/kg, i.p., Moraes et al., 2003) e de M. corallinus (DLs, 0,355 mg/kg, i.p.,
Higashi et al., 1995) apresentaram menor poténcia de letalidade, embora Jorge da Silva e
Aird (2001) tenham reportado a letalidade do veneno de M. altirostris como semelhante a

essas outras duas espécies.

O veneno de Micrurus altirostris mostrou, ainda, possuir baixa laténcia,
manifestada pela acdo bloqueadora, iniciada imediatamente apds a adicdo de diferentes
concentracdes do veneno a cuba. O bloqueio das respostas a estimulos indiretos e, também,
a inibicao das contraturas provocadas por a¢do da ACh e do CCh, adicionados ao banho,

demonstram uma potente acdo predominantemente pds-sindptica desse veneno.

A cinética do bloqueio completo das contraturas por acdo da ACh, causada pelo
veneno (0,1 pg/mL) em até 15 minutos, mostrou que a interagdo do veneno com oS
receptores nicotinicos, disponiveis na preparacdo, foi maximal nesse periodo de tempo
(15 minutos), enquanto que o bloqueio completo das respostas musculares aos estimulos
elétricos indiretos evocados, se deu somente apds 120 minutos de incubacao, confirmando a

baixa laténcia do veneno.

Os venenos de Micrurus frontalis altirostris (hoje Micrurus altirostris), M. f.
brasiliensis, M. f. frontalis, Micrurus albicinctus, M. corallinus, M. fulvius fulvius,
M. ibibiboca, M. lemniscatus ssp., M. randonianus, M. spixii spixii, € M. surinamensis
surinamensis possuem atividade fosfolipdsica e os niveis de atividade enzimdtica variam

grandemente entre eles (Aird e da Silva, 1991).

A acdo subsindptica do veneno de M. altirostris, quando comparada a acio do
veneno de M. nigrocinctus (Goularte et al., 1995), mostrou-se ser independente de
variacOes na temperatura do banho de incubagdo. Assim, o bloqueio neuromuscular
provocado pelo veneno em estudo foi observado tanto a 22°C, como a 37°C, evidenciando
que a temperatura nao € um fator determinante do bloqueio. O bloqueio neuromuscular

também se mostrou independente da presenga do ion Ca® (1,8 mM) na solucao Tyrode,
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uma vez que persistiu mesmo apés a sua substituicdo pelo fon Sr** (4mM). Essas duas
abordagens farmacoldgicas sugerem que o bloqueio neuromuscular ndo estd diretamente

relacionado a atividade enzimadtica eventualmente presente no veneno total.

Por outro lado, o nivel de atividade fosfolipasica (PLA;) do veneno de
Micrurus altirostris, em comparagdo a atividade do veneno de Crotalus durissus terrificus,
usado como controle, sugere ndo haver uma relacio direta do nivel dessa enzima com a

intensidade do bloqueio neuromuscular produzido.

A fracdo neurotdxica, isolada do veneno bruto de Micrurus altirostris neste
trabalho, mostrou-se igualmente potente em bloquear completamente a resposta contratil
em preparacdes neuromusculares isoladas de ave, com atuacdo nos receptores nicotinicos
sub-sindpticos. No entanto, estudos ainda necessitam ser efetuados, a fim de se obter o

seqlienciamento e a possivel modelagem da fracdo neurotdxica.

Clinicamente, o tratamento com um inibidor da acetilcolinesterase como a
neostigmina pode ser utilizado como medida auxiliar para se tentar reverter o bloqueio
neuromuscular causado pelos venenos de Micrurus, que, predominantemente, contém
neurotoxinas pds-sindpticas (Vital Brazil e Vieira, 1996; Bucaretchi et al., 2006).
Entretanto, como também foi reportado para o veneno de Micrurus nigrocinctus (Goularte
et al., 1995), a neostigmina ndo foi capaz de reverter o bloqueio neuromuscular in vitro,

causado pelo veneno de Micrurus altirostris.

Os resultados dos experimentos efetuados, mostrando a ndo reversdo da
resposta contratil por acdo da neostigmina, sugerem que a toxina, responsavel pela inibi¢ao
dessa resposta, liga-se irreversivelmente aos sitios especificos nos receptores nicotinicos

sub-sindpticos.

A inibi¢do da contratura em resposta ao KCl apds a incubagc@o com venenos de
serpente € considerada na literatura como sendo um indicador de miotoxicidade (Harvey
et al., 1994). A auséncia de contratura (elevacdo da linha de base no registro miogréfico)
por acdo do veneno, nas preparagdes biventer cervicis de pintainho e nas preparagdes nervo

frénico-diafragma de camundongo; bem como, a auséncia de alteracdes significativas na
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resposta ao KCl, apdés a adi¢cdo do veneno, em preparagdes de pintainho e, ainda, a
manuteng¢do da resposta contratil em preparacdes curarizadas de camundongo, submetidas a
estimulos diretos indicaram que o veneno de Micrurus altirostris ndo apresentou efeito
miotéxico evidente, pelo menos nas condicdes experimentais utilizadas, o que reforca a
sugestdo de que o bloqueio neuromuscular, causado pelo veneno, se d4d devido a ligacdo

deste veneno, ou de um componente do veneno, aos receptores nicotinicos sub-sinapticos.

Embora Moraes et al., (2003) tenham observado alteracdes morfoldgicas, apos
1 h, em musculos de camundongos, injetados com o veneno de Micrurus altirostris
(120 pg/kg, i.m.), mionecrose apds 3 h e liberacdo maximal de CK, apds 6 h da inje¢do do
veneno, esse efeito miotdxico, no entanto, parece ndo estar diretamente relacionado ao
bloqueio neuromuscular, observado nas condi¢des experimentais deste estudo (0,1 a

10 pg/mL).

Com propriedade, o estudo farmacoldgico realizado com este veneno,
mostrando diferencas especificas no mecanismo de acdo, em relacio ao veneno de
Micrurus frontalis, bem como a ndo reversdao do bloqueio pela neostigmina, reforcou a
conclusdo a que o estudo sistemdtico chegou: o de classificar Micrurus frontalis altirostris,
como espécie plena, Micrurus altirostris, levando em conta os aspectos morfolégicos

(Jorge da Silva e Sites, 1999).

O efeito neurotéxico dos venenos de serpentes do género Micrurus constitui o
principal fator responsdvel pela morte do individuo, por parada respiratéria nos casos
graves. O uso de antiveneno como terapia tem sido o principal suporte no tratamento de
envenenamentos por cobra coral (Jorge da Silva Jr. et al., 2003; Bucaretchi et al., 2006) e
pode prevenir a paralisia respiratdria, se administrado precocemente (Kitchens e Mierop,

1987; Norris e Dart, 1989; Amuy et al., 1997).

Ha ainda uma considerdavel discussdo na literatura, com relagdo a reatividade
cruzada e também a neutralizacdo cruzada dos venenos de Micrurus, bem como a
necessidade de um antiveneno poliespecifico para o tratamento efetivo dos pacientes
intoxicados por uma série de espécies do Género Micrurus (Cohen e Seligman, 1966;
Bolafios et al., 1978; Berger e Bhatti, 1989; Gutiérrez et al., 1990; Raw et al., 1991;
Amuy et al., 1997; Prieto da Silva et al., 2001 e de Roodt et al., 2004).
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Os venenos de serpentes do Género Micrurus sdo bons imundgenos,
pois contém muitas moléculas que promovem reatividade cruzada (Higashi et al., 1995).
Por exemplo, o antiveneno para Micrurus frontalis neutraliza o efeito letal do veneno de
M. frontalis, Micrurus ibibiboca e M. spixii, mas ndo neutraliza o efeito do veneno de
M. corallinus. Por outro lado, o antiveneno para Micrurus corallinus neutraliza a letalidade
do veneno de M. corallinus, mas nao neutraliza a letalidade dos venenos de M. frontalis,

M. ibibiboca e M. spixii (Higashi et al., 1995).

De forma semelhante, o antiveneno preparado com uma mistura de venenos de
Micrurus nigrocinctus, M. mipartitus € M. frontalis ndo apresentaram efeito neutralizador

significante contra o veneno de M. surinamensis (Bolafios et al., 1978).

O antiveneno comercial, produzido pelo Instituto Butantan, Sdo Paulo (SP),
contra os venenos de Micrurus corallinus e de M. frontalis neutraliza o efeito desses
dois venenos com poténcias de 0,56 mg/mL e 0,8 mg/mL, respectivamente (Higashi et al.,

1995).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que, tanto o antiveneno
comercial elaborado no Instituto Butantan, quanto o anti-soro especifico, produzido em
coelhos contra o veneno de Micrurus altirostris apresentaram baixa eficicia em neutralizar
a neurotoxicidade e a letalidade deste veneno, quando utilizadas as concentragcdes indicadas

pelo fabricante do antiveneno comercial.

Estimar a dose apropriada de antiveneno a ser administrada a um paciente € o
maior problema no tratamento de envenenamentos por Micrurus (Amuy et al., 1997).
O resultado do presente trabalho, de que um aumento de 20 vezes na concentracao do
antiveneno foi requerida para proteger contra o bloqueio neuromuscular e também contra a
letalidade do veneno, sugere que doses maiores de antiveneno do que aquelas indicadas na
embalagem pelo fabricante podem ser requeridas no tratamento de individuos picados por
Micrurus altirostris. Esse resultado sugere, também, que mais estudos necessitam ser
efetuados, com relacdo as doses indicadas atualmente para o tratamento de pacientes

picados por serpentes do género Micrurus.
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A semelhanga entre as poténcias do antiveneno comercial e do anti-soro
especifico produzido em coelhos indicaram que, em contraste com as sugestoes de Bolafnos
et al. (1978) para o veneno de M. surinamensis, haveria pequeno ganho em incluir o veneno
de Micrurus altirostris no pool de venenos utilizados para imunizar cavalos ou em
produzir-se um antiveneno monovalente contra o veneno de Micrurus altirostris, uma vez
que a neutralizacdo foi possivel, modificando-se a concentragdo do antiveneno comercial

utilizado.

Em resumo, o veneno de Micrurus altirostris mostrou-se altamente
neurotoxico, com bloqueio neuromuscular irreversivel e com uma a¢do predominantemente

subsindptica, ndo se observando uma a¢ao miotéxica ligada ao bloqueio neuromuscular.

A toxina responsdvel pela inibicdo da resposta contratil liga-se fortemente a um
sitio especifico do receptor nicotinico e a atividade enzimdtica ndo estd envolvida no
bloqueio neuromuscular. Os resultados obtidos sugerem também nao haver uma correlagdo

direta entre a atividade catalitica do veneno e sua capacidade bloqueadora neuromuscular.

Com relacao a neutralizacao, apenas a proporc¢ao de 20:1 antiveneno: veneno ou
anti-soro:veneno proveu prote¢do contra o bloqueio neuromuscular in vitro e a completa

protecdo conta SDLsy do veneno em ambas as preparacdes testadas.

Aparentemente ndo ha ganho em incluir-se o veneno de Micrurus altirostris no
pool de venenos utilizados para a producdo do antiveneno anti-elapidico. Todavia, faz-se
necessario um estudo, visando uma melhor adequagcdo da concentracdo do antiveneno

utilizado em acidentes causados por essa serpente.
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6- CONCLUSAO
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O veneno de Micrurus altirostris produziu um bloqueio neuromuscular
sub-sindptico irreversivel, em preparagdes isoladas de ave (biventer cervicis de pintainho) e
de mamifero (nervo frénico-diafragma de camundongo). Esse bloqueio foi neutralizado
efetivamente apenas por uma alta propor¢do do antiveneno comercial e também do
anti-soro especifico, produzido em coelhos na razao de 20:1, que igualmente neutralizou a

letalidade em pintainhos e camundongos.
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Abstract

In this work, we studied the neuromuscular blockade caused by Micrurus altirostris
venom (0.1-10 pg/mL) in indirect stimulated chick biventer cervicis and mouse
phrenic nerve-diaphragm preparations and the ability of commercial antivenom

(Instituto Butantan) and antiserum raised in rabbits to neutralize neurotoxicity and
lethality in chicks and mice (LD, 0.042 and 0.255 mg/kg), injected i.m. and i.p.,

respectively, with venom (5 LDg,):antivenom or antiserum mixtures (n = 6) of 1:1-
1:2.5-1:5-1:10-1:20. The venom caused a complete and irreversible neuromuscular
blockade in both preparations, inhibited the acetylcholine and carbachol
contractures, without interfering on KCI response. The neuromuscular blockade was
not Ca2* or temperature-dependent and did not affect the response to direct
stimulation. Only a venom:antivenom or antiserum ratio of 1:20 neutralized the
neuromuscular blockade in vitro and protected chicks and mice against 5 LDy, of
venom. Our results indicated that Micrurus altirostris venom interferes with
postsynaptic neurotransmission and that commercial antivenom and rabbit antiserum

have low efficacy in neutralizing the neurotoxicity and lethality of this venom.

Keywords: Antivenom; Blockade; Neurotransmission; Neutralization; Postsynaptic
neurotoxin
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